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RESUMO

Desde mar¢o de 2020 até outubro de 2021, o Amazonas registrou 427.523 casos de COVID-19,
presenciando duas ondas epidémicas (em mar¢o de 2020 e janeiro de 2021). Este artigo relata uma anélise
de dados gendmicos e sociais de SARS-CoV-2 provenientes do Amazonas a partir de um banco de dados
publico. Observou-se que, apesar do nimero de amostras sequenciadas corresponderem somente a 0,46%
do total de casos de COVID-19 identificados no estado durante 0 mesmo periodo, os dados permitem
concluir que as variantes virais possuem relagdo significativa com a idade e 0 ano de coleta e que as regides
gendmicas possuem variabilidade genética minima de 7%. Além disso, os dados sugerem que os genes de
SARS-CoV-2 estdo sofrendo selecdo direcional e apresentando gargalos populacionais, causados
possivelmente pela trajetéria do virus durante a pandemia. Desse modo, ressaltamos a importancia da
vigilancia genémica para o combate a pandemia de COVID-19 no Amazonas como ferramenta eficaz no
monitoramento das variantes circulantes e de eventos que possam contribuir para o surgimento de novas
variantes potencialmente mais infectantes.
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ABSTRACT

From March 2020 to October 2021, Amazonas registered 427,523 cases of COVID-19, witnessing two
epidemic waves (in March 2020 and January 2021). This article reports an analysis of genomic and social
data on SARS-CoV-2 from Amazonas from a public database. It was observed that, despite the number of
sequenced samples corresponding to only 0.46% of the total number of COVID-19 cases identified in the
state during the same period, the data allow us to conclude that viral variants have a significant relationship
with age and year of collection and that the genomic regions have a minimum genetic variability of 7%.
Furthermore, the data suggest that the genes of SARS-CoV-2 are undergoing directional selection and
presenting population bottlenecks, possibly caused by the trajectory of the virus during the pandemic. Thus,
we emphasize the importance of genomic surveillance to combat the COVID-19 pandemic in Amazonas as
an effective tool in monitoring circulating variants and events that may contribute to the emergence of new,
potentially more infective variants
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INTRODUCAO

Os coronavirus constituem um grupo diversificado de virus de RNA que infectam
muitos animais diferentes e podem causar infec¢Ges respiratdrias em humanos. Em 2002
e 2012, respectivamente, dois coronavirus altamente patogénicos de origem zoondtica,
coronavirus com Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS-CoV) e coronavirus com
sindrome respiratoria do Oriente Médio (MERS-CoV), surgiram em humanos e causaram
doenca respiratoria fatal, tornando os coronavirus emergentes um novo problema de
salde publica no século XXI. No final de 2019, um novo coronavirus designado como
SARS-CoV-2 surgiu na cidade de Wuhan, China, e causou um surto de pneumonia viral
incomum. Por ser altamente transmissivel, esta nova doenca, também conhecida como
COVID-19, se espalhou rapidamente por todo o mundo (HU et al., 2021).

Até o final de outubro de 2021, foram confirmados 246.407.251 casos de COVID-
19 no mundo. Estados Unidos foi o pais com o maior nimero de casos acumulados de
infeccdo (45.953.186), seguido pela india (34.273.300), Brasil (21.804.094), Reino Unido
(9.062.710) e Rassia (8.338.053). Em relacdo aos dbitos, foram confirmados 4.995.464
no mundo até o dia 30 de outubro de 2021. Estados Unidos apresentou 0 maior nimero
acumulado de 6bitos (745.668), seguido do Brasil (607.694), india (458.186), México
(288.276) e Russia (233.063) (Ministério da Saude, 2021).

De acordo com dados da Fundacdo de Vigilancia em Saude (FVS/AM), o
Amazonas ocupa a 20? posigdo no ranking de estados com a maior taxa de incidéncia,
com 5.465 casos por 100.000 habitantes, e a 122 entre os estados com maior mortalidade
pela doenca, com uma taxa de 204 6bitos por 100.000 habitantes. Desde mar¢o de 2020
até outubro de 2021, o Amazonas registrou 427.523 casos de COVID-19, presenciando
duas ondas epidémicas (em margo de 2020 e janeiro de 2021), a primeira provocada
principalmente pelas variantes B.1.1.28 e B.1.195 e a segunda pela P.1 (FVS/AM, 2021;
NAVECA et al., 2021).

O SARS-CoV-2 sofre frequentes mutacdes, que ocorrem durante sua replicacdo
devido a microevolucgéo e pressoes seletivas e que podem levar ao surgimento de novas
variantes, que atualmente podem ser classificadas como VOI (variant of interest) ou VOC

(variant of concern). As VOI apresentam mutacGes que podem aumentar a transmissao
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comunitaria, ja as VOC apresentam mutacOes associadas ao aumento da
transmissibilidade, alteracdo prejudicial na epidemiologia da COVID-19, aumento na
viruléncia/mudanca clinica da doenca ou a diminuicao da eficacia das medidas sociais e
de saude publica, diagnosticos, vacinas e terapias disponiveis (RAMBAUT et al., 2020;
Secretaria de Estado de Saude, 2021).

Sabe-se que quanto maior o nivel de transmissao, maior sera a probabilidade de
ocorréncia de mutagBes no virus, visto que mutacéo se refere a qualquer mudanga no
genoma viral. Como as variagdes genémicas do SARS-CoV-2 podem influenciar
diretamente as caracteristicas epidemiolégicas da COVID-19, o acompanhamento das
mudancas na sequéncia genética do virus é fundamental para rastrear suas mutacdes,
entender a evolucdo da epidemia e discutir as possibilidades de contencéo da infecgao.
Este monitoramento recebe o nome de vigilancia genémica (VG), que possibilita
acompanhar as linhagens e mutacdes genéticas do novo coronavirus e contribuir para o
desenvolvimento de vacinas eficazes e diagndsticos mais precisos (HU et al., 2021,
Secretaria de Estado de Saude, 2021; TOYOSHIMA et. al., 2020).

Considerando os cinco paises com mais casos de infeccdo, no periodo entre marco
de 2020 e setembro de 2021, uma pesquisa prévia no banco de dados Global Initiative for
Sharing All Influenza Data (GISAID, disponivel em https://www.gisaid.org) revelou que
o Brasil foi responsavel por aproximadamente 1,69% das 3.352.281 amostras
sequenciadas no mundo, com cerca de 56.523 sequenciamentos do genoma do SARS-
CoV-2 realizados (genomas completos e com boa qualidade). Ja Estados Unidos, india,
México e Russia foram responsaveis por 28,8% (965.329 sequéncias), 1,07% (35.922
sequéncias), 1% (33.444 sequéncias) e 0,14% (4.640 sequéncias), respectivamente, dos
sequenciamentos realizados no mundo para o referido periodo, totalizando somente cerca
de 32,7% dos 3.352.281 sequenciamentos registrados. Dessa forma, é possivel observar
que os paises com mais casos de COVID-19 nao foram os paises que mais sequenciaram
0 genoma do SARS-CoV-2, 0 que pode comprometer a eficiéncia da vigilancia gendmica
desse virus, especialmente nesses paises.

A primeira sequéncia do genoma do novo coronavirus foi publicada no site
Virological em 10 de janeiro de 2020. A partir dai, sequéncias de genoma quase
completas determinadas por diferentes institutos de pesquisa vém sendo entéo divulgadas
através de bancos de dados como o GISAID, o National Center for Biotechnology

Information (NCBI, disponivel em www.ncbi.nlm.nih.gov), e o Virus Pathogen Resource
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(VIPR, disponivel em www.viprb.rc.org). Esse artigo descreve uma analise de dados
sociais e bioldgicos de registros de amostras de SARS-CoV-2 provenientes do Amazonas,
coletados do banco de dados GISAID (HAMED et al., 2021; HU et al., 2021).

MATERIAL E METODOS

1. Coleta dos dados

As sequéncias dos genomas do SARS-CoV-2 foram obtidas a partir do banco de
dados do GISAID, disponivel em: https://www.gisaid.org/, utilizando-se como
parametros de busca: 01) sequéncias provenientes do Amazonas, 02) registradas no
periodo de 01 de margo de 2020 a 30 de setembro de 2021, 03) sequéncias completas
(aproximadamente 30.000 nucleotideos) e 04) com alta qualidade (percentual de
nucleotideos identificados como N < 1%). Além da sequéncia gendmica, também foram
coletadas informacdes sobre os locais e datas de coleta das amostras, variante viral
identificada, género e idade dos pacientes (ELBE et al., 2017).

2. Alinhamento e edigdo das sequéncias genémicas

Em seguida, o alinhamento multiplo das sequéncias genémicas foi realizado
utilizando a ferramenta MAFFT, disponivel em https://mafft.cbrc.jp. O alinhamento foi
editado utilizando-se a ferramenta BioEdit versédo 7.2 (HALL, 1999; KATOH et al.,
2019).

3. Anélise dos genomas

Os genomas foram analisados integralmente e de forma fragmentada (a partir das
regides génicas do virus: orf3a, orf7b, orf8, orf3b, orf6, N, orfl0, E, M, S e orflab),
utilizando-se os programas BioEdit e MEGA X, de acordo com o percentual de mutagdes,
percentual de sitios conservados e o teste de neutralidade de Tajima (KUMAR et al.,
2018; TAJIMA, 1989).

4. Analise estatistica

Os dados referentes a variantes, idade, género, local e ano de coleta foram
analisados utilizando-se a plataforma estatistica Rstudio 4.0.2. A correlacdo entre a
prevaléncia das variantes e as variaveis género, idade, local e ano foi realizada utilizando-
se o teste exato de Fisher (RSTUDIO TEAM, 2021).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A busca realizada no banco de dados GISAID resultou em 1984 registros. Esses
dados foram organizados numa planilha (cujo fragmento esta representado pela Figura

1), que foi utilizada como base para as analises posteriores.

Figura 1 — Fragmento da planilha do banco de dados contendo (da esquerda para a
direita) a identificagcdo das amostras no GISAID, a cepa, localizacdo, més da coleta em
namero, nome do més da coleta, ano da coleta, sequéncia genémica, tamanho do
genoma e variante.

Amostra___~ Cepa ~ Localizaga ~ M@s da colet: = Més da colet: = Ano da cole ~ Sequéncia genémica = Tamanho do genoma ~ Variante
EPI_ISL_417034 [hCoV-15/Brazil/AM-FIOCRUZ-02/2020 Manaus 3 Margo 2020 | TCTCTTGTAGATCTGTTCTCTAL 29789 A2
EPI_ISL_1068078 |hCoV-19/Brazil/AM-FIOCRUZ-20140047PR/2020 Manaus 3 Margo 2020 | TCTCTTGTAGATCTGTTCTCTA{ 29712 B.1.195
EPI_ISL_811148 hCoV-19/Brazil/AM-FIOCRUZ-20140055FN-R1/2020 |Manaus 3 Margo 2020 | TCTCTTGTAGATCTGTTCTCTA4 29589 B.1.185
EPI_ISL_1068079 hCoV-19/Brazil/AM-FIOCRUZ-20140253FP/2020 Manaus 4 Abril 2020 | TCTCTTGTAGATCTGTTCTCTA4 29589 B.1.195
EPI_ISL_1068080 |hCoV-19/Brazil/AM-FIOCRUZ-201402731A/2020 Manaus 4 Abril 2020 | TCTCTTGTAGATCTGTTCTCTA 29780 B.1.195
EPI_ISL_1068178 |hCoV-19/Brazil/AM-FIOCRUZ-20830128FE/2020 Itacoatiara 4 Abril 2020 | TCTCTTGTAGATCTGTTCTCTAL 29737 B.1.185
EPI_ISL_1068178 hCoV-19/Brazil /AM-FIOCRUZ-20890130MH/2020 Itacoatiara 4 Abril 2020 | TCTCTTGTAGATCTGTTCTCTAL 29780 B.1.185
EPI_ISL_1068193 |hCoVv-19/Brazil/AM-FIOCRUZ-208906105L/2020 Tabatinga 4 Abril 2020 | TCTCTTGTAGATCTGTTCTCTAL 29589 B.1.195
EPI_ISL_1068081 hCoV-19/Brazil/AM-FIOCRUZ-20140283VA/2020 Manaus 4 Abril 2020 | TCTCTTGTAGATCTGTTCTCTA4 29730 B.1.195
EPI_ISL_1068117 |hCoV-19/Brazil/AM-FIOCRUZ-2025032915/2020 Manaus 4 Abril 2020 | TCTCTTGTAGATCTGTTCTCTA4 29585 B.1.195
EPI_ISL_1068166 |hCoV-19/Brazil/AM-FIOCRUZ-20830033RD/2020 Maues 4 Abril 2020 | TCTCTTGTAGATCTGTTCTCTA4 29589 B.1.319
EPI_ISL_1068165 |hCoV-19/Brazil/AM-FIOCRUZ-20880024PL/2020 Anori 4 Abril 2020 | TCTCTTGTAGATCTGTTCTCTAL 29589 B.1.185
EPI_ISL_1068194 |hCoV-15/Brazil/AM-FIOCRUZ-20850632AV/2020 Tabatinga 4 Abril 2020 | TCTCTTGTAGATCTGTTCTCTA{ 29589 B.1.195
EPI_ISL_1068210 hCoV-19/Brazil/AM-FIOCRUZ-2089158515/2020 Manaus 4 Abril 2020 | TCTCTTGTAGATCTGTTCTCTA4 29598 B.1.1.28
EPI_ISL_1068162 hCoV-19/Brazil/AM-FIOCRUZ-20890007MR/2020 Manaus 4 Abril 2020 | TCTCTTGTAGATCTGTTCTCTA4 29589 B.1.195
EPI_ISL_1068175 |hCoV-19/Brazil/AM-FIOCRUZ-20820111DM/2020 Presidente Figu{4 Abril 2020 | TCTCTTGTAGATCTGTTCTCTA4 29589 B.1.195
EPI_ISL_1068118 |hCoV-19/Brazil/AM-FIOCRUZ-20250373J0/2020 Manaus 4 Abril 2020 | TCTCTTGTAGATCTGTTCTCTA4 29643 B.1.185
EPI_ISL_1068119 hCoV-19/Brazil /AM-FIOCRUZ-20250374DA/2020 Manaus 4 Abril 2020 | TCTCTTGTAGATCTGTTCTCTA{ 29589 B.1.195
21 |hraz1a/mreazil/ans.cinCRII7.202901R7ES /2020 Santa Antanin A A Al 2000 | T TTGTAGATCTATTCOTCTAL 29580

Verificou-se que 50% dos dados analisados eram provenientes de pacientes do
género masculino (Figura 2), 48,44% feminino e 1,56% ndo possuiam essa informacao.
Esses dados corroboram com os dados de Naveca et al. (2021), no qual ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os géneros com relacdo a infeccdo pela
variante P.1. Notou-se também o aumento significativo do volume de sequenciamentos
no ano de 2021, com apice no més de junho (323 sequenciamentos). Tal aumento ocorreu
em resposta ao incremento da capacidade de geracdo e analise de dados gendmicos da
rede de diagndstico molecular para COVID-19, coordenado pelo Laboratério Central de
Saude Publica do Amazonas (LACEN), devido a aportes financeiros de diferentes 6rgaos
publicos e privados. A rede de laboratérios de referéncia € composta pelo Instituto
Lednidas & Maria Deane (ILMD/Fiocruz Amazonia), além do laboratorio da Fundagéo
de Medicina Tropical Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) e da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM) (NAVECA et al., 2021; Secretaria de Estado de Saude, 2021).
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Figura 2 — Grafico que relaciona a quantidade de amostras sequenciadas por género a
cada més ao longo dos anos de 2020 e 2021. Na parte inferior das barras, a quantidade
de amostras sequenciadas do género feminino e na superior, a quantidade de amostras

sequenciadas do género masculino.
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Os dados revelaram 27 variantes para o periodo analisado (Tabela 1). Entre elas,

vale destacar as variantes associadas a primeira onda epidémica em 2020, B.1.1.28 e

B.1.195, além das VOC’s AY, B.1.617.2 ¢ P.1 (associada a segunda onda epidémica em

2021). Porém, os dados da Secretaria do Estado de Saude (2021) também identificaram a

variante VOC B.1.1.7, encontrada em Manaus, originaria no Reino Unido. Contudo,

como a qualidade da sequéncia da variante B.1.1.7 ndo atendia a um dos parametros

estabelecidos para essa pesquisa (percentual de nucleotideos identificados como N<1%),

seus dados foram excluidos da anélise. Essa discrepancia no resultado da pesquisa ressalta

a necessidade premente de realizar mais sequenciamentos, a fim de produzir sequéncias

gendmicas com alta qualidade.

Tabela 1 — Tabela de referéncia cruzada que relaciona as variantes identificadas entre
as 1984 amostras analisadas nos anos de 2020 e 2021.

Variante 2020 2021 Total
A2 1 0 1
AY .4 0 14 14
AY.6 0 1 1
AY.9 0 1 1
B.1.1 8 0 8
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B.1.1.28 75 0 75

B.1.1.33 26 1 27
B.1.1.37 32 0 32
B.1.111 3 0 3
B.1.195 51 0 51
B.1.212 1 0 1
B.1.319 1 0 1
B.1.617.2 0 51 51
N.1 0 1 1
N.9 4 0 4
P.1 79 690 769
P.1.10 0 1 1
P.1.12 0 14 14
P.1.2 0 23 23
P.1.3 0 31 31
P.1.4 0 539 539
P.1.5 0 10 10
P.1.6 0 298 298
P.1.7 0 4 4
P.1.8 0 2 2
P.1.9 0 1 1
p.2 16 5 21
Total 297 1687 1984

A média de idade em 2020 dos pacientes da amostra foi de 45+17,19 anos, com
moda de 41 anos. Ja em 2021 essa média caiu para 42+17,4 anos, com moda de 37 anos
(Figura 3). De acordo com a FVS/AM (2021), com o avanco da vacinagdo, houve reducéo
na incidéncia de casos em idosos (60 anos ou mais), e as pessoas com idade entre 20 e 59
anos vém apresentando a maior taxa de incidéncia de COVID-19, com mais de 4 mil
casos por 100 mil habitantes. Porém, ao analisar a variacdo da taxa de incidéncia de
setembro para outubro de 2021, observa-se reducdo em todas faixas etérias,
principalmente em idosos, com 50% e na faixa etéria de 20 a 59 anos (46%) (FVS/AM,
2021).
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Figura 3 — Gréfico que relaciona a quantidade de amostras sequenciadas por idade
durante os anos de 2020 e 2021. As barras representam a quantidade de amostras
sequenciadas no ano de 2020 e, a linha, a quantidade de amostras sequenciadas no ano
de 2021.
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Para realizar o teste exato de Fisher as varidveis analisadas (variante viral, idade,
género, local e ano) foram dicotomizadas: grupos "P.1" e "ndo P.1" para as variantes;
grupos "idoso" e "ndo idoso" para a idade; grupos "masculino™ e "feminino" para o
género; grupos "Manaus" e "ndo Manaus" para o local de coleta; grupos "2020" e "2021"
para 0 ano. Apds a organizacdo dos dados, o teste demonstrou que as variantes
identificadas possuem relacdo significativa com a idade e o ano de coleta (p<0,05), mas
ndo com o género dos pacientes e local da coleta. Esses resultados confirmam o que esta
ilustrado nas figuras 2 e 3.

As sequéncias gendmicas foram analisadas de forma global e fragmentada entre
as regides génicas (Tabela 2), revelando variabilidade minima de 7% dentro dos genes.
O genoma de SARS-CoV-2 compreende cerca de 30.000 nucleotideos, organizados em
genes especificos que codificam proteinas estruturais e proteinas nao estruturais (Nsps).
As proteinas estruturais incluem proteinas da espicula (S), envelope (E), membrana (M)
e nucleocapsideo (N). Os Nsps, que sdo gerados como produtos de clivagem das
poliproteinas virais do quadro de leitura aberta 1ab (ORF1ab), se reiinem para facilitar a
replicacdo e a transcricdo viral. Além disso, proteinas acessorias sdo codificadas pelos
genes orf3a, orf3b, orf6, orf7a orf8 e orf10. O tamanho médio dos genomas sequenciados

em 2020 foi de 29.698+90,1 nucleotideos. Ja em 2021, houve aumento no tamanho médio
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dos genomas sequenciados (29.777+59,79 nucleotideos), indicando aumento na preciséo
dos sequenciamentos realizados. Apesar do total de amostras sequenciadas (1.984)
representar uma parcela estatisticamente significativa dos 427.523 casos registrados no
Amazonas, com margem de erro de 2,2%, ela corresponde somente a 0,46% do total de
casos registrados de infeccdo, negligenciando, dessa maneira, 99,54% dos casos

registrados para o estado no mesmo periodo (TOYOSHIMA et. al., 2020).

Tabela 2 — Tabela demonstrando os valores associados ao teste de neutralidade de
Tajima para as sequéncias gendémicas inteiras e regides génicas separadas.

Regido Tamanho Sitios _§itiqs % Variagdo Diver§iQade Este}ﬁstica de
(n) conservados  variaveis (S) (S/n) nucleotidica (m)  Tajima (D)
Genoma 30038 27387 2532 8,43 0,000661 -2,68
orf3a 831 695 133 16,00 0,000909 -2,6
orf7b 133 113 19 14,28 0,001458 -2,02
orf8 368 314 52 14,13 0,001462 -2,34
orf3b 456 397 59 12,94 0,001006 -2,43
orf6 186 163 23 12,36 0,000467 -2,21
N 1260 1109 151 11,98 0,001563 -2,46
orfl0 117 104 13 11,11 0,001472 -1,8
E 228 206 22 9,65 0,000316 2,2
M 669 613 56 8,37 0,000474 -2,46
S 3834 3517 317 8,27 0,001213 -2

orflab 21290 19754 1536 7,21 0,000479 -2,7

Nessa andlise, a orf3a apresentou o maior percentual de varia¢do (16,0%) e a
orflab o menor (7,21%). Como descrito anteriormente, 0s genes de SARS-CoV-2 vém
sofrendo selecdo direcional, o que pode repercutir nos percentuais de variacao deles,
tornando-se mais evidente nos genes que codificam proteinas estruturais. J& os genes das
proteinas acessorias tendem a apresentar percentuais maiores. O gene N foi exce¢édo a
esse fato, apresentando 11,98% de variagdo, sendo maior que a da orf10, com 11,11%.
Além disso, o gene N também apresentou a maior diversidade nucleotidica (0,001563) e
0 gene E a menor (0,000316). Quanto menor for o valor da diversidade nucleotidica,
maior é a probabilidade de existéncia de gargalos populacionais ou de eventos fundadores

recentes, o que pode ser verificado em praticamente todos os genes em decorréncia da
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trajetdria do SARS-CoV-2 durante a pandemia. Os valores negativos do teste de Tajima
para todos os genes sugerem que todos vém sofrendo selecédo direcional, favorecendo o
aumento da frequéncia dos alelos mais comuns dos genes analisados, e que 0s virus estdo

em processo de expansdo populacional (LIU et al., 2020).

CONCLUSAO

Com base nas andlises realizadas, podemos concluir que houve mudanga na
prevaléncia das variantes de SARS-CoV-2 na populacdo amazonense entre 0s anos de
2020 e 2021, que mostraram ter relacdo também com as idades dos pacientes. As analises
gendmicas revelaram que a baixa cobertura de sequenciamento pode ocultar potenciais
novas variantes, considerando a variabilidade genética e as pressbes de selecdo
observadas, reforcando a importancia da vigilancia gendmica no estado do Amazonas
para o entendimento da dindmica de transmissao do SARS-CoV-2 e o desenvolvimento

de estratégias de combate a pandemia no estado.
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