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RESUMO

Introducéo: A identificacdo do SARS-CoV-2 em dezembro de 2019 e a pandemia da
COVID-19, que mudou todo o panorama de saide mundial, imp6s a necessidade da busca de
ferramentas de diagnostico para a doenca, bem como instrumentos de vigilancia epidemioldgica
e gendmica no sentido de compreender a dinamica da doenga e buscar melhores propostas de
controle e tratamento para doenca. Objetivos: Analisar a prevaléncia dos gendétipos de SARS
CoV-2, no municipio de Belo Horizonte e correlaciona-los ao perfil clinico de gravidade da
COVID-19 e seus desfechos de satde no periodo de janeiro/2021 a abril de 2021, quando se
observa a mudanca dos padrées epidemioldgicos da doenca, associada as declaragdes mundiais
de surgimento de novas variantes de preocupacdo. Metodologia: Trata-se de um estudo
epidemioldgico observacional analitico e retrospectivo que analisou 388 amostras positivas
para SARS-CoV-2, processadas no Laboratorio de Biologia Molecular préprio da Secretaria
Municipal de Belo Horizonte, referentes a casos da COVID-19 diagnosticados que foram
genotipadas e cujos resultados foram correlacionados com os dados clinicos, de internacéo e de
mortalidade. Resultados e conclusdes: A entrada da variante gama no municipio de Belo
Horizonte ampliou significativamente o ndmero de casos notificados de COVID-19,
internacdes e Obitos pela doencga, trazendo grande impacto social e assistencial, sendo que o
presente estudo sugere que a presenca da variante gama amplia o risco de internagcdo em 4,39%
a cada 10 anos a mais de idade e ainda mais para pacientes obesos, que teriam 7 vezes mais
chances de internar, que aqueles apresentando outras variantes. Ao avaliar a mortalidade, a
presenca da variante gama ampliou 6,09% na mortalidade, a cada 10 anos vividos, sendo que
0s pacientes infectados com a variante gama e desenvolvimento de SRAG tiveram
aproximadamente 9 vezes mais chance de morte e ainda os individuos do sexo masculino,
infectados pela variante gama, apresentaram 1,7 vezes mais chance de morrer por COVID-19.
Discussdes: A vigilancia gendmica associada a epidemiologia, a fisiopatologia, a aspectos
imunoldgicos e clinicos tem sido fundamental na luta contra a pandemia da COVID-19 e deve

seguir num movimento sincrono mundial para que possamos evitar mortes e minimizar danos.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; COVID-19; Belo Horizonte; Vigilancia gendmica; variante

gama; genotipagem.



ABSTRACT

Background: The identification of SARS-CoV-2 in December 2019 and the COVID-19
pandemic, which changed the entire world health landscape, imposed the need to search for
diagnostic tools for the disease, as well as epidemiological and genomic surveillance
instruments in the sense of understanding the dynamics of the disease and seeking better
proposals for control and treatment for the disease. Goals: To analyze the prevalence of SARS
CoV-2 genotypes in the city of Belo Horizonte and correlate them with the clinical profile of
COVID-19 severity and its health outcomes from January 2020 to April 2021, when a change
is observed on the epidemiological patterns of the disease, associated with worldwide
declarations of the emergence of new variants of concern. Methodology: This is an analytical
and retrospective observational epidemiological study that analyzed 388 samples positive for
SARS-CoV-2, processed at the Molecular Biology Laboratory of the Municipal Secretariat of
Belo Horizonte, referring to diagnosed cases of COVID-19 that were genotyped and whose
results were correlated with clinical, hospitalization and mortality data of the cases. Results
and conclusions: The detection of the gamma variant in the city of Belo Horizonte significantly
increased the number of reported cases of COVID-19, hospitalizations and deaths from the
disease, bringing great social and care impact, and the present study suggests that the presence
of the gamma variant increases the risk of hospitalization by 4.39% every 10 years-old and even
more for obese patients, who would be 7-fold more likely to be hospitalized than those with
other variants. When assessing mortality, the presence of the gamma variant increased by 6.09%
in mortality, every 10 years-old, with patients infected with the gamma variant and developing
SARS having approximately 9-fold more chance of death and even individuals of the same sex
males with the gamma variant were 1.7-fold more likely to die from COVID-19. Discussions:
Genomic surveillance associated with epidemiology, pathophysiology, immunological and
associated clinical aspects has been fundamental in the fight against the COVID-19 pandemic
and must continue in a worldwide synchronous movement so that we can avoid deaths and

minimize damage.

Key words: SARS-CoV-2; COVID-19; Belo Horizonte; Genomic surveillance; Gamma

variant; genotyping.



LISTA DE ILUSTRACOES

TABELA PAGINA

Flutuacdes temporais na taxa de mortalidade hospitalar
Tabelal atribuivel 8 COVID-19 e mortes evitaveis atribuiveis a 37
COVID-19 em hospitais Brizzi, Whittaker, Servo al. 2022.

Tabela2 Lista de variaveis explicativas (perfil dos pacientes) 48

Teste qui quadrado - Relagdo entre a internacdo, mortalidade
Tabela3 e as variaveis explicativas de pacientes com variante gama e 50
outras variantes do SARS-CoV-2

Anédlise de colinearidade - Fator de inflacdo de variancia
Tabela4 média (VIF) para o modelo logistico para internacéo de 51
pacientes com a variante gama

Estimativas do modelo logistico para internacdo de pacientes

Tabela 5 . 52
com a variante gama

Tabela 6 Estimativas do modelo logistico para internacéo de pacientes 53
com outras variantes do SARS-CoV-2

Tabela 7 Est!matlvas do modelo logistico para ébito de pacientes com a 53
variante gama

Tabela 8 Estimativas do modelo logistico para 6bito de pacientes com 54

outras variantes do SARS-CoV-2



FIGURA PAGINA

Estrutura gendmica dos conoronavirus. Fonte: adaptado de LI et

Figura 1 al 2020 a 16
Figura 2 A organizacdo gendmica do SARS-CoV2. Fonte: Alanagreh et 17
al.,2020
Figura 3 Ciclo do SARS-CoV-2. HARRISON; LIN; WANG, 2020. 18
Fiqura 4 Resposta Inflamatoria induzida pelo SARS-CoV-2. Harrison; 20
g Lin; Wang, 2020.
Figura5  variantes de interesse (fonte: PAHO, 2023) 22
Figura 6 Variantes de preocupacéo (fonte: PAHO, 2023) 23
Figura 7 Variantes SARS-CoV-2. Flores-Vega, V. R. et al., 2022 27
. Mapa de Belo Horizonte com divisdo das 9 regionais de salde
Figura 8 o 33
do municipio.
Fiqura 9 Resumo gréfico da rede assistencial de saude de Belo 34
g Horizonte. (Fonte: Secretaria Municipal de Saude)
Figura 10 Estratégia de fluxo de trabalho para avaliacdo genémica das a1
g variantes do SARS-CoV-2 em Belo Horizonte.
Figura 11 DlstrlbU|ga9 da~s amostrz.as por t|p|f|cagao.do ser.vu;o de origem 44
e por localizagdo do paciente na rede assistencial.
Figural2 Frequéncia das comorbidades relatadas 45
Figura1l3  Frequéncia e percentuais dos elementos de gravidade 46
Figura14  Etapas da regressdo logistica 49

Figura15 Organogramas de risco de internagao e obito 52



GRAFICO PAGINA

Notificagcbes de COVID-19 segundo data de inicio dos sintomas
Graficol e unidade de internacdo, residentes em Belo Horizonte, 2020- 38
2021 (fonte: SIVEP GRIPE)

Numero de internagdes e de obitos confirmados para COVID-
Gréfico2 19, segundo data de ocorréncia e de encerramento, residentes 39
em Belo Horizonte, 2020-2021 (fonte: SIM e SA04R).

Genotipagem de amostras por semana epidemioldgica (A- 47

Gratico 3 grafico de barras. B grafico de area).



ACE2
CDC
COVID-19
FUNED

GISAID

IDT

M
MERS-CoV
MS

N

NUPAD
OMS

ORF
OviGen

PANGOLIN

PBH

PCR

RBD

RBD

Rdrp
RT-PCR

S

S1

S2
SARS-CoV
SARS-CoV-2
SES-MG
SMSA BH

SNP

SSRNA
TMPRSS2
UFMG
VvVOC

VOl

VOl

WHO

LISTA DE ABREVIACOES

Enzima Conversora de Angiotensina 2

Centro de Controle de Doencas;

Coronavirus Disease 2019 — Doenca do Coronavirus 2019
Fundacao Ezequiel Dias

Global Initiative on Sharing Avian Influenza Data — Iniciativa
Global de Compartilnamento de Dados da Gripe Aviaria
Integrated DNA Technologies

Membrana;

Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus;

Ministério da Salde;

Nucleocapsideo;

Nucleo de Ac¢des e Pesquisas em Apoio Diagndstico;
Organizagdo Mundial de Saude;

Open Read Frame;

Observatorio de Vigilancia Genémica;

Phylogenetic Assignment of Named Global Outbreak Lineages
— Atribuicéo filogenética de linhagens de surto globais
nomeadas

Prefeitura de Belo Horizonte

Reacdo em Cadeia da Polimerase

Receptor Binding Domain — Dominio de ligacéo ao receptor
Region Binding Domain (Regido do Dominio de Ligac&o);
RNA polimerase dependente de RNA,;

Transcrigdo Reversa - Reacdo em Cadeia da Polimerase

Spike;

Subunidade 1 da Spike;

Subunidade 2 da Spike;

Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus;

Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2;
Secretaria de Estado da Saude de Minas Gerais

Secretaria Municipal de Saude de Belo Horizonte

Single Nucleotide Polymorphism — Polimorfismo de
Nucleotideo Unico

single strand RNA,

sigla para Protease Transmembranar Serina 2;

Universidade Federal de Minas Gerais;

Variant of Concern — Variante de Preocupagéo

Variants of Interest — Variante de Interesse

Variant of Interest (Variante de Interesse);

World Health Organization — Organizagdo Mundial de Saude



Sumario

1- INTRODUGAO c..cecteeetescenssessesssessssessssessessssessssssssassesssssssesssssssessssesssssssesssssssssssessssessesasses 13
1.1 -0 coronavirus € @ COVID-19... ..ottt 13
1.2 Patogénese do SARS-COV-2 € @ reSPOSTa IMUNE......c..ccveiririeririeieieiee et 17
1.3 — ViIgIaANCIA GENOMUCA ....cveveeeieiecieeieeeeeete ettt ettt e s teeaa et e s teebesreenaeneas 21
1.4 — A VAFTANTE GAMA ...eviuiiiiiieieteietee ettt bttt b ettt se et b et eaes 27
1.5 — Comorbidades e seu impacto nos desfechos da Covid-19..........ccecvvveveneeceeninceereneeee, 28

1.6 — O municipio de Belo Horizonte e o seu cenério epidemiolégico no periodo do estudo .... 32

2 = OBJIETIVOS... s s s s s s 39
O o] L= LAV o N o =T - | IO TSR 39
2.2 ODJELIVOS BSPECITICOS ..eeuvivieeeiticieti sttt sttt st te e b e besbeess e beean e besreenaenes 40

3. METODOLOGIA. .....cuitiitiiiittiitiiiteieteiteeeteeeitteeitteeetesssttesereasistssstssserssssressersnssssssssensseranses 40
3.1 Tip0 € Periodo dO ESTUD........ccueieieeieiieecteceste ettt eeseene e 40
3.2 Selecd@o de amostras e definigdo de critérios para genotipagem..........ccoceveverereereeneereeeenenn 40
3.3 Avaliagao do geNOLIPO VITAl ......c.coveuiriiiiriirieieee ettt 41

3.3.1 Sintese de cDNA e ensaio de genotipagem de rThAMP ......c.ocevverieieieeeeceee e 41
3.3.2- Preparacdo da Biblioteca e Sequenciamento de GENOMA .........cceceverierieeeerieseeie e 42
3.3.3 - Montagem do Genoma do SARS CoV-2 e Classificacdo da Linhagem..........cccccevvevennene 42
3.4 Critérios clinicos para a qualificagdo de amostras e dados epidemioldgicos....................... 43

1 U | I I I L0 1 PP 43
4.1 Caracterizacao geral da amOSIra........cccooieievieiieieieseee ettt st sae e e 43
4.2 - Modelo de regressan 0gISTICA ......c.cveiruiriiiieieieecee et 47

B. CONCLUSOES ...ceuiuiiricrinsicsisnesssestssssstsssssssse s s ssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssns 57

7. REFERENCIAS ....ecetrteteeeertstsseeeetstsse e s stssssesesessss st ssesessssssssssessssssssssesensssssesssensnssssssssnsans 58



13

1- INTRODUCAO
1.1 - O coronavirus e a COVID-19
Em dezembro de 2019, a (Organizacdo Mundia de Saude) OMS recebeu a informacéo

de casos de pneumonia na cidade Wuhan, provincia de Hubei na China (WHO, 2020), sendo
que no dia 7 de janeiro de 2020, testes soroldgicos identificaram um novo Betacoronavirus (WU
et al., 2020). Esse novo coronavirus causa a doenca COVID-19 e se espalhou globalmente,
provocando uma pandemia que, até a semana epidemioldgica (SE) 12/2023, infectou cerca de
761 milhdes de pessoas e causou 6.879 milhdes de dbitos no mundo. No Brasil, cerca de 37.5
milhdes de casos e 699 mil dbitos foram registrados neste mesmo periodo (WHO, 2023).

Os coronavirus (CoVs) sao considerados os maiores virus de RNA de fita positiva (26—
32 kb) (Neuman; Adair; Yoshioka; Quispe et al., 2006). Os CoVs pertencem a subfamilia
Coronavirinae, familia Coronaviridae e apresentam um nucleocapsideo (estrutura composta
pelo &cido nucleico do virus e seu involucro proteico, o capsideo) helicoidal (Alanagreh;
Alzoughool; Atoum, 2020). Seu nome se deve a presenca de espiculas (estruturas proeminentes)
presentes na superficie do nucleocapsideo virus, o que lhe da a aparéncia de uma coroa solar
(Malik, 2020). S&o virus relacionados principalmente as infec¢des do trato respiratorio e
gastrointestinal, sendo taxonomicamente classificados em quatro géneros: Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus e Deltacoronavirus (Chan et al., 2020 a). Até 2020, eram
descritas sete diferentes espécies de CoVs causadores de infeccdo em humanos: HCOV-SARS,
HCOV-0C43, HCOV-NL63, HCOV-MERS, HCOV-229¢, HCOV-HKUl e o entdo
descoberto SARS-CoV-2 (Khailany; Safdar; Ozaslan, 2020.). O grupo pode também ser
dividido em virus endémicos e epidémicos de acordo com o registro de sua descoberta.

O primeiro registro de infec¢do de Coronavirus em humanos foi reportado na década de
1960, quando HCOV-0C43 e HCOV-229 ¢ foram descritos como causadores de “resfriados”
até entdo sem nenhuma complicacdo (Hamre; Procknow, 1966; Mcintosh et al., 1967).

O segundo registro endémico de coronavirus que infectam humanos ocorreu em 2004-
2005, quando foram descobertas as espécies HCOV-NL63 e HCOV-HKUL1. Até esse ponto, 0s
Coronavirus eram classificados como uma familia de virus endémicos e associados a curtos
resfriados, sendo equiparados ao virus Influenza (Van Der Hoek et al., 2004).

O primeiro caso de Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS) foi identificado em
Foshan, na China, em novembro de 2002. Alguns meses depois, em julho de 2003, o virus ja
tinha se espalhado em mais de 30 paises, causando cerca de oito mil infeccbes e
aproximadamente 800 mortes. Nove anos depois, uma nova espécie de Coronavirus foi

identificada em uma amostra de pulmao de um paciente de 60 anos de idade, que morrera de
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insuficiéncia respiratoria na Arabia Saudita, sendo essa a primeira notificacdo do MERS
(Middle East Respiratory Syndrome, HCoV-MERS) Coronavirus. Na epidemia de 2012, na
Arabia Saudita, 0o HCoV-MERS causou mais de 2.500 casos com um total de 861 mortes, com
taxa de mortalidade de 35% (Chafekar; Fielding, 2018; De Groot et al., 2013;  Perlman;
Netland, 2009).

Em 16 de janeiro de 2020, 43 pacientes foram diagnosticados com o entdo 2019-nCoV,
incluindo, entre estes, dois pacientes na Tailandia e no Japao. Logo ap6s, em 23 de janeiro de
2020, 835 casos foram confirmados em mais de 32 provincias, municipios e regides proximas
a Wuhan, incluindo Hong Kong, Macau e Taiwan (WHO, 2020). Nessa mesma data, infec¢bes
em profissionais da salde que tratavam pacientes foram reportadas e estudos relatam a
transmisséao direta humano-humano (Chan et al., 2020b). No inicio do més seguinte, em 11 de
fevereiro de 2020, a Organizacdo Mundial de Saude nomeia a pneumonia induzida pelo novo
coronavirus como Coronavirus Disease 2019 (Covid-19). Concomitantemente, a Comissao
Internacional de Classificagdo Viral anuncia o0 novo nome para o virus, antes nomeado de 2019-
nCoV para Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2). A partir desses
eventos citados, o virus se disseminou e propagou em todos 0s continentes.

No dia 26 de fevereiro de 2020, o Ministério de Satde do Brasil anunciou o primeiro
caso confirmado de SARS-CoV-2 em solo nacional, identificado em um paciente de 61 anos,
em Sédo Paulo, no Hospital Albert Einstein. Desde o primeiro caso, o nimero de infectados no
Brasil aumentou diariamente, contabilizando, em 19 de abril de 2023, 37.358.092 casos
confirmados da doenca. Com um total de 700.116 mil 6bitos associados a doenca, além disso o
pais ja registrou uma das médias de morte didrias mais altas do mundo, com aproximadamente
duas mil mortes (WHO, 2022). Os primeiros registros de sintomas de Coronavirus eram
similares aos dos virus Influenza em humanos, sendo, muitas vezes, associados a gripe (Fung;
Liu, 2019). A partir da descoberta dos Coronavirus epidémicos, em 2002 (SARS-CoV e HCoV-
MERS), os sintomas descritos tém sido mais severos. Os principais sintomas da Covid-19, de
acordo com a OMS, sdo: febre, tosse seca e cansaco. Os sintomas mais graves Sao:
complicagdes respiratorias e pneumonia, podendo levar a 6bito (WHO, 2022). Os sintomas
mais Severos representam maior risco em grupos mais suscetiveis, como pacientes
imunodeprimidos, idosos e portadores de doencgas crbnicas, em que possa ocorrer o
desenvolvimento de complicacdes respiratdrias e em outros orgaos (Alanagreh; Alzoughool;
Atoum, 2020). Cerca de 81% dos pacientes infectados desenvolvem os sintomas considerados
principais, como uma leve pneumonia ou nenhuma. Porém de 5 a 14% desenvolvem sintomas

mais criticos e graves, proximos a pneumonia e bronquite. Além disso, a quantidade de quadros
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assintomaticos ou com sintomas clinicos leves, sobretudo nas fase inicial da pandemia, permitiu
que a infeccdo se disseminasse de forma silenciosa, contagiando e expondo uma grande parcela
da populacdo (Li et al., 2020) Diversos estudos buscaram a caracterizacdo molecular do virus
assim que foi descoberto, e, a partir de abordagens de sequenciamento gendmico, foi notada a
alta similaridade gendmica (79.6%) com SARS-CoV, sendo, portanto, nomeado,
posteriormente, como SARS-CoV-2. Estudos apontam também, em analises de gendmica
comparativa, que SARS-CoV-2 de isolado humano tem uma identidade de 96% a uma
sequéncia do coronavirus isolado de morcego. E a analise proteica, considerando o alinhamento
de sete dominios de proteinas ndo estruturais, revelou que o virus pertence a espécie SARS-
CoV (Luetal., 2020 - Wu et al., 2020; Zhou et al., 2020).

O RNA dos coronavirus contém multiplas ORFs (open reading frames). A maior ORF
localizada na extremidade 5’ ocupa cerca de % do genoma, ¢ composta por duas ORFs, que se
sobrepdem denominadas ORFla e ORF1b, responsaveis por codificarem sua poliproteina
(Chen; Zhong, 2020). Outra principal ORF esta localizada na extremidade 3’ e codifica quatro
proteinas estruturais, representadas na Figura 2 e sumarizadas a seguir:

e Spike (S), com cerca de 150 kDa, € responsavel pela fase de adsor¢do do virus no

receptor celular, o que resulta na fuséo e entrada viral (Chen; Zhong, 2020).

e Membrane (M), com cerca de 30 kDA, ¢ a proteina mais abundante do virus e que da

forma ao envelope viral (Chen; Zhong, 2020).

e Envelope (E), com cerca de 12 kDA, ¢ a menor proteina estrutural do virus durante a

multiplicdo e é encontrada em grande quantidade na célula infectada. Porém, apenas,

parte dela é incorporada ao envelope viral, sua fungdo principal é ajudar na montagem

e liberacdo de novas particulas virais (Malik, 2020).

e Nucleocapsidio (N), a Unica a conectar-se ao genoma viral, tem sua fungdo associada

a montagem e a liberag&o viral da célula infectada (Chen; Zhong, 2020).
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FIGURA 1 - Estrutura da particula viral dos conoronavirus.
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FONTE: adaptado de LI et al (2020 a)

Além das proteinas estruturais que sdo codificadas pela ORF 3°, estdo presentes regides
codificadores para proteinas acessérias como a proteina HE, a proteina 3a/b e a proteina 4a/b.
Apos a infeccdo viral e a fase de desnudamento, 0 RNA viral é traduzido em duas poliproteinas
la e 1b, que, em seguida, sdo processadas em 16 proteinas ndo estruturais (NSPs), para a
formagéo do complexo de replicacdo e traducdo (RTC)(Chen et al., 2020).

Analises transcricionais do genoma do virus permitiram identificar 380 substituicdes de
aminoacidos que podem ter contribuido para modificagdes funcionais e diferencas na patogenia
observadas no SARS-CoV-2 (WU et al., 2020). A partir de estudos genéticos comparativos
também foi possivel confirmar relagdes evolutivas com outras linhagens virais encontradas na
natureza (Zhou et al., 2020). Embora evidéncias indiqguem que a taxa de casos fatais para SARS-
CoV-2 seja inferior a observada em infecgdes por Influenza, essa taxa pode ser alterada a
medida que novos estudos demonstrem a real proporcao de casos. A taxa de mutacao estimada
para os Coronavirus é considerada entre moderada a alta para virus (+)ssRNA (Alanagreh;
Alzoughool; Atoum, 2020)

Nas andlises iniciais de variantes, dois loci foram considerados sitios com maior
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variacdo para SARS-CoV. O primeiro é identificado na sequéncia da proteina spike (S) e o
segundo sitio de variacdo é localizado na ORF8. Na proteina S, ha trés pequenas inser¢des no
dominio N-terminal, e quatro/cinco alteracdes nos residuos do motif da proteina receptora
(Zhou et al., 2020). A organizacao de outras regifes do genoma e expressao de genes é bem

préxima a outros Coronavirus, conforme Figura 2.

FIGURA 2 - A organizacdo genomica do SARS-CoV2.

266 13,468 21,563 29674
5 ESTRUTURA GENGMICA DO SARS-CoV-2 | 3
ORFla
.
—J —J | Rbosomal Helicane (28.274.29.53%)
Papain-like 3CL-protease | Fromesiit ] i
protease (10.05510977) “ (4.523:27.491)
(49555900} 1
et
(26.24526.472)
RNA-DEPENDENTE
RNA-POLIMERASE - i
4.236)

PROTEINAS ACESSORIAS
3a 67b9%

0ih |
[] 10
ESTRUTURA VIRAL DO SARS-CoV-2
3b 7a89%c

FONTE: Alanagreh et al.,(2020)
1.2 Patogénese do SARS-CoV-2 e a resposta imune

A proteina S, atua como ligante da enzima ACE2 (Enzima conversora de Angiotensina
2) e o receptor responsavel pela ligagdo viral as células (Wrapp et al., 2020; Xu et al., 2020 a).
A Spike tem um dominio de ligag&o ao receptor (RBD) que media o contato direto com o ACE2
e um sitio de clivagem polibasico S1/S2 que € clivado proteoliticamente pela catepsina L e a
protease transmembranar serina 2 (TMPRSS2) (Hoffmann et al; Wu et al, 2020b- Zhou et al.,
2020). A TMPRSS?2 facilita a entrada do virus na superficie da membrana plasmatica, enquanto
a Spike, ativa a catepsina L nos endossomos e podem compensar a entrada em celulas que nao

possuem TMPRSS2 (Hoffmann et al., 2020). Uma vez que o genoma do virus é liberado no
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citosol do hospedeiro, ORFla e ORF1b s&o traduzidos em replicase virais, que sdo clivadas em
nsps individuais (via hospedeiro e proteases virais: PLpro); estes formam a RNA polimerase
dependente de RNA (nspl2 derivada de ORF1b) (Perlman; Netland, 2009). Em seguida os
componentes reorganizam no reticulo endoplasmatico (ER) em vesiculas de membrana dupla
(DMVs) que facilitam a replicacdo viral de RNAs gendmicos e subgendmicos (SgRNA); estes
ultimos séo traduzidos em proteinas estruturais acessorias virais que facilitam a formacao de
particulas virais (Snijder et al., 2006; Wu; Brian, 2010).

FIGURA 3 - Ciclo do SARS-CoV-2.
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O ciclo comeca pela ligacdo da proteina Spike ao seu receptor, ACE2. A entrada eficiente na célula hospedeira
depende entdo em: 1) clivagem do sitio S1/S2 pela TMPRSS2; e/ou 2) catepsina L endolisossomal. O genoma do
virus é liberado no citosol, onde é traduzido nas replicases (ORF1a/b). As poliproteinas (ppla e pplb) séo clivadas
por uma protease codificada por virus em proteinas ndo estruturais do complexo de replicase individual (NSps)
(incluindo a RNA polimerase dependente de RNA: RdRp). A replicagdo comeca em vesiculas de membrana dupla
(DMVs) induzidas por virus derivadas do reticulo endoplasmatico (ER). O genoma de fita positiva serve como um
molde para RNA de fita negativa de comprimento total e RNA subgenémico (sg). A traducdo de sgRNA resulta
tanto em proteinas estruturais e acessorias (simplificadas aqui como N, S, M e E) que sdo inseridas no
compartimento intermediario ER-Golgi para a montagem do virion. Finalmente, genomas de RNA de sentido
positivo subsequentes sdo incorporados em virions recém-sintetizados, que sdo secretados pela membrana
plasméatica. FONTE: adaptada de Harrison; Lin; Wang, 2020.
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O SARS-CoV-2 tem como alvo as células epiteliais nasais e bronquicas e pneumacitos,
por meio da Spike que se liga ao ACE2 (Hoffmann et al., 2020). Semelhante a outras doencas
virais respiratorias, como a gripe, a linfopenia profunda pode ocorrer em individuos com
COVID-19 quando o SARS-CoV-2 infecta e mata células de linfécitos T. Além disso, a
resposta inflamatoria viral, que consiste tanto na resposta imune inata quanto na adaptativa
(compreendendo imunidade humoral e mediada por células), inibe a linfopoiese e aumenta a
apoptose dos linfocitos. Embora a hiporregulacdo dos receptores ACE2 de medicamentos
inibidores da ECA e bloqueadores do receptor da angiotensina aumentem a suscetibilidade a
infeccdo por SARS-CoV-2, grandes coortes observacionais ndo encontraram associagao entre
esses medicamentos e o risco de infeccdo ou mortalidade hospitalar devido ao COVID-19.
(FosbgL et al., 2020).

Em estagios posteriores da infeccdo, quando a replicacdo viral se acelera, a integridade
da barreira epitelial-endotelial fica comprometida. Além das células epiteliais, 0 SARS-CoV-2
infecta as células endoteliais dos capilares pulmonares, acentuando a resposta inflamatoria e
desencadeando um influxo de monadcitos e neutrofilos.

Infiltrados inflamatorios mononucleares intersticiais e edema se desenvolvem e
aparecem como opacidades em vidro fosco na tomografia computadorizada (TC). Segue-se um
edema pulmonar que preenche os espagos alveolares com formacdo de membrana hialina,
compativel com a sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) de fase inicial (XU et
al., 2020b). O 10 angioedema pulmonar dependente de bradicinina pode contribuir para a
doenca (Van de Weerdonk et al., 2020). Coletivamente, ruptura da barreira endotelial,
transmissao disfuncional de oxigénio alvéolo-capilar, e capacidade de difusdo de oxigénio
diminuida s&o caracteristicas do COVID-19. Em COVID-19 grave, ocorre ativa¢ao fulminante
da coagulacdo e consumo de fatores de coagulacdo (Tang et al., 2020; Thachil et al., 2020).

Um processo inflamatorio, nas células endoteliais do tecido pulmonar pode resultar na
formacgé@o de microtrombos e contribuir para a alta incidéncia de complicacfes tromboticas,
como trombose venosa profunda, embolia pulmonar e complicagdes arteriais trombaticas (por
exemplo, isquemia de membro, acidente vascular cerebral isquémico, infarto do miocardio) em
pacientes criticamente enfermos (Klok et al., 2020).

O SARS induz resposta imune (figura 4), através do recrutamento de linfocitos T e B
levando, eventualmente, a producdo de anticorpos especificos contra o patogeno (Newton;
Cardani; Braciale, 2016). Durante esta fase de incubagdo e estagios leves, a imunidade
adaptativa na maioria das pessoas é preparada para induzir uma resposta imune significativa
contra a infeccdo por SARS-CoV-2 (Qin et al., 2020; Tan et al., 2020). Foi demonstrada a
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infiltracdo de células TCD4+ e TCD8+ nos pulmdes e fluido de lavagem broncoalveolar de
camundongos BALB/C sensibilizados a infec¢do por SARS-COV-2, cuja via do IFN tipo | é
essencial para a resposta eficiente dessas células T. De fato, 0 aumento da resisténcia a infecgédo
por SARS-COV-2, a eliminacdo rapida dessa infeccdo e a reducdo da imunopatogénese e
gravidade de COVID-19 dependem da resposta dessas células T especificas (Zhuang et al.,
2021)

FIGURA 4 - Resposta Inflamatoria induzida pelo SARS-CoV-2
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Apos sua entrada no trato respiratorio, o virus atravessa profundamente o pulméo inferior, onde infecta uma
variedade de células, incluindo células epiteliais das vias aéreas alveolares, células endoteliais vasculares e
macrdfagos. Apos a entrada, é provavel que 0 SARS-CoV-2 detectados por sensores imunes inatos citosélicos,
TLRs que sinalizam a producéo de interferons tipo I/111 (IFNs) e outros mediadores pro-inflamatorios. O excesso
de citocinas e quimiocinas inflamatdrias no local, amplifica o dano tecidual via disfuncdo endotelial e
vasodilatacdo, permitindo o recrutamento de células imunes, neste caso, macrofagos e neutréfilos. tanto o
extravasamento vascular, quanto a fungdo de barreira comprometida promovem endotelite e edema pulmonar,
limitando as trocas gasosas que facilitam um ambiente hipdxico, levando a insuficiéncia respiratéria/organica. O
meio inflamatdrio induz células endoteliais para regular as moléculas de adeséo leucocitéria, promovendo assim
0 acumulo de células imunes que também podem contribuir para a rapida progressdo da doenca. Parada
respiratoria. A hiperinflamagédo no pulméo induz ainda mais alteragdes transcricionais em macrofagos e neutréfilos
gue perpetuam o dano tecidual que, em Gltima analise, leva a danos pulmonares irreversiveis. Figura gerada com
BioRender. FONTE: adaptada de Harrison; Lin; Wang, 2020.



21

Os mecanismos que iniciam os efeitos inflamatdrios em resposta as infec¢bes por
SARS-CoV-2 estdo principalmente associados a ativacdo da sinalizacdo imune inata (Chan et
al., 2020). Foi demonstrado que a expressao de genes envolvidos na sinalizacédo de interferon,
degranulacao de neutrofilos e resposta imune inata nos pulmdes de macacos Rhesus aumenta
apos a infeccdo por SARS-CoV-2, enquanto as vias de inducéo da producdo de colageno sao
reguladas negativamente. O envelhecimento é um importante fator de risco para mau
prognostico e aumento da mortalidade na COVID-19. Foram demonstrados que 0s niveis de
IFN tipo | aumentam significativamente nos pulmdes de macacos infectados juvenis em
comparag¢do com macacos infectados idosos. Enquanto em macacos mais velhos com doenga
COVID-19, um aumento na contagem de neutrofilos e na razdo neutréfilos/linfocitos foi
observado (Rosa et al., 2021).

1.3 — Vigilancia genémica
A Vigilancia Genémica tem por definicdo o objetivo de rastrear patdgenos virais

emergentes e reemergentes por meio do sequenciamento completo do seu material genético.
Essa técnica se tornou fundamental na luta contra patdgenos emergentes e reemergentes nos
ultimos anos, possibilitando o monitoramento de diferentes virus zoonéticos e endémicos
(Magalh&es et al., 2020).

Durante a pandemia de Covid-19, a vigilancia genémica alcangou propor¢des nunca
atingidas, possibilitando o monitoramento da evolugdo desse patdgeno e a identificacdo de
milhares de variantes/linhagens ao longo do tempo (Flores-Vega .,2022).

A partir do final de 2020 iniciou-se grande preocupacéo internacional com o surgimento
de novas variantes de SARS-CoV-2 circulantes pelo mundo. O surgimento de mutacdes, apesar
de ser evento natural e esperado dentro do processo evolutivo viral, traz novas variantes do
SARS-CoV-2, que geram apreensdo entre pesquisadores e autoridades sanitarias pelas
possibilidades de mudanca no perfil de transmissdo, viruléncia, mortalidade e perda de
efetividade para os imunizantes contra a doenga.

As VOls, ou variantes de interesse (figura 5) séo aquelas cujo genoma contiver mutagoes
que mudem o fendétipo do virus e se tiver sido identificada como causadora de transmissao
comunitaria, de maltiplos casos ou de clusters (agrupamentos de casos) de COVID-19, se tiver
sido detectada em varios paises; ou ser de outra forma avaliada como uma VOI pela OMS em
consulta com o Grupo de Trabalho de Evolugdo do Virus SARS-CoV-2 (PAHO).
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FIGURA 5 - Variantes de interesse
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LOTA B.A.526 GH/452R.V1 20C/S:434K USA-NOV 2020 24/03/2021
KAPPA B.1617.1 G/452.V3 21A/S:154 \india - outubro 2020 04/04/2021

FONTE: PAHO, 2023.

As VOCs sdo as variantes de preocupacéo (figura 6) que, comparativa as demais, demonstram
estar associadas a uma ou mais das seguintes alteragdes em um grau de significancia para a

saude publica global:

o Aumento da transmissibilidade ou alteracdo prejudicial na epidemiologia da COVID-
19; ou

o Aumento da viruléncia ou mudanca na apresentacao clinica da doenga; ou

o Diminuicdo da eficacia das medidas sociais e de saude publica ou diagndsticos, vacinas

e terapias disponiveis.
Estas linhagens (VOCs) sdo responsaveis pelo aumento da incidéncia de doencas e ondas de

transmissdo dentro dos diversos territorios. (WHO)



23

FIGURA 6 - Variantes de preocupagéo
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O estabelecimento e a disseminagdo de tais variantes dependem de dois fatores
principais: o que acontece dentro dos individuos nos quais as mutacdes surgiram e 0 que
acontece depois quando o virus € transmitido entre os individuos.

As mutacdes surgem a medida que os virus se replicam dentro de um individuo infectado
e, portanto, novas variantes enfrentam inicialmente forcas seletivas naquele individuo. Para
SARS-CoV-2, esses processos evolutivos dentro de cada individuo foram mais bem
documentados em pacientes imunocomprometidos (Avanzato et al., 2020; Choi et al., 2020;
Kemp et al., 2021). Esses pacientes mantém altas cargas virais por periodos prolongados,
permitindo mais oportunidades de replicacdo, selecdo viral e com consequentes taxas de
substituicdo elevadas. Ao sequenciar o virus em varios pontos numa linha temporal, estudos
documentaram mudancas rapidas na composi¢do da populacdo viral em um paciente, ao longo
de alguns dias. Essas mudancas sao mais rapidas do que o esperado e apontam para a selecédo
natural, induzindo uma maior replicacdo viral, para que o virus escape de um sistema
imunologico enfraquecido ou mesmo de terapias com anticorpos recebidas por esses pacientes
(Avanzato et al., 2020; Choi et al., 2020; Kemp et al., 2021).

A maioria das mutagdes apresentam-se no gene que codifica Spike. Como ja discutido
anteriormente, essa € a proteina viral que se liga ao receptor ACE2 nas células do hospedeiro.
Estudos demonstraram que pacientes que mantiveram altas cargas virais por tempo prolongado,
apresentaram 57% das alteracBes na proteina Spike (Choi et al., 2020). Ja Kemp e
colaboradores, encontraram 33% das mutagdes nesse gene (Kemp et al., 2021). Esses dados séo
bem diferentes dos 13% esperados, baseado no comprimento desse gene em relacdo ao genoma

completo do virus. Muitas dessas mutacGes foram encontradas no dominio de ligacdo ao
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receptor, que é essencial para a entrada do hospedeiro. Esta concentracdo na proteina Spike
pode refletir, em parte, uma resisténcia diminuida da resposta imune desses individuos, uma
vez que estdo imunocomprometidos, entretanto, muitas dessas mutagcdes sdo nao-sinénimas,
consistente com a selecdo que favorece mudancas para a proteina Spike (Choi et al., 2020).
Além disso, varias mutagdes surgiram em paralelo em diferentes pacientes, sugerindo evlugéo
convergente (Mccormick; Jacobs; Mellors, 2021). McCarthy e colaboradores relatam, por
exemplo, quatro casos independentes de pacientes com dele¢cdes no mesmo dominio amino-
terminal de Spike, 0 que é importante para a entrada do hospedeiro e evasdo de anticorpos
(Mccarthy et al., 2021). Esses padrbes ndo aleatorios de mudancas genémicas sugerem que as
pressdes seletivas, junto com a mutacdo, moldam fortemente a evolucédo viral em individuos
imunocomprometidos. Pacientes imunocomprometidos devem ser protegidos de COVID-19
priorizando seus contatos para vacinacdo, e qualquer paciente com infeccdo prolongada deve
ser tratado com muito cuidado como uma fonte potencial de novas variantes.

Taxas de mutacdo elevadas também podem ser causadas por alteracbes genéticas no
SARS-CoV-2 que aumentam a taxa de erro durante a replicacdo viral (Takada et al., 2020).
Takada e colaboradores mostraram que a mutacdo P203L em NSP14 altera o dominio de revisdo
ExoN e quase duplica a taxa de mutacdo. Essas linhagens "mutadoras" também podem gerar
variantes com combinacdes raras de novas mutacdes, mas até o0 momento, esses mutadores ndo
aumentaram em frequéncia, possivelmente por causa do maior nimero de mutacdes deletérias
resultantes (Takada et al., 2020).

Outra fonte potencial de novas variantes em infec¢fes individuais é a recombinacéo.
Todos os virus circulantes SARS-CoV-2 sdo semelhantes e intimamente relacionados pela
descendéncia do virus que infectou humanos pela primeira vez no final de 2019. Além disso,
os artefatos gerados durante o sequenciamento e montagem gendmica podem imitar a
recombinacdo e podem explicar alguns dos eventos aparentes de recombinacdo (Ignatieva,;
Hein; Jenkins, 2021).

Uma analise realizada em 2021, fornece evidéncias de que genomas das amostras do
Reino Unido podem ter surgido por recombinacdo durante um periodo em que B.1.1.7 e
linhagens néo variantes eram prevalentes (Jackson et al., 2021).

A recombinacdo é uma preocupacdo porque gera novas combinacfes, potencialmente
reunindo componentes de diferentes linhagens de forma a beneficiar o virus. Para aquelas
mutacBes SARS-CoV-2 que saem do individuo infectado e causam novas infeccdes, a
probabilidade de que a variante se estabeleca depende de sua transmissibilidade na populacéo,

bem como da natureza e extensdo dos contatos entre individuos, além de eventos fortuitos. Para
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muitas doengas infecciosas, uma pequena fracao de individuos tende a ser responsavel por uma
grande fracio dos eventos de transmissdo (Woolhouse et al., 1997). E a 'regra 80/20', onde 80%
das novas infeccdes sdo causadas por 20% de casos (Woolhouse et al., 1997). Este padrédo
também foi observado para SARS-COV-2 (Althouse et al., 2020; Endo et al., 2020) e as vezes
é referido como 'superdispersdo’, o que significa que a variacdo no numero de novas infeccbes
geradas por diferentes individuos é maior do que o esperado.

A superdispersdo pode surgir por meio de varios processos, e os detalhes tém um forte
efeito sobre a probabilidade de que uma nova variante se estabeleca dentro de uma populagéo
(por estabelecida, queremos dizer que a variante esta presente em casos ativos suficientes ao
ponto que que é muito improvavel que seja perdida por acaso). Se a superdispersdo surge porque
os individuos variam em infectividade, com alguns casos transmitindo com muito menos
frequéncia e outros com muito mais frequéncia do que o esperado (por exemplo,
'superespalhadores’), entdo essa variabilidade tende a diminuir a probabilidade de
estabelecimento de uma variante (Lloyd-Smith et al., 2005). Por outro lado, se a superdisperséo
ocorrer porque alguns individuos tém muito menos contatos ou niveis de atividade muito mais
baixos e outros muito mais, isso tende a aumentar a probabilidade de estabelecimento.

A principal diferenca entre os dois casos é que, quando a superdispersao se deve a
eventos casuais que afetam o curso da infeccdo, ndo ha relacdo entre a probabilidade de um
individuo adquirir uma infecgdo variante e a propensdo desse individuo de transmitir a outras
pessoas. Como resultado, isso simplesmente introduz ruido adicional no sistema, diminuindo a
probabilidade de estabelecimento. Em contraste, com a superdispersdo devido a
heterogeneidade de contato ou atividade, as variantes sao mais propensas a infectar individuos
altamente conectados e ativos que também tém uma maior propensao para transmitir em virtude
de sua alta conectividade. Esse processo, pelo qual os individuos mais ativos contribuem
desproporcionalmente para a transmissdo, também explica por que direcionar vacinas e
intervencdes ndo farmacéuticas a trabalhadores essenciais € particularmente eficaz na reducéo
de casos (Mulberry et al., 2021)

Apo0s a descoberta da variante gama em Manaus, (Faria et al., 2021). A proporcao de
amostras de pacientes com COVID-19 em Manaus com cepas identificadas como P.1, que ndo
circularam até novembro de 2020, aumentou para 52,2% em dezembro, e para 85,4% em janeiro
de 2021 (Faria et al., 2021a). Ao mesmo tempo, observou-se um aumento abrupto no nimero
de internagdes pelo COVID-19 em Manaus, 0 que ocasionou o colapso do sistema de saude
local (Naveca et al., 2021b; Sabino et al., 2021). Estudos estimaram que a cepa P.1 pode ser

2,6 vezes mais transmissivel que suas precursoras (Coutinho et al., 2021), o que pode ajudar a
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explicar o rdpido agravamento da situacdo epidemiolégica naquele local. Outro dado
importante, é que essa variante representou cerca de 28% dos casos de reinfecgdo em Manaus
(Coutinho et al., 2021). Muitos eventos influenciaram no aumento dos casos em Manaus, seja
pela alta viruléncia dessa variante, seja pelo abandono das medidas ndo farmacologicas, como
distanciamento social e mesmo o uso de méscaras (Naveca et al., 2021b).

Embora a taxa de mortalidade causada pelo SARS-CoV-2 possa estar sob sele¢do direta
relativamente fraca, as mutacdes que afetam a taxa de transmisséo ou outros atributos da doenca
podem ter efeitos correlatos na mortalidade. VVariantes com taxa de transmissao moderadamente
aumentada podem se espalhar prontamente durante uma pandemia, quer elas aumentem ou
diminuam as taxas de mortalidade. Assim, a evolucdo da viruléncia depende fortemente da
natureza das mutacdes. Por exemplo, se 0 aumento na transmissao for devido a uma carga viral
mais alta, podem ocorrer doencas mais graves. Alternativamente, se as muta¢fes causam
sintomas mais brandos e assim aumentam os niveis de atividade dos individuos infectados, elas
podem aumentar a transmissibilidade, mas reduzem a gravidade e as taxas de mortalidade.

A pandemia do Coronavirus 2019 (COVID-19) causou colapsos nos sistemas de saude
em todo o mundo, especialmente em locais onde ndo foram praticadas ou disponiveis medidas
eficazes para controlar a disseminagéo viral (Brizzi, Whittaker, Servo et al, 2022). Entre as
numerosas linhagens da SARS-CoV-2 descritas, algumas chamaram a atencdo das autoridades
de salde publica, dada sua associagdo com taxas mais altas de transmissdo viral, gravidade da
doenca e resisténcia aos anticorpos neutralizantes desencadeados pelas vacinas profilaticas (L.i.,
Lai., Gai, et al. 2021; Gidari, Sabbatini, Bastuabkku, et al., 2021)

A VOC Alpha (B.1.1.7), foi a variante identificada no Reino Unido, em setembro de
2020. Apos sua identificacdo, espalhou-se globalmente. Suas mutagdes foram relacionadas ao
aumento da viruléncia e transmissibilidade (Meng et al., 2021).

A variante Beta (B.1.315) foi identificada na Africa do Sul, em maio de 2020, e teve
suas mutacdes associadas a neutralizagdo de anticorpos monoclonais em humanos, levando a
uma reducédo na eficacia da vacina em comparacgdo aos resultados obtidos na variante Alpha
(Dumache et al., 2022, Faria, et al., 2021).

A Gama (P.1) é a VOC brasileira, identificada na cidade de Manaus, em novembro de
2020. Gama apresenta mais de 17 mutagGes ndo sindnimas, associadas a evasao imune, ao
aumento da afinidade com o receptor ACE2 e ao aumento de transmissibilidade (Faria et al.,
2021). A Gama teve um grande impacto apds sua introducdo no Brasil, sendo a responsavel
pela segunda onda de infec¢es registradas, de fevereiro de 2021 a junho de 2021, periodo com

0 maior numero de infectados e mortos registrados no pais (Banho et al., 2022). Dois meses
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apos sua primeira identificacdo, em janeiro de 2021, ja se tinha tornado predominante entre 0s
registros ao longo do pais, com mais de 85% de dominéncia dos registros de SARS-CoV-2
(Dejnirattisai et al., 2021). Esta variante tem especial atencdo nesta dissertacdo pois o periodo
deste estudo € marcado pela identificacdo da variante no territorio estudado e pelas possiveis
mudancas epidemioldgicas decorrentes desta nova entrada viral.

A variante Delta (B.1.617.2) foi identificada na India, em outubro de 2020, e suas
mutacdes sdo concentradas, em maioria, na regido spike, como resultado, Delta apresenta maior
patogenicidade e transmissibilidade (Mittal; Khattri; Verma).

A variante Omicron (B.1.1.529) teve seu primeiro registro em Botsuana e na Africa do
Sul, em novembro de 2021, e suas mutacGes estdo associadas a maior transmissibilidade,

afinidade com receptor hospedeiro e infectabilidade (Viana et al., 2022).

FIGURA 7 - Variantes SARS-CoV-2.
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1.4 — A variante Gama

Desde o inicio da pandemia da COVID-19 no Brasil, estudos de vigilancia genémica
mostraram a substituicdo das linhagens do SARS-CoV-2 ao longo do tempo (Claro, Silva Sales,
Raimundo et al., 2020; Volock, Da Silva, Francisco, De Almeida, et al., 2021). A maioria dos



28

casos iniciais da COVID-19 foi causada pela introducéo das linhagens B.1.1.28 e B.1.1.33,
sequida pela variante Zeta (P.2) na regido sudeste do Brasil em julho de 2020,
concomitantemente com o declinio progressivo do nimero de casos.

No Brasil, a VOC do SARS-CoV-2 Gama (também conhecida como P.1, 20J/ 501Y.V3
ou GR/501Y.V3, VOC-21JAN-02 ou VOC202101/02) foi detectada pela primeira vez em
dezembro de 2020 em Manaus, estado do Amazonas, no norte do Brasil. (Faria, NR et al, 2021;
Naveca, FG et al., 2021; Fujino, T. et al. 2021). Sendo que em em 9 de janeiro de 2021, o Japéo
notificou a OMS sobre uma nova variante de SARS-CoV-2, inicialmente denominada P.1,
detectada em quatro viajantes provenientes de Manaus.

A variante Gama é caracterizada por varias substituicbes de aminoacidos na proteina
spike, incluindo L18F, N501Y, E484K e K417N, que foram associadas a0 aumento da
transmissibilidade e escape imunoldgico. Trés semanas apos sua deteccdo, Gama tornou-se a
linhagem dominante circulando em Manaus medida pela frequéncia variante. A rapida
disseminacdo do Gama pelo pais foi seguida por ondas de mortalidade associadas ao COVID-
19 e a gravidade medida pelas altas taxas de mortalidade intra-hospitalar. (Freitas et al., 2021).

Até 2020, o pais havia registrado cerca de 7,6 milhdes de casos e 195.000 mortes
(OPAS). Quatro meses depois, coincidindo com a entrada e circulagdo variante Gama no pais,
outra onda de infec¢Bes ocorreu, atingindo uma média mével de 77.000 novos casos e 3000
mortes por dia (OPAS).

A progressdo da doenca causada pela variante gama foi observada em todos os estados
do pais. Em Minas Gerais (MG), o quarto maior estado em area e segundo mais populoso,
houve um aumento de aproximadamente 240% na média mével de casos e 470% das mortes de
01 de janeiro até o pico da doengca em meados de abril de 2021 (OPAS). Em Belo Horizonte, a
avaliacdo retrospectiva deste trabalho evidenciou que o primeiro caso identificado de infec¢ao
pela variante gama ocorreu em 08/01/2023, sendo que desta data até o pico diario de internagdes
por COVID-19 em 15/03/2021, apenas 36 dias apoés, tivemos um crescimento de 300% no
numero de internacdes e neste mesmo periodo houve crescimento de 410% da mortalidade por
COVID no Municipio.

1.5 — Comorbidades e seu impacto nos desfechos da Covid-19
O conhecimento dos fatores de risco que levam a desfechos graves como hospitalizacao,

admissdo em terapia intensiva (UTI) e obito, causados pela COVID19, é de extrema
importancia. Ele auxilia nas tomadas de decis@o no manejo clinico, principalmente quando ha

escassez iminente de recursos de saude, como leitos de UTI; nas medidas preventivas
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especificas com priorizacdo de intervencdes e triagem das pessoas em risco; e pode ser
importante para o desenho e interpretacdo de ensaios clinicos sobre a eficicia de tratamentos.
Estudos tem demonstrado que os principais fatores de risco incluem caracteristicas
demogréficas e condig¢des clinicas como comorbidades subjacentes (Dessie, Zewotir, 2021).

O perfil de pacientes com condi¢Ges médicas preexistentes infectados pelo SARS-CoV-
2 que necessitaram de hospitalizacédo foi seis vezes maior do que pacientes sem comorbidades
(Cascella, M et al., 2023). Diversas doencas estdo relacionadas a maior risco de desfechos
graves e oObito pela COVID-19, incluindo cancer, doenca hepatica crénica, HIV, doencas
cardiovasculares, obesidade, tuberculose, condi¢cdes de saide mental, pneumopatias, diabetes
mellitus, doenca renal e condi¢gdes neuroldgicas, além de outras condi¢Ges gerais como
gestacdo, uso de medicamentos imunossupressores, dentre outros.

Um consideravel nimero de estudos (Leung, 2020; Zhou et al., 2020; Kang, Jung, 2020;
Verity et al., 2020) constatou que a idade € um fator de risco bem estabelecido para desfechos
graves de COVID-19. Segundo um relatério de um estudo realizado pelo Centro Chinés para
Controle e Prevencdo de Doencas, que contou com os dados de 44.672 pacientes com
diagnostico confirmado para SARSCOV-2, foi identificado que a taxa geral de letalidade (CFR)
foi maior dentre os individuos com idade mais avancada.

O processo de envelhecimento envolve varias mudancas celulares e moleculares,
incluindo a desregulacdo do sistema imunoldgico (Weiskopf; Weinberger; Grubeck-
Loebenstein, 2009). Esse processo natural, quando associado a um quadro inflamatorio,
contribui fundamentalmente para o aumento da suscetibilidade e agravamento do COVID-19
em pessoas idosas (Chen et al., 2021).

Dados obtidos por meio das principais autoridades em saide da Alemanha, Italia e
Reino Unido mostraram que homens sdo mais suscetiveis a desenvolver casos fatais de COVID-
19 em comparacdo com mulheres, independentemente da idade que o individuo apresenta no
momento que ¢ infectado. Além disso, outras evidéncias comprovam gue os individuos acima
de 60 anos sdo mais vulneraveis e desses a maioria dos casos que evoluem para Obito sdo entre
pacientes do sexo masculino (Cannistraci, Valsecchi, Capua, 2021).

De acordo Docherty et al., (2020) de 16.749 pacientes hospitalizados com COVID-19
no Reino Unido, a minoria dos infectados eram mulheres (39,8%), enquanto os homens
totalizavam 60,2% dos casos de hospitalizacdo. No Meéxico foram observados resultados
semelhantes. Ao analisar o perfil 185 pacientes mortos por COVID-19 em um hospital
localizado na parte sul do pais, observou-se que 60,1% das vitimas eram homens (Ruiz-

Quifionez et al., 2021). O que confirma que ha um padréo global no que se diz respeito a um
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maior risco enfrentado pelos individuos do sexo masculino em relagdo a uma maior
probabilidade de desfecho grave de infeccédo seria por COVID-19.

Outra comorbidade relevante no contexto de infeccdo por SARS-CoV-2 é a neoplasia.
A literatura sugere que os pacientes com cancer diagnosticados com COVID-19 tém idade mais
avancada que aqueles que ndo possuem tal comorbidade, além de possuirem risco cerca de 4,9
vezes maior de desfecho combinado de necessidade de terapia intensiva e/ou 6bito. Tais eventos
graves também parecem ocorrer mais precocemente [mediana de tempo para os eventos de 13
dias (11Q 6-15) vs 43 dias (20-nao atingido), p<0.0001; HR 3,56; IC 95% 1,65-7,69) (Liang W.,
et al., 2020).

As doengas cardiovasculares tiveram uma forte ligagdo com o SARS-COV e 0 MERS-
COV (Badewi; Ryoo, 2016). De forma semelhante, observou-se uma prevaléncia de doenca
cardiovascular em pacientes com COVID-19, principalmente entre individuos que adquiriram
a forma mais grave da doenga. Um estudo realizado no Brasil investigou que dos 17.752 casos
de o6bitos notificados, 14.737 pessoas relataram uma ou mais comorbidades, sendo que 35%
dos nédo sobreviventes tinha doencas cardiacas cronicas (Pachiega et al., 2020)

Outro estudo, prospectivo de coorte, no qual participaram pacientes hospitalizados no
Hospital Pulmonar de Wuhan, na China, identificou a cardiopatia como um fator de risco grave.
O estudo identificou que 57,1% dos 6bitos dos pacientes hospitalizados por COVID-19 tiveram
a cardiopatia como condicao agravante (Du et al., 2020).

Uma meta-analise, que reuniu um total de seis estudos com 1527 pacientes, identificou
que a comorbidade que mais prevaleceu foi a hipertensdo, representando 17,1% dos casos (LI
et al., 2020). Outro estudo, multicéntrico transversal, observacional e retrospectivo realizado
na Espanha analisou 12.226 pacientes com resultado positivo para COVID-19. Desses
individuos, 2.630 pessoas tiveram o desfecho para ébito, e a comorbidade mais comum foi a
hipertenséo arterial, representando 50,9% dos casos. O estudo concluiu que hipertensdo arterial
estd associada a um maior risco de mortalidade, independente de outras comorbidades como
sexo e idade (Rodilla et al., 2020). Resultados similares foram encontrados em uma revisao
sistematica com meta-analise, que envolveu 14 estudos da China e de Nova York,
documentando desfechos de 4.659 pacientes. Entre as comorbidades, a mais recorrente entre 0s
pacientes que morreram foi a hipertensao arterial com 56,8% dos casos registrados (Tian et al.,
2020).

A diabetes esta associada a casos graves de complicacdes renais e cardiovasculares
(Zhou et al., 2016). Uma meta-analise de 2020 com base nos dados de 2.108 pacientes da China

infectados com COVID-19 constatou que a prevaléncia de diabetes foi de 10,3% (Fadini et al.,
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2020) estudo retrospectivo realizado em Nova York analisou 5.700 pacientes hospitalizados
com COVID-19 e concluiu que dentre estes, 33,8% eram acometidos pela diabetes (Richardson
et al., 2020). Na Turquia, um estudo investigou 18.429 pacientes internados e comparou
pacientes com diabetes e sem diabetes. Tal estudo chegou a conclusdo de que o indice de
mortalidade dentre os pacientes com diabetes foi maior em comparagdo com os sem diabetes
(13,6% vs 8,7%; razéo de risco 1,75; 1C 95%, 1,58 -1,93; p < .001), o que demonstra que 0S
individuos acometidos pela diabetes possuem maior propensdo a evoluir para internagédo
hospitalar, internacdo na UTI e dbito (Sonmez et al., 2021).

Outra razdo pela qual a diabetes é um fator de risco grave para pessoas infectadas pela
SARS-COV 2 esteja relacionada as altas doses de furina encontradas nos organismos dos
individuos com diabetes (Fernadez et al., 2018). Os altos niveis de furina ativam a proteina
spike (S) do SARS-CoV-2 ligada aos receptores ECA, 0 que permite a entrada do virus nas
celulas humanas. Isso pode levar a uma maior taxa de inflamag&o pulmonar e niveis mais baixos
de insulina, o que eleva o risco dos pacientes (Shang et al., 2020). Por fim, a funcdo prejudicada
das células T e os niveis elevados de interleucina6 (IL-6) também contribuem para o
desenvolvimento da COVID-19 nesses pacientes 19 (Kulcsar et al., 2019).

A obesidade é um sério problema a nivel mundial, sendo considerada pela OMS uma
epidemia do século XXI (WHO, 1997). Atualmente, a maioria dos paises apresenta uma
margem de 20% de sua populacdo sendo acometida pela obesidade, e esse nimero tem
constantemente aumentado (Popkin et al., 2020). Essa realidade nédo é diferente no Brasil. De
acordo com dados da PNS (Pesquisa Nacional de Saude), realizada pelo IBGE (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica), em 2019 a obesidade atingiu 26,8% da populacdo
brasileira. Em 2003, por exemplo, esse percentual foi de 12,2 (PNS, 2019). A COVID-19 tem
a obesidade como um de seus principais fatores de risco, sendo a obesidade fator de risco
também para outras infecgdes virais (Malavos et al., 2020). Na pandemia de HIN1 de 2009, a
obesidade foi identificada como fator de risco independente de doenca grave, internagdo e morte
(Maier et al., 2018; Fezeu, L. et al. 2011.). O estudo Fresan et al., (2021) que analisou 433.995
pacientes infectados com COVID-19 observou que os pacientes com obesidade apresentaram
risco aumentado de hospitalizacdo (risco relativo ajustado [aRR]: 2,20) e gravidade (aRR:
2,30). Gao et al., (2020) verificou que individuos com obesidade apresentaram maior gravidade
e tempo de internagéo ao serem infectados com COVID-19 (OR ajustado: 3,00 para obesidade,
OR ajustado: 1,13 para IMC). Além disso, o IMC acima de 40 kg/m2 foi avaliado como fator
de risco independente associado & mortalidade, mais comum em pacientes com menos de 50
anos (Klang et al., 2020).
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Uma possivel causa para a obesidade ser um fator de risco grave para a COVID-19 é
que a obesidade, especialmente a obesidade central, causa a expanséo do tecido adiposo visceral
(Rutkowski; Stern; Scherer, 2015; Foldi et al., 2021). Essa expansdo causa disfuncédo
metabolica, estresse do reticulo endoplasmatico, infiltracdo de células imunes, polarizacao de
macrofagos para um fendtipo pro-inflamatério, morte de células adipécitos e inflamacéo. Tudo
iss0, associado a expressdo alterada de adipocinas e citocinas causa efeitos sistémicos, tal como
a disfuncdo de o6rgdos endocrinos e metabolicos (Sudhakar et al., 2022). Ha também uma
possivel explicacdo genética para o motivo pelo qual a obesidade causa um agravamento nos
casos de COVID-19. A explicagdo vem de um estudo que analisou, através de autopsias, 0s
pulmdes de 14 pacientes com obesidade, diabetes ou hipertenséo falecidos, cujo 6bito teve
como causa a COVID19. O estudo observou que, especificamente os pulmdes dos individuos
com obesidade, apresentaram alteracdes de genes que provavelmente explicavam os 0Obitos

dessa populacdo (Santos e Silva et al., 2021).

1.6 — O municipio de Belo Horizonte e o seu cenario epidemiol6gico no periodo do estudo
O municipio de Belo Horizonte possui 2.521.564 habitantes, de acordo com a previsao

do IBGE para 2020 e é a 1° maior cidade do estado em populacédo, sendo a expectativa de vida
ao nascer de 76,3 anos e o0 IDH é de 0,81(4)



FIGURA 8 — Mapa de Belo Horizonte com divisao das 9 regionais de saide do municipio.
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O Sistema de satude publica do municipio, conta com 81% de cobertura do Programa de
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Saude da Familia para a populagdo, contando, entre 0s seus diversos servigos de saude, com

152 unidades basicas, 9 unidades de pronto atendimento em cada uma das suas regionais de
salde e no periodo de emergéncia da COVID-19 foram abertos 3 CECOVIDs (Centros de
Especializados em COVID-19), todos estes trés perfis de unidades foram criados no periodo

mais critico da pandemia para garantir acesso facilitado e priorizado para o atendimento do

paciente com sintomas da COVID-19.
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FIGURA 9 — Resumo gréafico da rede assistencial de satde de Belo Horizonte.
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A fim de aprimorar a resposta ao combate a pandemia da COVID-19 a Secretaria
Municipal da Satde de Belo Horizonte, com o apoio técnico da FIOCRUZ Minas/Instituto Rene
Rachou e a parceria da Fundagdo Ezequiel Dias (FUNED) estruturou e iniciou o funcionamento
do seu laboratorio de biologia molecular préprio, em junho/2020, capaz de realizar o
diagndstico molecular da COVID-19, para todas as amostras coletadas nos servigcos de saude
publicos municipais, sendo que a partir da evolucdo da pandemia e do cenério epidemioldgico,
com 0 aumento no numero de casos e mortes, associados a necessidade de acompanhar a
dindmica e interferéncia do surgimento de novas variantes neste contexto, houve a necessidade
de organizar um processo de vigilancia genémica no municipio com intuito de monitorar o
perfil de variantes circulantes a partir de dezembro de 2020. Neste contexto e buscando
celeridade de resposta e custos viaveis buscamos uma metodologia de genotipagem de variantes
do SARS-CoV-2 que fossem mais rapidas e baratas que a genotipagem das amostras do
municipio em parceria com a FIOCRUZ Minas/Instituto René Rachou e com a Universidade
Federal de Minas Gerais.

Na retaguarda hospitalar, 0 municipio conta com 2 hospitais proprios e 22 hospitais
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contratualizados (filantropicos, estaduais, federais e particulares), com um total atual de 6495
leitos SUS, que foram ampliados significativamente desde o inicio da pandemia até o periodo
deste estudo, para garantir a adequada assisténcia a populacéo, sendo que o Hospital Municipal
Doutor Ceélio de Castro, um dos hospitais proprios, com 460 leitos, foi convertido ao
atendimento 100% COVID-19,

Belo Horizonte teve o seu primeiro caso confirmado de infeccéo pelo SARS CoV-2 em
16/03/2020, sendo o primeiro registro de morte pela doenca em 30/03/2023. Até 31/12/2020,
39 semanas ap6s, 0 municipio de Belo Horizonte registrava 1877 casos de morte confirmados
para COVID, destacando-se que em 31/12/2020 a taxa de ocupacéo de leitos de de CTI para
COVID-19 era de 66,1%. A partir da entrada da variante Gama no municipio, na 12 semana
epidemioldgica do ano, conforme sera detalhado posteriormente, até o a semana epidemiolégica
11/2021, quando ocorre o pico de casos e de mortalidade da doengca no municipio, observou-se
mortalidade acumulada de 2.902 (54,6% de ampliagdo da mortalidade em 9 semanas), sendo
que a taxa de ocupacao de leitos de CTI COVID-19 subiu para 98%, segundo os dados dos
boletins epidemioldgicos do municipio, evidenciando a significativa piora do panorama
epidemiolégico da doenca num curto prazo de tempo.

O inicio da vacinagao no Brasil coincidiu com a entrada e expanséo da variante Gama,
bem como, com as mudangas na estrutura populacional infectada pela COVID-19, por idade do
Brasil ao longo de todo o primeiro semestre de 2021 (Castro et al. 2021). O inicio da imuniza¢do
para COVID-19 no municipio se deu em 19 de janeiro de 2021 quando Belo Horizonte recebeu
128.388 mil doses da vacina. O primeiro grupo vacinado na capital foi o de profissionais de
salde que atuavam nos hospitais da rede publica, filantropica e privada, além dos trabalhadores
das nove Unidades de Pronto-Atendimento e do Servico de Atendimento Movel de Urgéncia
(SAMU), seguida pelo inicio da populacao idosa, sendo que até o final do periodo deste estudo,
31/04/2021, o municipio estava iniciando a vacinagdo da 22 dose da vacina na populacdo de 68
anos.

Além do impacto da vacinagdo, devemos ainda levar em consideracdo 0S recursos
disponiveis para a assisténcia a saude. Desde a fase inicial da pandemia de COVID-19, os
investimentos para evitar um colapso generalizado do sistema Unico de saude do Brasil
resultaram em maior disponibilidade de equipamentos como ventiladores e leitos de unidade de
terapia intensiva (UTI), bem como profissionais de saude treinados, mas com consideravel
diferengas geogréficas (Albuquerque, Ribeiro, 2021; Rocha et al. , 2021). No contexto mais
amplo de subfinanciamento do sistema Unico de saude do Brasil antes da pandemia (Castro et

al 2019) e disparidades nos recursos de saude entre e dentro dos estados dentro dos Estados e
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Municipios.

Estudo conduzido por Brizzi, Whittaker, Servo et al. 2022 que desenvolveu um modelo
bayesiano de fatalidade multi-estirpe para separar os efeitos de desigualdades especificas de
localizacdo, pressdes de saude pandémicas e gravidade da doenca causada pela variante Gama
nas taxas flutuantes de fatalidade intrahospitalar por COVID-19, a0 mesmo tempo em que
contabilizou a perda acumulada substancial de vidas e distribuicdo de vacinas com prioridade
para a idade em 14 capitais brasileiras, propds que o aumento acentuado nas taxas de
mortalidade intra-hospitalar por COVID-19 é melhor explicado por mudancas nas pressées dos
cuidados de satde do que por um efeito direto do Gama nas taxas de mortalidade em pacientes
hospitalizados, sendo que em relagdo a Belo Horizonte, as taxas de mortalidade mais baixas
foram estimadas 1,95 vezes (intervalo de credibilidade de 95% (Crl): 1,11-3,25) mais altas em
todas as outras capitais, um efeito de localizacdo consistente em todas as faixas etarias. Este
trabalho, evidencia que nos momentos de pico, as pressGes pandémicas de salde medidas pelos
indices propostos foram associadas a um efeito multiplicativo de 2,33 vezes (95% Crl: 1,39—
4,27) nas 14 cidades, e essa contribuicdo foi mais forte em locais que ja tiveram altas taxas de
mortalidade intra-hospitalar no inicio do estudo. Utilizando ainda simula¢des contrafactuais
adicionais, avaliaram quantas mortes hospitalares poderiam ter sido evitadas na auséncia de
desigualdades regionais e limitagdes de recursos pandémicos e as menores taxas de mortalidade
hospitalar observadas foram encontradas em Belo Horizonte, 18%. O estudo sugere que as
mortes intra-hospitalares no Brasil, baseado nos dados positivos de Belo Horizonte,
considerando os modelos utilizados no estudo, poderiam ter sido reduzidas em cerca de 57,1%
(95% Crl: 54,3-59,9%) nas 14 capitais (Tabela 1).
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TABELA 1 - Flutuagdes temporais na taxa de mortalidade hospitalar atribuivel 8 COVID-19 e
mortes evitaveis atribuiiveis a COVID-19 em hospitais.

FlutuagGes temporais na taxa de mortalidade hospitalar atribuivel 28 COVID-19 e mortes evitaveis atribuiveis 8 COVID-19 em hospitais

COVID-19 atribuivel
internagdes hospitalares em
residentes néo vacinados

Localizagao periodo de observacao Taxa de fatalidade intra-hospitalar (HFR) Estimativas de mortes evitdveis por COVID-19 em

semanal padronizada por idade por COVID-19 hospitais

Total Mortes. Mais baixo Altissima  aumento dedobrax ~ Assumindo o Assumindo o mais baixo
(%)b (%)b menor HFR em cada HFR em todas as 14
cidade (%)« cidades (%)«

Belo Horizonte  06/04/20-26/07/21  42.113 7.692 7.7 12.7 1,64 29,1 (24,6-33,7) 29,1 (24,6-33,7)
curitiba 02/03/20-26/07/21 33.015 7.535 8.1 18.1 2.23 39,6 (34,2-44,7) 47,3 (43,9-50,8)
Florianépolis 09/03/20-26/07/21 4.032 893 7.8 171 2.20 22,9(12,5-32,6) 44,5 (40,9-48,1)
Goidnia 16/03/20-26/07/21 20.044 6.246 11.6 25.9 2.23 44,7 (39,0-50,0) 61,2 (58,6-63,7)
Jodo Pessoa 09/03/20-26/07/21 10.552 3.636 15.3 29,7 1,94 18,8(13,0-25,1) 65,9 (63,7-68,1)
Macapa 30/03/20-26/07/21 3.169 1.011 11,0 41,5 3,78 41,6 (30,5-51,8) 68,4 (66,2-70,6)
Manaus 24/02/20-26/07/21 26.260 10.168 16.4 33.4 2.04 39,3 (35,9-42,3) 70,9 (69-72,9)
Natal 16/03/20-26/07/21 9.344 3.512 11.4 329 2.87 35,4 (30,2-40,5) 66,9 (64,8-69)
Porto Alegre 02/03/20-26/07/21 16.106 5.266 8.6 27.1 3.16 41,8(37,7-45,7) 59,6 (57,1-62,3)
porto velho 30/03/20-26/07/21 6.795 2.473 11.5 322 2.79 39,1(32,2-45,5) 70,3 (68,3-72,4)
Rio de Janeiro 16/03/20-26/07/21 73.139 28.053 19.2 26,0 1.35 10,2(8,5-11,9) 66,9 (64,8-69)
salvador 16/03/20-26/07/21 26.964 8.509 9.7 26.9 2.76 20,8(16,2-25,2) 61,3 (58,8-63,9)
sao luis 24/02/20-26/07/21 8.545 2.547 8.2 26,5 3.25 35,7 (28,4-42,4) 60,5 (57,9-63,1)
S&o Paulo 20/01/20-26/07/21 182.288 42.769 8.8 19.8 2.24 36,2 (33,9%--38,4) 50,1(46,9-53,4)
Todas as 14 cidades 20/01/20-26/07/21 462.366 130317 29,8 (28,7-30,9) 57,1(54,3-59,9)

As taxas de mortalidade mais baixas foram calculadas no periodo anterior a primeira detecgdo de Gamma em cada
local, e as taxas de mortalidade mais altas foram calculadas incluindo o tempo apés a primeira detec¢do de Gamma.
As taxas de letalidade mais baixas no periodo anterior & primeira deteccdo do Gama concordaram com as
observadas em todo o periodo do estudo para todas as cidades, exceto Belo Horizonte. FONTE: adaptado de
Brizzi, Whittaker, Servo et al. 2022

Certamente, ndo é simples generalizar os efeitos dos indices de pressao de saude para
outros paises e em diferentes ondas temporais da pandemia e devemos considerar ainda o bem
estudado conceito de resiliéncia do sistema de satde (Haldane V. et al. 2021). No entanto, 0s
resultados destacam que indices estabelecidos, como o Global Health Security Index (Baum, F.
et al. 2021) séo inadequados para medir com seguranca a resiliéncia dos cuidados de saude.
Resultados semelhantes ao que apresentamos no trabalho do Imperial College foram
encontrados na Grécia, em Israel e nos Estados Unidos (Lytras, Tsiodras, 2021; Kadri et al.
2021; Rossman et al. 2021).

Em relagdo a dindmica de novos casos, desde o inicio de casos na cidade até o final do
periodo deste estudo 31/04/2021, pdde-se observar 2 picos (“ondas”) de notificagcdes de casos
de COVID-19 e de casos de Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG) notificados, cujo
topo do numero de casos coincidem com as semanas epidemioldgicas 28/2020 (“primeira
onda”) e 11/2021 (“segunda onda”). Este segundo momento da doenca no municipio, se
extende por cerca de todo o primeiro quadrimestre de 2021 e se caracteriza a por 2 momentos

de queda ndo sustentada do namero de casos (grafico 1).
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GRAFICO 1: Notificagdes de COVID-19 segundo data de inicio dos sintomas e unidade de

interngdo, residentes em Belo Horizonte, 2020-2021
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Cada uma das 2 “ondas” tem caracteristicas especificas, sendo que hd um grande destaque para

a gravidade dos casos e o0 crescimento de casos de SRAG, no primeiro quadrimestre 2021,

caracterizada pela extrema sobrecarga da rede de salude municipal (publica e privada),

evidenciada pelo esgotamento de leitos de CTI, que atingiu 100% das taxas de ocupagdo no

més de margo/2021, a despeito da ampliacdo significativa do nimero de leitos (SMSA/BH,

novembro 2021) que ocorreu ao longo daquele més, destacando-se ainda 0 maior periodo de

mortalidade no municipio, trazendo o questionamento de qual poderia ser o0 motivo da mudanga

de perfil epidemioldgico desta 22 onda (grafico 2).
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GRAFICO 2 — Numero de internacdes e de 6bitos confirmados para COVID-19, segundo data
de ocorréncia e de encerramento, residentes em Belo Horizonte, 2020-2021.
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Internados e Obitos

FONTE: SIM e SAO4R.

O perfil epidemiolégico observado no municipio teve consonancia ainda com a grande
maioria das cidades brasileiras e de forma sincrona com os dados epidemiol6gicos mundiais,
desde 0 més de dezembro/2020, quando ja se identificavam novas variantes virais do SARS
CoV-2, notadamente a variante gama, circulando de forma global e com indicios de mutagcfes
que poderiam ser potencialmente mais transmissiveis e graves e que poderiam explicar tal
mudanga de padrao.

Desta forma, compreendendo a abrupta mudanca do cenario epidemioldgico da
pandemia da COVID-19 no municipio de Belo Horizonte, a necessidade de estabelecer a
etiologia desta mudanca e ainda a entrada de uma nova variante do SARS-CoV-2 seria capaz
de explica-la, buscamos correlacionar a nova variante gama a ampliacdo de casos notificados e
obitos. Para verificar tal hipotese realizamos ensaios de diagnostico molecular do SARS-CoV-
2 e genotipagem das amostras positivas, correlacionando tais dados aos desfechos de internagéo
e morte com os individuos infectados pela nova variante gama a fim buscar tal
resposta. Metodologia, resultados, discussdo e conclusfes serdo apresentados e detalhados a

sequir.

2 - OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Avaliar a correlagéo entre o surgimento e entrada de novas variantes do SARS CoV-2 no

municipio de Belo Horizonte, de janeiro a abril de 2021 e o aumento significativo do nimero
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de casos e da gravidade da doengca no municipio.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 - Analisar a prevaléncia dos genotipos de SARS CoV-2 dentro da coorte estudada, entre
janeiro e abril/2021, no municipio de Belo Horizonte.

2.2.2 - Analisar o perfil clinico de gravidade da COVID-19 e os desfechos de saude, entre

janeiro e abril/2021, dentro da coorte estudada.

2.2.3 — Correlacionar gendtipos encontrados com os perfis de desfechos de salde.

3. METODOLOGIA

3.1 Tipo e periodo do estudo
Trata-se de um estudo epidemioldgico observacional analitico e retrospectivo que

analisou 388 amostras positivas para SARS-CoV-2, processadas no Laboratorio de Biologia
Molecular préprio da Secretaria Municipal de Belo Horizonte, no periodo de 4 de janeiro
(semana epidemioldgica 1) a 27 de abril de 2021 (semana epidemioldgica 17), referentes a casos
de COVID-19 diagnosticados no municipio e relatados no Sistema Nacional de Informacéo
sobre Vigilancia Epidemioldgica da Gripe (SIVEP-Gripe) do Ministério da Saude do Brasil e

que foram genotipadas para definicdo de gendtipo viral.

3.2 Selecdo de amostras e defini¢do de critérios para genotipagem
As 388 amostras clinicas foram coletadas de municipes e trabalhadores de salde do

municipio de Belo Horizonte, sintomaticos, que realizaram a coleta do espécime clinico (swab
nasofarigeo), nas 9 Unidades de Pronto Atendimento (UPAs) do municipio, alem dos 8 pontos
de coleta regionais abertos exclusivamente para coleta de exames para COVID-19 dos casos
sintomaticos suspeitos de Centros de salude, com abrangéncia das 9 regionais administrativas
do municipio. Tais amostras foram encaminhadas para o laboratério de biologia molecular de
Belo Horizonte para deteccdo molecular de SARS-CoV-2 por RT-gPCR. Foram assim
selecionadas as amostras positivas para COVID-19, com ct<=30 (Figura 10).

A deteccdo molecular do SARS-Cov-2 foi realizada por RT-gPCR, Utilizando o kit
comercial Allplex™ SARS-CoV-2 Assay (Seegene). Os critérios para sele¢cdo das amostras

para genotipagem foram: 1) Ct </= 30 para os trés alvos virais (Gene E, Gene S e Gene N); 2)
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amostras que contemplem da SE 1 até a SE 17 e 3) amostras que contemplem as 9 regionais do
municipio (UPA’s e unidades de coleta distrital).
Dentre as 388 amostras positivas para SARS-CoV-2, selecionadas dentro dos critérios

propostos, 57 ndo puderam ser sequenciadas por questdes de qualidade da amostra

FIGURA 10 - Estratégia de fluxo de trabalho para avaliacdo gen6mica das variantes
do SARS-CoV-2em Belo Horizonte.
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Foram selecionadas 388 amostras positivas para SRA-CoV-2 com Ct < 30 foram obtidas das 9 Regionais
de Saude. As amostras foram triadas para mutacdes especificas no gene Spike através de PCR-
genotyping (K417T, E484K e N501Y). Aquelas com mutacBes em cada posi¢do sdo marcadas com o
simbolo de verificacdo verde. Amostras que apresentaram perfil mutacional diferente sdo marcadas com
o simbolo de interrogacdo vermelho. A descri¢cdo das 331 amostras validas (descartadas amostras para
as quais nao foi possivel genotipar ou sequenciar por motivos de qualidade da amostra), data de coleta,
unidade de origem e resultado da genotipagem estéo incluidas na Tabela Complementar S1. FONTE:
Elaborado pelo autor.

3.3 Avaliacéo do genotipo viral

3.3.1 Sintese de cDNA e ensaio de genotipagem de rhAmp
As amostras foram genotipadas utilizando cartilhas e sondas especificas para detectar

mutacOes de variantes definidoras (Figura 10). Sintetizamos o cDNA utilizando o Kit de
Transcrigdo Reversa de Alta Capacidade de cDNA (Thermo Fisher Scientific) de acordo com
as instrucoes do fabricante. O cDNA foi usado como entrada em uma reacdo RT-gPCR usando

a tecnologia rhAmp SNP Genotyping System (Integrated DNA Technology-IDT, San Diego,
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CA, EUA) como descrito anteriormente (Geddes et al., 2021). A concentracdo de cada solucéo
e 0 volume final usado para cada reagéo de genotipagem foi: rhAmp Genotyping Master Mix
(1X), rhAmp Reporter Mix (1,12X), e Specific SNP Primer (1,5X) em um volume final de 10
uL. As condices de ciclo foram 95 C para 10 min ¢ 60 ciclos com 95 °C para 15 s, 57 °C para
1 min e 68 °C para 30 s. Avaliamos as mutagdes K417T (A22812C), E484K (G23012A) ¢
N501Y (A23063T). As amostras foram classificadas como indicado na Figura 10. As amostras
com perfis de mutacdo diferentes das variantes esperadas foram denominadas "outras"

e sequenciadas.

3.3.2- Preparacdo da Biblioteca e Sequenciamento de Genoma

O sequenciamento foi realizado utilizando duas tecnologias diferentes, Illumina
(lllumina, San Diego, CA, EUA) e lonTorrent (ThermoFisher Scientific, San Francisco, CA,
EUA), totalizando 331 genomas. Desse grupo, 24 amostras foram classificadas com o método
de genotipagem como "outras" linhagens e foram selecionadas para seqtienciamento. (Figura
10).

As bibliotecas de sequenciamento foram preparadas usando o kit QIAseq FX DNA
Library Prep (QIAGEN, Germantown, MD, EUA) e sequenciadas na plataforma Illlumina
MiSeq (Illumina, San Diego, CA, EUA) com cartuchos v3 (600 ciclos), seguindo todas as
instrucdes do fabricante. Foram utilizados controles negativos em cada etapa de processamento
de amostras (sintese de cDNA, amplificacdo do genoma viral, e preparagdo da biblioteca). Os
libraries lonTorrent foram preparados usando o painel lon AmpliSeq SARS-CoV-2
(ThermoFisher Scientific, Sdo Francisco, CA, EUA) e sequenciados na plataforma lon Torrent
PGM com um kit de 314 chips (ThermoFisher Scientific, Sdo Francisco, CA, EUA) de acordo
com as recomendacOes do fabricante. Foram utilizados trés controles negativos em todas as
etapas de processamento de amostras (sintese de cDNA, amplificagdo do genoma viral e

preparacgéo da biblioteca em cada lote).

3.3.3 - Montagem do Genoma do SARS CoV-2 e Classifica¢do da Linhagem

Os dados de sequienciamento foram processados seguindo um pipeline previamente
descrito (Moreira, D'arc, Mariani, et al., 2021). Em resumo, as leituras brutas foram filtradas
com fastp v0.20.1 (Chen S., Zhou Y., Chen Y., GU J., 2018) para remover leituras curtas e de

baixa qualidade (Phred score < 30) e sequiéncias de adaptacdo. As leituras restantes foram
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alinhadas contra o genoma de referéncia da SARS- CoV-2 (NC_045512.2) com Bowtie2 v2.4.2
(Langmea B., Salzberg, S, 2012). Os arquivos de mapeamento foram entdo indexados e
classificados com SAMtools v1.12 e BCFtools v2.30.0 (Li H, Handsaker B, Wysoker A, et al.
2009) e foram usados para inferir as seqiiéncias de genoma de consenso. Finalmente, BEDtools
[Quinlan AR, Hall IM., 2010;) foi utilizado para mascarar locais de baixa profundidade (<10 x
cobertura). As sequéncias com menos de 70% de cobertura do genoma foram removidas da
analise a jusante. As seqliéncias de consenso geradas no estudo foram classificadas usando a
ferramenta Pangolin v.3.1.14 e a aplicacdo web NextClade v.1.7.0 (Hadfild J, Megill C, Bell
SM, et al, 2018). As mutacdes associadas a possiveis novas linhagens foram verificadas
manualmente nos dados de seqlienciamento em bruto. Todas as seqiiéncias de consenso foram
depositadas no banco de dados do GISAID EpiCOV.

3.4 Critérios clinicos para a qualificacdo de amostras e dados epidemioldgicos

As amostras foram qualificadas com as condicdes preexistentes de risco: comorbidades,
idade e sexo, a partir dos dados reportados no Sistema Nacional de Informacao sobre Vigilancia
Epidemioldgica da Gripe (SIVEP-Gripe), respeitando as leis de protecdo ao paciente.

Os casos COVID-19, mortes e dados de vacinagdo foram obtidos em bancos de dados
publicos https:// coronavirus.saude.mg.gov.br/dadosabertos, SIM — Sistema de informacéo de
mortalidade e https://saude.gov.br (Data de acesso: 15 de julho de 2022).

Os dados de qualificacdo inicial da internacdo (CTI ou enfermaria), tempo de internagao
foram analisados pelo Sistema de Internacdo hospitalar do Municipio de Belo Horizonte

(Sistema SA04) e pelos dados do sistema nacional de Internacdo Hospitalar (SIH).

4. RESULTADOS
4.1 Caracterizacao geral da amostra
Considerando-se a caraterizacdo geral das amostras genotipadas, no periodo do estudo,

observa-se que das 331 amostras genotipadas de SARS-CoV-2, a mediana de idade dos
pacientes é de 57 anos, com predominio de mulheres (57%).

Quanto a origem das amostras observou-se que 55% foram oriundas de Unidades
primarias de satde, 2% vieram de Institui¢cfes de Longa Permanéncia para Idosos (ILPI) e 43%
de pacientes atendidos em unidades de urgéncia e emergéncia, que apresentavam quadros de
maior gravidade, haja visto que neste grupo observam-se 83,9% de casos internados contra
22,7% dos pacientes oriundos das unidades primérias.
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FIGURA 11 — Distribuicéo das amostras por tipificacdo do servigo de origem e por localizacdo

do paciente na rede assitencial.
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FONTE: Elaborado pelo autor.

Do total de individuos, 257 apresentavam uma ou mais comorbidades associadas no
momento do diagnostico da COVID-19, sendo que as comorbidades mais comuns foram
(FIGURA 12): idade acima de 60 anos (154 individuos), cardiopatia (129 individuos) e diabetes
(76 individuos).
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FIGURA 12 — Frequencia das comorbidades relatadas (que podem se sobrepor).
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FONTE: Elaborado pelo autor.

Em relacdo ao estado vacinal dos individuos do estudo, evidencia-se 23 individuos
vacinados (11 CORONAVAC, 11 ASTRAZENECA e 1 PFIZER), dos quais apenas 5 tiveram
a 2° dose da vacina até o final do estudo, podendo supor que ha pouco ou nenhum impacto da
vacinagdo na apresentacdo clinica, nos desfechos clinicos e mortalidade em nossa amostra.

Em relacdo ao panorama geral de gravidade e necessidade de internagéo, 163 pacientes
necessitaram de internacdo em funcéo de Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG), destes
131 tiveram internacdo inicial em leito de enfermaria e 32 em leito de CTI, sendo a média total
de dias de internacdo de 11,07 dias (intervalo de 1 a 47 dias). A mortalidade total deste grupo,
avaliada no Sistema de Informacéo de Mortalidade (SIM), foi de até 90 dias apds o fim do

estudo e considerando a causa da morte como COVID-19, identificou-se 57 ébitos.
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FIGURA 13 — Frequéncia e percentuais dos elementos de gravidade.
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FONTE: Elaborado pelo autor.

O registro do primeiro caso diagnosticado de variante Gama no municipio de Belo
Horizonte ocorreu na primeira semana epidemioldgica de 2021 (08/01/2021), com significativa
ampliacdo da sua presenca até o final do estudo, com a observacao de 100% da presenca da
variante Gama nas amostras genetipadas nesta Gltima semana do estudo, que foi, de forma
rapida, substituindo as demais variantes, sobretudo a variante Zeta, que vinha predominando
no periodo anterior. As solicitacdes e coletas de exames nos pontos de coleta descritos foi
diminuida na semana 6/2021, pois esta foi a semana do carnaval, com reducdo de escalas e

menor busca aos servigos de salde.
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GRAFICO 3 - Genotipagem de amostras por semana epidemioldgica.
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FONTE: Elaborado pelo autor.

4.2 - Modelo de regresséo logistica
Para avaliar as hipoteses de interferéncia da presenca ou ndo da variante gama definindo

maior gravidade da doenca, foram consideradas duas variaveis respostas:
e Internacdo — se o paciente foi internado (sim ou n&o).
e Obito — se o paciente foi a 6bito (sim ou n&o).
Destacam-se ainda algumas defeni¢fes importantes:
>  VARIAVEL EXPLICATIVA: Variavel que podera ter influéncia
>  VARIAVEL SIGNIFICATIVA: Variavel estatisticamente significativa (P<0,005) e que
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representara fator de risco relevante no estudo.
» VARIAVEL RESPOSTA: E a variavel que foi influenciada pelas demais, a variavel de

desfecho, neste trabalho as variaveis resposta sdo: Internacio e Obito.
> VARIAVEL DE CONFUNDIMENTO: S&o variaveis que apresentam influéncia na
variavel resposta, entretanto essa influéncia ndo é direta, uma vez que ela ndo é uma

variavel significativa, porém altera a estimativa das demais variaveis.

Foram consideradas 19 varidveis explicativas, conforme apresentado no quadro 1.

TABELA 2 - Lista de variaveis explicativas (perfil dos pacientes)

Variavel Nivel Comentarios
Idade do paciente ao entrar no
Idade )
sistema
Sexo 1 — Masculino; 0 — Feminino
) ) 3 O paciente possuia pelo menos
Comorbidades 1 - Sim; 0 — Néao ) )
um tipo de comorbidade
Gestante 1 - Sim; 0 — Néo O paciente estava gestante
Idoso 1 - Sim; 0 — Nao O paciente era idoso
Cardiopatia 1 - Sim; 0 — Nao O paciente era cardiopatia
. _ O paciente possuia doenca
Doenca Hematologica 1-Sim; 0 - N&o o
hematoldgica
. ) 3 O paciente possuia doenca
Doenca Hepatica 1 - Sim; 0 — Nao .
hepatica
Asma 1-Sim; 0 - Né&o O paciente possuia asma
Diabetes 1 - Sim; 0 — Nao O paciente possuia diabetes
o _ ) O paciente possuia doenca
Doenca Neuroldgica 1-Sim; 0 — Néao .
neurologica
) ) y @) paciente possuia
Pneumopatia 1 - Sim; 0 — Nao )
pneumopatia
_ @) paciente possuia
Imunodepressao 1-Sim; 0 — Néo . 3
imunodepressado
Doenca Renal 1 - Sim; 0 — Nao O paciente possuia doenca renal
Obesidade 1 - Sim; 0 — Nao O paciente possuia obesidade
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O paciente possuia alguma
Outras Comorbidades 1-Sim; 0—-Na&o comorbidade nao listada

anteriormente

Numero de Comorbidades

O  paciente  apresentava

SRAG 1-Sim; 0—-Na&o
sintomas de SRAG

Genotipagem do
: 1 - Gama; 0 — Outros
Coronavirus

FONTE: Elaborado pelo autor.

Para avaliar a associacdo entre as varidveis explicativas e a internacdo/obito foi
construido um modelo de regressao logistica, em que se propds avaliar a relagdo entre a infeccao
pela variante gama ou por outras variantes do SARS-CoV-2 e sua interferéncia na internagéo
(tabelas 2 a 7) e na mortalidade (Tabelas 8 a 13), seguindo os trés passos seguintes para 0s

individuos com variante gama e com as demais variantes do SARS-CoV-2.

FIGURA 14 - Etapas da regressdo logistica

REGRESSAO LOGISTICA

* |nicialmente foi realizado o * As variaveis selecionadas » O modelo foi construido inserindo todas a varidveis
teste qui-quadrado entre a foram testadas quanto a selecionadas nas etapas anteriores, sendo que as
variavel resposta e as variaveis colinearidade, incluindo varidveis menos significativas (de acordo com a
explicativas. E todas as analise de multi- estatistica de Wald) foram removidas e a anélise de

variaveis com um valor de p < colinearidade para regressido logistica foi repetida. Este processo foi
0,25 foram incorporadas ao

modelo (Hosmer e
Lemeshow, 2000).

assegurar um fator de repetido, o modeleo ajustade comparado com anterior
inflacdo de variancia média por meio do teste de razdo de verossimilhancga, para
(VIF) <10 antes de ser verificar o confundimento. Nos casos em que houve
utilizado nos modelos uma alteracdo nas estimativas dos parametros de
mais de 309, a variavel removida foi considerada um

fator de confusdo e novamente incluida no modelo.

FONTE: Elaborado pelo autor.

ETAPA 1 - Teste qui-quadrado



50

TABELA 3 - Teste qui quadrado - Relagdo entre a internacdo, mortalidade e as variaveis
explicativas de pacientes com variante gama e outras variantes do SARS-CoV-2

INTERNACAO MORTALIDADE
OUTRAS VARIANTES OUTRAS VARIANTES
Variavel Nivel valor-p valor-p valor-p valor-p
11 a 20 anos
21 a 30 anos
31 a 40 anos
41 a 50 anos
Faixa Etaria 51 a 60 anos 0,0027 <0,0001 <0,0001 0,0001
61 a 70 anos
71 a 80 anos
81 a 90 anos
91 a 100 anos
Sexo Feminino 0,3521 0,9597 0,2234 0,9999
Masculino
Comorbidades 2;2 0,0071 <0,0001 0,0012 0,0588
Nao
Gestante Sim 0,4728 0,1062 0,9999 0,9221
Néo
Idoso Sim <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0056
L Né&o
Cardiopatia Sim 0,0024 0,0659 0,0203 0,1738
Doenca. Nédo 0,9999 04371 0,9999 0,6585
Hematoldgica -
Sim
- Né&o
Doenca Hepatica Sim 0,9959 0,9999 0,9999 0,9999
Néo
Asma Sim 0,1323 0,4371 0,9999 0,6585
. Néo
Diabetes Sim 0,0054 0,0792 0,0744 0,1233
- Néo
Doenca Neuroldgica 0,9999 0,2122 0,0046 0,072
Sim
. Né&o
Pneumopatia Sim 0,1011 0,4506 0,7242 0,0262
x Né&o
Imunodepressao Sim 0,1317 0,4323 0,9999 0,9999
Doenca Renal 2;:: 0,9999 0,054 0,351 0
. Néo
Obesidade Sim 0,0004 0,4506 0,0167 0,1657
Outras Ndo 0,9999 0,9999 0,0999 0,6585
Comorbidades -
Sim
0
1
Numero de 2
Comorbidades 3 0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
4
6
Né&o
SRAG Sim <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

FONTE: Elaborado pelo autor.

Na tabela 2 é apresentado a relacdo entre a internacdo, mortalidade e as variaveis
explicativas para 0s pacientes com a variante gama e as outras variantes do SARS-CoV-2. As

variaveis significativas (valor-p<0,05) estdo destacadas em negrito. Elas indicam quais séo 0s
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fatores de risco para o paciente ser internado ou morrer, quando infectado pela variante gama
ou por outras variantes do SARS-CoV-2. Além destas variaveis também foram inclusas no
modelo inicial as variaveis com valor-p<0,25. Assim, 0 modelo inicial testado todas as variaveis
explicativas com valor-p<0,25. Observa-se ainda que as variaveis faixa etaria, comorbidades,
idoso, numero de comorbidades e SRAG, foram significativas em todas as relagGes.

Para testar todas as variaveis significativas quanto a colinearidade, foi aplicado o Fator
de Inflacdo de Variancia (VIF).

ETAPA 2 — Analise de colinearidade

TABELA 4 - Analise de colinearidade - Fator de inflacdo de variancia média (VIF) para o

modelo logistico para internacdo de pacientes com a variante gama

INTERNACﬂO MORTALIDADE
OUTRAS VARIANTES OUTRAS VARIANTES
Variavel VIF VIF
1,3992
35,21 2,1261
Comorbidades 19,1 1
3,93 2,9924
Cardiopatia 13,89 3,2615
Diabetes 8,16 3,3622
Obesidade
Numero de
Comorbidades 91 10,9455
14,68 1,0617
Gestante 1,39
Pneumopatia
Doenca renal 14,48
Doenca neurolégica 3,7 1
Imunodepressao

FONTE: Elaborado pelo autor.

Na tabela 4 é apresentado o Fator de Inflacdo de Variancia Média (VIF) para cada variavel do
modelo. As variaveis que apresentam um VIF alto ou muito alto, indicam que apresentam
multicolinearidade com uma ou mais variaveis, ou seja elas sdo combinagdes de outras
variaveis. Assim, estas variaveis foram excluidas do modelo

Na sequéncia sdo propostos os modelos finais para cada um dos eventos:
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FIGURA 15 - Organogramas de risco de internacéo e 6bito

Risco de internagéo Risco de 6bito

EM INDIVIDUOS INFECTADOS POR
OUTRAS VARINATES DO SARS-CoV-2
(TABELA 6)

EM INDIVIDUOS INFECTADOS POR
OUTRAS VARINATES DO SARS-CoV-2
(TABELA 4)

EM INDIVIDUOS INFECTADOS PELA EM INDIVIDUOS INFECTADOS PELA

VARIANTE GAMA (TABELA 3) VARIANTE GAMA (TABELA 5)

FONTE: Elaborado pelo autor.

Na tabela 5 s&o apresentadas as estimativas do modelo logistico final para internagéo de
pacientes com variante gama, pelo teste de Hosmer & Lemeshow (valor-p>0,05). Observa-se
um bom ajuste do modelo, indicado pelo valor-p= 0,3474 (valor-p>0,05). No modelo €
verificado a presenca de duas variaveis de confundimento: Asma e pneumopatia (valor-p>0,05),
que sdo variaveis que apresentam influéncia para internagdo de pacientes com COVID-19,
entretanto essa influéncia ndo é direta. Também se observa que a idade esta associada a
internacdo dos pacientes (valor-p<0,05) e a cada aumento de 10 anos na idade do paciente com
a variante gama, observa-se aumento de 4,39% na chance de interna¢do. Ja a presenca da
obesidade, no paciente com a variante gama, contribui com um aumento de 701,12% na

internacdo.

TABELA 5 - Estimativas do modelo logistico para internacdo de pacientes com a variante

gama

Variaveis Estimativa Valor-p Chance IC 95%
LI LS

Intercepto -2,61 <0,0001 0,0738 0,0199 0,2467
Idade 0,04 0,0001 1,0439 1,0231 1,0669
Obesidade (Sim) 2,08 0,0013 8,0112 2,5382 34,2414
Asma (Sim) 15,89 0,9870
Pneumopatia (Sim) -1,27 0,1316
Teste de ajuste de Hosmer & Lemeshow valor-p=0,3474

FONTE: Elaborado pelo autor.

Na tabela 6 é apresentado as estimativas do modelo logistico final para internacdo de
pacientes com outras variantes, pelo teste de Hosmer & Lemeshow (valor-p>0,05) é observado
um bom ajuste do modelo, indicado pelo valor-p = 0,9849 (valor-p>0,05). No modelo é

verificado observado que ser idoso, nos pacientes com outras variaveis, aumenta em 235,16%
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a chance de internacdo. J& a cada aumento do nimero de comorbidades, para pacientes com

outras variaveis, contribui com um aumento de 111,19% na internag&o.

TABELA 6 - Estimativas do modelo logistico para internacdo de pacientes com outras
variantes do SARS-CoV-2.

Variaveis Estimativa  Valor-p  Chance IC 95%

LI LS
Intercepto -1,5491 0,0000 0,2124 0,1048 0,4009
Idoso (Sim) 1,2094 0,0139  3,3516 1,2874 8,9732
NUmero de comorbidades 0,7476 0,0014 2,1119 1,3599 3,4263
Teste de ajuste de Hosmer & Lemeshow valor-p= 0,9849

FONTE: Elaborado pelo autor.

Na tabela 7 é apresentado as estimativas do modelo logistico final para ébitos de
paciente com a variante gama, pelo teste de Hosmer & Lemeshow (valor-p>0,05) é observado
um bom ajuste do modelo, indicado pelo valor-p = 0,4326 (valor-p>0,05). No modelo é
verificado a presenca uma variavel de confundimento: obesidade (valor-p>0,05), indicando que
apresenta influéncia para 6bitos de pacientes com COVID19, entretanto essa influéncia nao é
direta. O modelo tem trés variaveis significativas (valor-p<0,05): idade, SRAG e Sexo. A idade
esta associada aos Obitos positivamente, a cada aumento de 10 anos na idade do paciente com
a variante gama, observa-se um aumento de 6,09% na chance de 6bito. Os pacientes com a
variante gama, seguidas de quadro de SRAG tem um aumento de 897,67% nos 6bitos e ser do
sexo masculino, infectado pela variante gama, aumenta a chance de 6bito em 173,83%

TABELA 7 - Estimativas do modelo logistico para ébito de pacientes com a variante gama

Variaveis Estimativa  Valor-p Chance IC 95%

LI LS
Intercepto -7,4822 0,0000 0,0006 0,0000 0,0066
Idade 0,0591 0,0007 1,0609 1,0274 1,1004
SRAG (Sim) 2,3002 0,0004 9,9767 3,1755 44,3588
Sexo (Masculino) 1,0073 0,0307 2,7383 1,1281 7,1047
Obesidade (Sim) 0,9576 0,0807
Teste de ajuste de Hosmer & Lemeshow valor-p=0,4326

FONTE: Elaborado pelo autor.
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Na tabela 8 é apresentado as estimativas do modelo logistico final para obitos de
paciente com outras variantes, pelo teste de Hosmer & Lemeshow (valor-p>0,05) é observado
um bom ajuste do modelo, indicado pelo valor-p = 0,9993 (valor-p>0,05). No modelo € tem
trés variaveis significativas (valor-p<0,05): idoso, pneumopatia e obsesidade. Ser idoso com a
outras variantes aumenta a chance de obito em 509,64%. Ja presenca da pneumopatia em
paciente com outras variantes aumenta em 442,53% a chance de 6bito e ser obeso com a mesma

infeccdo amplia em 482,71% a mesma chance.

TABELA 8 - Estimativas do modelo logistico para ébito de pacientes com outras variantes do
SARS-CoV-2

Variaveis Estimativa  Valor-p Chance IC 95%

LI LS
Intercepto -3,1780 <0,0001 0,0417 0,0125 0,1054
Idoso (Sim) 1,8077 0,0023 6,0964 2,0233 21,6587
Pneumopatia (Sim) 1,6911 0,0193 5,4253 1,2710 22,9618
Obesidade (Sim) 1,5743 0,0449 4,8271 0,9742 22,9380
Teste de ajuste de Hosmer & Lemeshow valor-p=0,9993

FONTE: Elaborado pelo autor.

5- DISCUSSAO

A entrada da variante gama no municipio de Belo Horizonte ampliou significativamente
0 numero de casos notificados de COVID-19 (gréafico 1), em consonéncia com o estudo de
Coutinho et al, 2021 que no mesmo periodo evidenciou em Manaus a variante gama se
apresentando 2,6 vezes mais transmissivel que as suas precussoras, com significativo e rapido
agravamento da situacdo epidemioldgica local. Observa-se ainda amplia¢do de internagdes e
obitos pela doenca (gréafico 2) o que foi observado de forma ampliada em todo o pais por
FREITAS et al., 2021. Destaca-se ainda que Banho et al., 2022, retratam o periodo como aquele
com o maior numero de infectados e mortos até dezembro de 2021.

O presente estudo sugere ainda que a presenga da variante gama amplia a internagdo de
pacientes mais velhos (ampliacdo de 4,39% na internagéo, a cada 10 anos vividos), seguindo a
observacdo de um consideravel nimero de estudos (Leung, 2020; Zhou et al., 2020; Kang;
Jung, 2020; Verity et al., 2020) que identificou a idade como um fator de risco bem estabelecido

para desfechos graves de COVID-19.
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Pelas andlises realizadas neste estudo, os pacientes obesos teriam 7 vezes mais chances
de internar, que aqueles apresentando outras variantes, o estudo de Fresan et al., (2021) que
analisou 433.995 pacientes infectados com COVID-19, sem selecdo de variante e realizado
antes da circulacdo da variante gama, observou que os pacientes com obesidade apresentaram
risco aumentado de hospitalizacdo (risco relativo ajustado [aRR]: 2,20). Gao et al., (2020)
verificaram que individuos com obesidade apresentaram maior gravidade e tempo de internacao
ao serem infectados com COVID-19 (OR ajustado: 3,00 para obesidade, OR ajustado: 1,13 para
IMC).

Ao avaliar o diagnéstico de COVID-19, pela variante gama e sua interferéncia na
mortalidade, observou-se ampliacdo da mortalidade nos pacientes mais velhos (ampliacdo de
6,09% na mortalidade, a cada 10 anos). Richardson et al., 2020 identificaram que as mortes
entre os pacientes hospitalizados por COVID-19 (sem especificacdo de variante) foram 25,9%
em pacientes com 80 anos ou mais, 12,6% para pacientes na faixa etaria de 70 anos, 6,4% para
aqueles com 60 anos, 4,8% para os individuos com 50 anos e 3,3% em pacientes na faixa dos
40 anos ou menos, evidenciando uma tendencia de ampliacdo da mortalidade com o aumento
da idade.

Observou-se ainda, no presente estudo, que os pacientes infectados com a variante gama
apresentaram maior desenvolvimento de SRAG ampliando aproximadamente 9 vezes a chance
de mortalidade. O estudo de Zzvascki AP, Vieceli T, Wonk PL, et al. que comparou 2 coortes,
uma na “primeira onda” da pandemia de COVID-19 (sem a presenca da variante gama) e outra
na “segunda onda” com a presenca da variante (em amostras genotipadas), identificou que a
infeccdo com a variante gama foi associada a um risco maior de SRAG, de requerer suporte
respiratério avancado, sendo que a mortalidade apds 28 dias do inicio dos sintomas e da
admissdo hospitalar também foi significativamente maior em pacientes infectados por gama do
gue em pacientes ndo infectados por gama.

Foi indentificado que em individuos do sexo masculino, com a variante gama
apresentaram 1,7 vezes mais chance de morrer por COVID-19. O resultado assemelha-se ao
estudo de Dessie Z.G, Zewotir T; 2021 que evidenciou risco ajustado para forma critica da
doenca, necessidade de terapia intensiva e obito por covid-19, 1,63 (IC 95% 1,44-1,84) vezes
maior entre homens em relacdo as mulheres, sendo que uma metanélise posterior apontou risco
maior de internacdo em terapia intensiva (OR 2,84; IC 95% 2,06-3,92) e de mortalidade (1,39;
1,31-1,47) no sexo masculiuno (Peckhm H., De Gruijter N.M., Raine C., et al., 2020).

A anélise do grupo de pacientes com outras variantes do SARS-CoV-2, neste estudo,

também mostra ampliacdo de chance de internacéo para o grupo dos idosos (acima de 60 anos)
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e quanto maior for o nimero de comorbidades do paciente, bem como, ampliacdo do risco de
morte no grupo dos idosos, pneumopatas e obesos.

Um ponto importante destacamos € fato de que as estratégias de genotipagem do SARS
CoV-2, tém sido fundamentais para compreender a dinamica da panemia da COVID-19 em
todos os continentes e precisam ser constantemente ampliadas como uma potente ferramenta
de vigilancia em saude. Estudos mais detalhados que busquem ampliar este conhecimento
gendmico, associado a apresentacéo clinica da doenca e as possiveis mudancas epidemioldgicas
que as mutagdes virais podem trazer sdo necessarios para abordar o impacto de diferentes
processos epidemioldgicos e evolutivos da doenca.

As informagGes gendmicas combinadas a apresentacdo clinica da COVID-19 em um
determinado territorio e periodo, devem ser um alerta e reforcar a importancia de compreender
melhor a epidemiologia, a fisiopatologia, aspectos imunolégicos e clinicos associados as
variantes conhecidas hoje e as que provavelmente virdo, num esforco sincrono mundial, que
apresenta ainda maior significancia num pais como o Brasil, que tem confluido caracteristicas
importantes para o surgimento de novas variantes. Este conjunto de dados ira ampliar e garantir
respostas mais acertadas no combate a pandemia.

Ao identificar fatores de risco individuais, relacionados com agravamento
(hospitalizacdo) e morte por COVID-19, correlacionando dados laboratoriais (genotipagem do
SARS-CoV-2) com dados clinicos e epidemioldgicos de um dos momentos mais criticos da
salde publica mundial, este trabalho lanca luz aos aspectos influenciadores do agravamento da
COVID-19 em nosso municipio. Os achados apontam para importancia que uma nova variante
viral pode trazer para o curso de uma doenca e para toda a dindmica social que a cerca. Do
ponto de vista do paciente, idade, sexo e presenca de comorbidades possuem um papel central
nas probabilidades de internacdo e 6bitos. No sentido cientifico, este estudo se utiliza de uma
metodologia que faz uso combinado de bases de dados com o intuito de verificar as suas
hipdteses. O nimero consideravel de gendtipos definidos contribui para a busca de preciséo dos
achados e do melhor poder estatistico de seus resultados, de modo que os achados, foram
consistentes com a literatura sobre o tema, nos pontos sobrepostos. Ha, no entanto, limitacGes
no estudo, que estdo relacionados a fatores macropoliticos ndo abordados diretamente, mas que
o trabalho pondera, como a pressdo de demanda e o grau de organizacdo dos diversos
municipios e seus servigos de saude. Outro ponto a ser discutido esta relacionada a base de
dados do Sivep-Gripe, que possui campos de informagdes sem o adequado preenchimento, tais
como comorbidades, que tem grande influéncia nos resultados do estudo. Para a verificagéo

deste ponto, por exemplo, abrimos mao do cruzamento de outras bases de dados no sentido de
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buscar o resultado mais assertivo. A despeito de tais deficiéncias, em relacdo a outros estudos
que testaram hipoteses semelhantes podemos identificar robustez e similaridade nos resultados,
que reforcam a importancia da ferramenta de vigilancia gendmica para tracar estratégias de

salde publica.

6. CONCLUSOES

Em resumo, o presente estudo sugere que a infeccdo pela variante gama tem relagéo
direta com mudanca epidemioldgica da Pandemia de COVID-19, no primeiro quadrimestre de
2021 em Belo Horizonte, sugerindo-se ainda que a infec¢do pela variante de preocupacao gama
amplia o risco de desfechos desfavoravies (internacdo e morte) pois pode estar associada a um
curso clinico mais grave, sendo que em comparacdo a infeccdo por outras variantes do SARS-
CoV-2, a gama torna significativo o risco de internacdo para 0s pacientes obesos e com o
transcorrer da idade (a cada 10 anos vividos), além de ampliacdo do risco de mortalidade dos
pacientes infectados com a variante gama entre homens, obesos e com o transcorrer da idade (a
cada 10 anos vividos).

O estudo sugere ainda a possibilidade do desenvolvimento de ferramentas e
metodologias que permitam uma vigilancia genémica aprimorada e em tempo real, com custos
mais baixos que permita respostas mais céleres das politicas de salude publica.

O acompanhamento tempestivo da dindmica de entrada da variante gama no municipio
de Belo Horizonte e seu crescimento exponencial, acompanhado da grande mudanca de
necessidade de recursos em saude, certamente proporcionou que a gestdo de saide municipal,
pudesse se preparar, ainda que estivesse num panorama de recursos ja bastante pressionado,
afim de reduzir danos e ampliar a busca de solucdes para a grande pressao assisténcial que ndo

s0 Belo Horizonte mas todo o pais vivenciou no primeiro quadrimestre de 2021.
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