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RESUMO

A pandemia da COVID-19, causada pelo virus SARS-CoV-2, teve um impacto global
significativo, com mais de 761 milhdes de infec¢des e 6,7 milhdes de mortes em todo o mundo.
No Brasil, a crise sanitaria e hospitalar resultou no maior colapso da historia do pais. Isso afetou
a prevaléncia de outros virus respiratorios, mas um grupo diversificado de virus, como
rinovirus, adenovirus, parainfluenza, metapneumovirus e influenza, ainda causam um grande
numero de doengas respiratorias. Eles continuam a ser uma das principais causas de infecgdes
respiratorias agudas, ndo relacionadas a COVID-19. O diagnostico de infec¢des respiratdrias
virais pode ser baseado em sintomas clinicos ou no agente etioldégico. O conhecimento sobre o
microbioma respiratorio ¢ uma area de crescente interesse na medicina pulmonar, pois sua
diversidade e equilibrio tém impacto direto na satide e na doenca. Fatores como tipo de
nascimento, idade, sexo, condi¢gdes genéticas, comportamento social e dieta desempenham um
papel importante na composicdo da microbiota. A resposta imune a infec¢dao ¢ afetada por
diversos fatores, incluindo condi¢des biologicas intrinsecas e extrinsecas do hospedeiro.
Estudos mostram diferengas significativas entre os sexos na resposta imune, com as mulheres
geralmente apresentando respostas mais fortes, desenvolvendo respostas vacinais mais robustas
e sobrevivendo melhor a infec¢des agudas. Este estudo analisou a estrutura da microbiota de
amostras respiratorias de pacientes hospitalizados devido a COVID-19, pacientes com
sindrome gripal de outras causas e a influéncia de caracteristicas sociodemogréficas e clinicas.
A amostra incluiu 118 individuos de ambos os sexos e diferentes idades. Os resultados
revelaram que o grupo de pacientes com COVID-19 hospitalizados (G3) tinha o menor
percentual de vacinagdo contra a gripe € mais comorbidades, enquanto o grupo com sindrome
gripal de outras etiologias (G1) e o grupo com COVID-19 comunitario (G2) tinham melhores
taxas de imunizacao. G1 apresentou o maior nimero de individuos saudaveis. Os sintomas
variaram, com G1 predominantemente apresentando sintomas respiratorios, enquanto G2 e G3
tinham sintomas respiratorios e ndo respiratorios, com G2 sendo mais afetado. Os resultados
do fingerprint agruparam os pacientes em dois clusters: Cl, composto em sua maioria por
individuos hospitalizados, idosos € menos imunizados; e C2, que incluiu individuos jovens com
e sem COVID-19, mais imunizados. Em suma, esse estudo destacou a importancia de
considerar ndo apenas o SARS-CoV-2, mas outros virus respiratérios no diagndstico e
tratamento de infec¢des respiratorias. Além disso, mostrou como o microbioma respiratorio e
fatores sociodemograficos e clinicos influenciam na resposta imune e na gravidade das
infecgdes. Essas descobertas podem fomentar estratégias mais eficazes de prevencdo e
tratamento de doengas respiratdrias, mas ¢ fundamental realizar mais pesquisas para aprofundar
o entendimento desses mecanismos € aprimorar o manejo clinico dessas doengas.

Palavras-chave: Fingerprinting. Epidemiologia. Microbiota. Trato respiratério superior.
Infecgdes respiratorias virais. rep-PCR. COVID-19.



ABSTRACT

The COVID-19 pandemic, caused by the SARS-CoV-2 virus, has had a significant global
impact, with more than 761 million infections and 6.7 million deaths worldwide. In Brazil, the
health and hospital crisis resulted in the biggest collapse in the country's history. This has
affected the prevalence of other respiratory viruses, but a diverse group of viruses, such as
rhinoviruses, adenoviruses, parainfluenza, metapneumoviruses, and influenza, still cause a
large number of respiratory illnesses. They continue to be a leading cause of acute respiratory
infections, not related to COVID-19. The diagnosis of viral respiratory infections can be based
on clinical symptoms or the etiological agent. Knowledge about the respiratory microbiome is
an area of growing interest in pulmonary medicine, as its diversity and balance have a direct
impact on health and disease. Factors such as type of birth, age, sex, genetic conditions, social
behavior and diet play an important role in the composition of the microbiota. The immune
response to infection is affected by several factors, including intrinsic and extrinsic biological
conditions of the host. Studies show significant sex differences in immune response, with
women generally having stronger responses, developing more robust vaccine responses, and
surviving acute infections better. This study analyzed the structure of the microbiota of
respiratory samples from patients hospitalized due to COVID-19, patients with flu syndrome
from other causes and the influence of sociodemographic and clinical characteristics. The
sample included 118 individuals of both sexes and different ages. The results revealed that the
group of hospitalized COVID-19 patients (G3) had the lowest percentage of flu vaccination and
more comorbidities, while the group with flu syndrome of other etiologies (G1) and the group
with community COVID-19 (G2) had better immunization rates. G1 had the largest number of
healthy individuals. Symptoms varied, with G1 predominantly having respiratory symptoms,
while G2 and G3 had both respiratory and non-respiratory symptoms, with G2 being more
affected. The fingerprint results grouped the patients into two clusters: C1, mostly composed
of hospitalized, elderly and less immunized individuals; and C2, which included young
individuals with and without COVID-19, who were more immunized. In summary, this study
highlighted the importance of considering not only SARS-CoV-2 but other respiratory viruses
in the diagnosis and treatment of respiratory infections. Furthermore, it showed how the
respiratory microbiome and sociodemographic and clinical factors influence the immune
response and the severity of infections. These discoveries can promote more effective strategies
for preventing and treating respiratory diseases, but it is essential to carry out more research to
deepen the understanding of these mechanisms and improve the clinical management of these
diseases.

Keywords: Fingerprinting. Epidemiology. Microbiota. Upper respiratory tract. Viral respiratory
infections. rep-PCR. Covid-19.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O sistema respiratorio € dividido em trato superior e inferior, onde a por¢do superior,
também chamada de por¢do condutora, ¢ composta pelo nariz, faringe, laringe e traqueia e a
porcao inferior, também chamada de por¢do respiratdria, comeca a partir da regido inferior da
traqueia, e se expande entre bronquios, bronquiolos e pulmdes.

O trato respiratorio superior ¢ considerado os protetores da saude respiratdria e tem
capacidade de prevenir a colonizagdo e invasdo por patdgenos respiratorios, patogenos estes
responsaveis pelas infecgdes do trato respiratorio superior (ITRS). E na nasofaringe que se
estabelece do virus SARS-CoV-2, que vem causando a pandemia da COVID-19. As infecgdes
causadas por esse virus podem causar disfun¢do da barreira epitelial aumentando as respostas
inflamatérias e o desequilibrio da microbiota do trato respiratério, o que pode piorar os
processos patogénicos. De acordo a organizacdo mundial de saude (OMS), as infecgdes
respiratorias continuam sendo uma das principais causas de morbimortalidade em todo o
mundo, apesar do surgimento de antimicrobianos, perdendo apenas para as doengas como a
doenga pulmonar obstrutiva cronica(DPOC) e doengas cardiovasculares.

Habitado por uma gama diversificada de microrganismos, o trato respiratoério superior
(TRS), contribui com papéis benéficos na protegdo da superficie da mucosa contra os agentes
patogénicos. No entanto, a composicao da microbiota pode ser modificada com a entrada de
virus respiratorios patogénicos, resultando numa maior suscetibilidade a infec¢des e doengas
respiratérias. Estudos apontam que os virus tendem a modular a comunidade microbiana dos
tratos superiores e inferiores, no entanto, poucos estudos examinaram a microbiota nasofaringea
em pacientes com COVID-19.

As doengas ou infecg¢des respiratorias, ocorrem tanto no trato respiratorio superior como
inferior, nas quais ha a obstru¢do da passagem do ar, tanto a nivel nasal quanto a nivel
bronquiolar e pulmonar. As infecgdes podem variar de agudas, como pneumonias e resfriados
comuns, a infecgdes mais graves como sindromes respiratorias agudas graves (SRAGs). Ainda
que as infecgdes das vias areas superiores sejam muito frequentes, mas raramente com risco a
vida, as infec¢des das vias respiratorias inferiores (IVRI) sdo responsaveis por doengas mais
graves, que cursam com quadros clinicos que conduzem para uma alta taxa de mortalidade por
infeccgdes respiratorias agudas (IRAs).

As infec¢des respiratorias virais sao responsaveis por uma grande porcentagem de

consultas médicas ambulatoriais, pela utilizagdo dos servigos de emergéncia e por
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hospitalizagdes. Diante disso, o conhecimento do perfil das doengas causadas pelos diversos
agentes virais responsaveis pelas infec¢des respiratdrias agudas poderia permitir a
diferenciagdo destas das infecgdes bacterianas, evitando muitas vezes, a prescricao
desnecessaria de antimicrobianos, tendo em vista que maior parte dos antimicrobianos
prescritos para adultos na pratica médica ambulatorial € para infec¢des respiratdrias. O pronto
reconhecimento da sindrome viral permite o uso de estratégia clinica rapida e assertiva que
orienta o manejo dessa situacao clinica, evitando o uso indevido dessas medicagdes para as
infecgdes respiratorias o que contribui para o incremento da resisténcia bacteriana aos
antibioticos.

Os agentes virais presentes no trato respiratdrio superior sao rinovirus, coronavirus
humano, adenovirus, virus parainfluenza, metapneumovirus e influenza humano. As
caracteristicas radioldgicas e clinicas das infec¢des virais respiratorias sdo diversas e
frequentemente inespecificas, sobrepondo-se com as de infec¢des ndo virais e condigdes
inflamatoérias, o que dificulta o diagndstico. Com isso nem todos os casos apresentam estes
padrdes radiologicos tipicos e, normalmente, nao € possivel chegar a um diagnostico etiologico
somente com exames de imagem.

O peso global das infec¢des respiratérias virais nao relacionadas com a COVID-19 ¢
substancial em todos os grupos etérios. Para lidar com o desafio da sua prevencao e tratamento,
¢ importante reconhecer as suas sindromes clinicas e o comportamento especifico dos agentes
virais. Relativamente ao seu diagnostico, os métodos emergentes de detec¢do molecular tém
substituido progressivamente os testes de diagndstico convencionais, fornecendo resultados
mais rapidos e fidedignos.

Em infecgdes virais respiratdrias como a da COVID-19, os resultados clinicos graves e
fatais sdo associados a presenca de comorbidades ja conhecidas por apresentarem uma
microbiota alterada por exemplo, diabetes tipo II, obesidade, extrema idade, e doengas
cardiacas. Além disso, numa vasta gama de doencas associadas a microbiota humana, onde o
desequilibrio causado a essas comunidades, podem ter impacto negativo na progressiao e
evolugdo da doenga. O conhecimento sobre como a composi¢do da microbiota respiratdria pode
modular o sistema imunologico e fornecer a resisténcia a colonizagdo, limitando o
sobrecrescimento e infecgdes patogénicas consecutivas, ¢ essencial para melhorar a prevengao

e terapia de doencas respiratorias.
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O estudo do papel da microbiota humana na COVID-19 ¢ particularmente relevante, uma
vez que a microbiota respiratoria € conhecida por interagir com o sistema imunitario do
hospedeiro, contribuindo para resultados clinicos desfavoraveis em casos cronicos e agudos de
doencas respiratorias.

O fingerprinting ¢ um método que pode ser utilizado para o estudo da microbiota, no qual
fragmentos de DNA amplificados por PCR (amplicons) sdo separados de acordo com suas
sequéncias de pares de bases. Tem sido amplamente empregado em estudos de microbiologia
ambiental, microbiologia de alimentos e na andlise de comunidades microbianas que habitam
o corpo humano.

No ambito dos estudos de interacdo entre patégenos e a microbiota essa pesquisa se
justifica, com base no cenario da crise sanitdria e humanitaria global vivida entre 2020 4 2023,
onde trabalhos que tenham como foco fomentar discussdes sobre os padrdes de interagdo virus-
hospedeiro e microbiota, podem ndo s6 contribuir futuramente para estabelecimento de
melhores estratégias de acompanhamento, tratamento, profilaxia e prevengdo ndo apenas da
COVID-19, mas de outras doengas respiratorias.

Com isso, o presente trabalho visa analisar comparativamente a estrutura da microbiota de
amostras oriundas de secre¢des nasofaringeas e as caracteristicas socio-epidemioldgicas e
clinicas entre os individuos com infecgdo respiratdria comunitaria e hospitalizados com SRAG

devido a COVID-19 e os doentes com resfriado comum devido a outras etiologias.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Doencas infeciosas e emergentes

Na década de 1970, o numero de doencas infeciosas no mundo desenvolvido foi
substancialmente diminuido a partir de niveis historicos, em grande parte devido ao melhor
saneamento e o desenvolvimento de vacinas eficazes e drogas antimicrobianas (Watsa et
al.,2020). O surgimento de uma série de novas doengas nas décadas de 1970 e 1980, culminando
com a disseminagao global do HIV/AIDS, no entanto, levou ao aumento das doencgas infeciosas
nas agendas politicas da saude (Banerjee et al.,2021). Atualmente, a maioria das doencas
infeciosas emergentes sdo zoonoticas e a fauna silvestre constitui um grande reservatorio. Sao
considerados fatores determinantes para a emergéncia de doencas zoondticas o aumento da
populagcdo humana e outros fendmenos globais, como: as alteracdes ambientais, incluindo as
mudancgas climaticas e a perda da biodiversidade (Chomel; Belotto; Meslin, 2007). O termo
zoonose ¢ claramente definido pela Organizagdo Mundial de Saide (OMS) como "qualquer
infec¢do que seja naturalmente transmissivel de animais vertebrados para humanos”. Isso ¢é
qualificado por afirmar que a infec¢do ¢ mantida em uma populagdo animal (um reservatério)
e, portanto, uma fonte continua da infec¢do humana (Who,2020).

Uma doenga emergente pode ser descrita como uma nova infec¢do, podendo ocorrer
por sua evolucao, como, novo patdogeno, hospedeiro, vetor, ou linhagem com alteragdo na sua
patogenicidade. Doenga reemergentes ¢ classificada como uma doenga ja conhecida ou
endémica que muda sua localizag¢do geografica, seu comportamento epidemiolégico, ampliando
sua gama de hospedeiros e aumentando sua prevaléncia, como dengue, febre- amarela e colera.
Estas doengas sdo tratadas em contexto global. Entender alguns dos fatores desencadeantes ¢
essencial para conseguirmos desenvolver estratégias para prever e controlar o aparecimento
destas enfermidades, que afetam a saude publica, a satide animal e o ecossistema, trazendo
ainda prejuizos econdmicos (Pereira,2021).

A maioria das doengas infecciosas emergentes t€m origem nos animais silvestres.
Podem ser citadas como exemplos a Sindrome Respiratoria do Oriente Médio (Middle East
Respiratory Syndrome, MERS), HIV (primatas ndo humanos), Ebola (Morcegos) e as linhagens
de influenza H5N1 e HIN1 (pdassaros e porcos, respectivamente) (Watsa et al.,2020). A doenga
pandémica COVID-19, causada pelo coronavirus SARS-CoV-2, ¢ a mais recente doenca
infecciosas emergente que aflige a humanidade e as evidéncias genéticas sugerem que 0s
roedores sao a fonte original de todos os Alfa e Betacoronavirus, incluindo o SARS-CoV-2

(Banerjee et al.,2021).



18
2.2 Origem, historia e epidemiologia da COVID-19

O novo coronavirus, descoberto em dezembro de 2019 na cidade de Wuhan, na China
recebeu o nome de SARS CoV-2 (Sigla do inglés que significa coronavirus 2 da sindrome
respiratéria aguda grave), cuja doenga recebeu a denominagdo pela OMS de COVID-19. O
SARS-CoV-2 ¢ um virus de RNA de fita simples envelopado pertencente a linhagem dos
Sarbecovirus do género Betacoronavirus, familia Coronavirus (NCoV) (Chen et al., 2022;
Nagqvi et al., 2020). O genoma viral ¢ composto por aproximadamente 30.000 nucleotideos
(Lazarevic.,2021; LU et al., 2020), open reading frame (ORFs) e trés proteinas de superficie (S,
M e E) :proteina (s) de spike ou espicula, a pequena proteina do envelope (e), a proteina da
membrana (M), mais a proteina nucleocapsidica (n) totalizando 4 proteinas. (Naqvi et al., 2020;
Saltigerall; Ledn, 2020). A proteina S € uma glicoproteina homo-trimérica que esta localizada
no envelope viral (WALLS et al., 2020) e ¢ clivada por proteases semelhantes a furina,
formando subunidades S1 e S2 (Hoffmann; Kleine-Weber, 2020). A subunidade S1 contém um
dominio N-terminal e um dominio de ligagdo ao receptor que ¢ responsavel pela ligagdo do
virus a enzima de conversdoda angiotensina 2 (ACE2) receptor na célula hospedeira alvo (Liu
et al., 2020). A subunidade S2 realiza a fusdo do envelope viral com a membrana da célula
hospedeira (Huang; Wang, 2021; Liu et al., 2020; Saltigerall; Leon, 2020). A proteina E ¢
necessaria para a produgdo de virion e a proteina M estd envolvida na montagem e na brotagao
do virion, enquanto a proteinaN estd associada a protecdo do RNA viral dentro do virion
(Huang; Wang, 2021; Saltigerall; Ledn, 2020). Esta doenca emergente ¢ transmitida por
pequenas goticulas, ou aerossois, liberados de individuos infectados durante o contato de pessoa
a pessoa (Salzberger et al.,2021).Apds a infec¢do, os primeiros sintomas de infec¢ao viral sdo
apresentados entre 2 e 14 dias, com a frequéncia principal ocorrendo entre 3 e 7 dias (Zaki,
Mohamed, 2021). Alguns sintomasCOVID-19 também sdo apresentados em pacientes durante
infeccgdes pelo virus da influenza, por exemplo, dor de cabeca, tosse seca, dor de garganta, coriza,
congestao nasal, febre, mialgia,hipoxia, dispneia e, em alguns casos, diarreia (Liu et al., 2020;

Nagvi et al., 2020).
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As coinfecgoes de SARS-CoV-2 com outros virus respiratérios e bactérias sao bem
descritas em pacientes com COVID-19 (Lin et al., 2020). Estudos alegaram que as coinfecgdes
bacterianas sdo mais frequentemente encontradas no COVID-19 em comparagdo com outras
infeccdes virais (Lansbury et al.,2020; Siordia, 2020). Particularmente na COVID-19, a
capacidade respiratoria de individuos infectados diminui rapidamente, levando ao
desenvolvimento de pneumonia, lesdo cardiaca, sepse e disfun¢do de varios 6rgaos (Naqvi et
al., 2020; Salzberger et al.,2021). O curso da COVID-19 foi visto com comorbidades como
obesidade, diabetes, asma grave, doengas respiratérias, doenca cardiaca cronica, doenca
hepatica, acidente vascular cerebral/deméncia, outras doencas neurologicas, funcdo renal
reduzida, doenga autoimune e outras condigdes imunossupressoras (Williamson; Walker;
Bhaskaran ,2020).

A obesidade ¢ considerada um dos principais fatores de risco para uma maior gravidade da
COVID-19. Uma série de analises de estudos retrospetivos sugerem uma elevada prevalénciade
obesidade em doentes com COVID-19 (Caussy; Pattou; Wallet, 2020; Simonnet; Chetboun;
Poissy,2020).

Simonnet e colaboradores (2020), observaram elevado nimero de individuos obesos ¢
com excesso de peso admitidos em cuidados intensivos, o que indica uma progressdo mais
grave da doenca nestes grupos. O IMC médio dos pacientes que necessitam de ventilacao
mecanica invasiva (VMI) foi de 31,1kg/m2, em comparagdo com 27,0 kg/m2 para aqueles que
nao requerem esses tipos de cuidados (Simonnet, Chetboul, Poissy,2020). Um estudo realizado
em Nova lorque revelou que os individuos com obesidade tinham mais probabilidades de
necessitar de tratamento médico, cuidados e admissdo no setor de cuidados intensivos,
especialmente as de idade inferior a 60 anos (Lighter; Phillips; Hochman, 2020). A obesidade
nao sO parece estar associada a um pior progndstico da COVID-19, como também foi
considerada como um preditor significativo para a mortalidade (Pettit; Mackenzie; Ridgway,
2020).

No inicio da pandemia, houve ainda indicagdes de um aumento do risco de infecgdo
pelo SARS-CoV-2 especificamente para pessoas com diabetes (Li; Yang; Zhao,2020). Um
estudo observacional de 193 doentes com COVID-19 grave mostrou uma taxa de mortalidade
aumentada de pacientes com diabetes em comparagdo com pacientes sem diabetes (81,3% vs.
47,6%, com uma taxa de mortalidade global de 56,0%) (Yan; Yang; Wang, 2020).

Outra observacao feita por outro estudo retrospectivo com individuos chineses

hospitalizados com COVID-19 indica um excesso de gravidade da doenca em pessoas com
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diabetes recém-diagnosticada, em comparacdo as pessoas com diabetes ja conhecida,
hiperglicemia e glicose normal (Li; Tian; Chen, 2020).

Semelhante as condi¢des acima mencionadas, a hipertensao ¢ geralmente relatada como
uma das comorbidades subjacentes mais comuns da COVID-19 (Grassi, 2020; Guo; Li; Dong,
2020; Tadic; Cuspid) Isto se justifica em parte a forte associacdo da hipertensdo com a idade
mais avancada, bem como a outras comorbidades. Em um estudo observacional retrospectivo,
os pacientes COVID-19 com hipertensdo tiveram uma taxa de mortalidade maiselevada (24,8%
vs. 15,2%), uma propor¢ao mais elevada de pacientes graves (63,7% vs. 42,1%), uma propor¢ao
mais elevada de pacientes que recebem ventilagdo mecéanica nao invasiva (16,8%) vs. 7,6%), e
uma maior propor¢ao de pacientes transferidos para a unidade deterapia intensiva (23,9% vs.
12,2%) (Huang; Wang; Liu, 2020).

De acordo com os fatores de risco acima mencionados, as doengas cardiovasculares, tal
como a doenca coronaria cardiaca, infarto do miocardio e insuficiéncia cardiaca estdao
associadosa uma maior gravidade da COVID-19 (Aggarwal; Cheruiyot; Aggarwal, 2020; Li;
Yang; Zhao, 2020; Guo ; Fan ; Chen, 2020;). Semelhante a obesidade, diabetes e hipertensao,
muitos estudos erelatorios mostraram aumento das taxas de mortalidade em pacientes com
doencgas cardiovasculares pré-existentes infectados com a COVID-19 (Aggarwal; Cheruiyot;
Aggarwal, 2020).

Curiosamente, os pacientes infectados com o SARS -CoV-2 que sofrem de doencas
cardiacas, incluindo disfuncdo sistolica e diastélica (Chen; Zheng ; Zhang, 2020), arritmias
entre outros (Mahase, 2020) sdo os mais afetados pela COVID-19 e mais predispostos a agravos
do quadro clinico. A patogénese da lesdo miocardica aguda relacionada a infeccao pelo SARS-
CoV-2 ocorre com a expressao da ECA-2 observada nos midcitos cardiacos, nas células do
sistema respiratério e de outros 6rgaos. A proteina spike do SARS-CoV-2 liga-se a ACE2 nas
c¢lulas hospedeiras, causando danos no miocardio e com desregulacdo da ACE2, inicia-se uma
cascata inflamatoria, fibrose intersticial do miocardio e desestabilizacdo da placa coronaria
(Naeem et al., 2023)

A réapida disseminagdo do SARS-CoV-2 nos paises ao redor do mundo foi atribuida ao
contato pessoa a pessoa ¢ a falha na promog¢ao do uso de mascaras faciais ou implementagdo de
medidas sanitdrias, mas também devido ao acesso limitado a vacinas contra SARS-Cov-2 (Lana
et al., 2020). Além disso, o surgimento de novas variantes virais de SARS-CoV-2 reduziu a
eficiéncia em 28,2 vezes de vacinas novas e licenciadas para combater o COVID-19. Como

resultado dessas variantes, tratamentos médicos que envolvem anticorpos monoclonais também
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foram comprometidos. A alta taxa de replicagdo viral, disseminacdo e prevaléncia esta
associada ao surgimento de novas variantes virais, porque essas propriedades estdo associadas
a aquisicdo de mutacdes em seu genoma. Os eventos de mutagénese, particularmente na
subunidade S1 da proteina spike, podem aumentar sua patogenicidade, infectividade e
disseminac¢do, aumentar a eficiéncia da transmissdo viral, tropismo celular e patogenicidade e
escapar do reconhecimento imune (Martinez-Anaya; Ramos-Cervantes; Vidaltamayo, 2020;
Padhi; Tripathi, 2020; Volz Et Al.,2020).

A alta taxa de mutagdo torna necessario uma classificacdo do genoma viral em
linhagens,grupos ou clados. A OMS propde uma classificagao viral através do uso do alfabeto
grego (Who,2022). Outros sistemas de nomenclatura comuns incluiram os recomendados pelo
GISAID, Pango e Nextstrain (Hadfield et al., 2018; Rambaut et al.,2020). Para identificar
variantes que apresentamum maior risco a saude, a OMS descreve dois tipos principais de
variantes virais: variantes de preocupacao (VOC.s do inglés, variants of concern) e variantes
de interesse (VOIs - do inglés, variants of interest) e variantes em monitoramento (VUMs - do
inglés, variant under monitoring).Assim, alfa, beta, gama, delta e omicron sdo definidos como
VOC, por outro lado, as variantes lambda e zeta sdo classificadas como VOIs.

No Brasil inicialmente a pandemia foi impulsionada principalmente pelas linhagens
B.1.1.28 ¢ B.1.1.33, que foram as mais prevalentes até outubro de 2020 (Candido et al., 2020).
Ap0s esse periodo, destacou-se a circulacao de duas variantes de origem nacional, P.1 e P.2,
originadas da linhagem B.1.1.28 (OPAS, 2021). A variante Gama P.1, também conhecida como
variante Gama, uma VOC com 17 alteragdes de aminoacidos que incluem N501Y, E484K, e
K417N na proteina spike; como delecdo de ORF1b fora da proteina spike, foi detectada nos
viajantes do Brasil para o Japdo. A viruléncia, a transmissibilidade e o potencial de invasao
imunitaria desta variante permanecem desconhecidos. Ainda assim, existe uma preocupagao de
que esta variante possa ter facilitado as reinfecoes na cidade de Manaus, no Amazonas, visto
que a populagdo possuia imunidade a variante anterior em outubro de 2020 (Yadav et al., 2022).
A variante Zeta P.2 (B.1.1.28.2), originaria do Brasil foi identificada em outubro de 2020

no estado do Rio de Janeiro e foi uma entre as 7 VOIs classificadas pela OMS caracterizada
naquele momento por cinco mutacdes definidoras e outras cinco mutagdes presentes na maioria
dos genomas (Voloch et al., 2021). A P.2 apresenta somente uma mutacao na proteina S, a
muta¢ao E484K no RBD. Essa mutagao esta associada ao aumento da interagdo do virus com
o receptores ECA-2 e ao escape de anticorpos neutralizantes contra o SARS-CoV-2. (Baum et
al.,, 2020; Freitas; Giovanetti; Alcantara, 2021; Voloch et al.,, 2021). Dentre as mutacdes

presentes no RBD, a mais preocupante parece ser a E484K que ¢ o local onde as mutagdes
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tendem a ter o maior efeito sobre a ligacdo de anticorpos (Greaney et al., 2021). Estudos
mostraram que as mutacdes no local E484 reduzem a poténcia de neutralizacdo de alguns
plasmas humanos em mais de 10 vezes, embora outros plasmas ndo sejam afetados por
mutagdes neste local (Greaney et al., 2021; Liu et al., 2020). A resisténcia a neutralizagdo das
variantes que apresentam a mutagcdo E484K por anticorpos pode explicar os recentes casos de
reinfecdo pela P.2 observados no Brasil (Fintelman et al., 2021; Nonaka et al., 2021). De acordo
a Rede Gendmica da Fundacdo Osvaldo Cruz — FIOCRUZ, nos ultimos meses de 2023,
identifica-se a predominancia da VOC Omicron e suas sublinhagens sendo elas: FE.1.,
XBB.1.5., XBB 1.5.70 + GK e a EG.5. Nesta conjuntura, a partir de fevereiro de 2023, as
variantes Omicron sao as unicas VOC em circulacao. Esse tipo viral tem mais de 50 mutacdes
descritas, quando comparada ao SARS-CoV-2 arquétipos isolado de Wuhan (Dhama et al.,
2023).

2.3 Infecgdes respiratorias por outras etiologias

As medidas de controle implementadas pela pandemia da COVID-19 alteraram a
prevaléncia de outros virus respiratorios, no entanto, ndo se deve esquecer que um grupo
diversificado de virus, incluindo outros coronavirus humanos, rinovirus, virus sincicial
respiratorio, metapneumovirus humano, parainfluenza e influenza, continuam a ser
responsaveis por uma grande carga de doenga. De fato, estdo entre as causas mais comuns de
infecgdes agudas das vias respiratdrias do trato superior e inferior a nivel mundial. Varios virus
replicam-se no trato respiratorio e causam as infec¢des do trato respiratorio, sendo que os mais
relevantes pertencem as familias Ortho e Paramyxoviridae, Picornaviridae, Coronaviridae e
Adenoviridae. No entanto, sdo os rinovirus humanos - RVH, coronavirus, adenovirus - HAdv,
virus da parainfluenza - VPHs, metapneumovirus - MPVh e Influenza que causam infegdes

respiratdrias do trato superior -ITRS, como mostraa figura 1. (Bizot; Bousquet; Charpi¢, 2021).
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Figura 1- Diagrama do trato respiratorio inferior e superior e seus respectivos patégenos.

Os rinovirus humanos - RVH sdo virus de RNA de cadeia simples que pertencem ao
género Enterovirus da familia Picornaviridae. Compreendendo trés espécies (RV-A, -B e -C),
sdo agentes patogénicos virais respiratorios ubiquos e prevalentes patdgenos respiratorios de
grande ocorréncia nos seres humanos. Causam infec¢des durante todo o ano, com um pico de
incidéncia na primavera € no outono nas regides temperadas. Todos os grupos etarios sao
suscetiveis, mas os bebés e as criancas pequenas sdo mais afetadas. Os hospedeiros
imunocomprometidos sdo frequentemente infectados e apresentam uma carga prolongada de
rinovirus. As reinfegdes podem ocorrer ao longo da vida, causando predominantemente uma
infeccdo do trato superior autolimitada. A transmissdo ocorre por contato direto € menos
frequentemente por contato indireto através de goticulas ou mesmo aerossois (Bizot; Bousquet;
Charpié, 2021).J4 os adenovirus - HAdv pertencem a familia Adenoviridae, sao virus de DNA
de fita dupla classificados em sete espécies (A-G), e foram descritos mais de 60 sorotipos de
adenovirus humanos. Os adenovirus t€ém uma distribuicdo mundial e as infec¢cdes ocorrem sem

sazonalidade (Xiaoyan; Joshi; Flomenberg ,2014). As criangas e os doentes
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imunocomprometidos apresentam um risco acrescido de infecdo. Os adenovirus sdo
transmitidos principalmente por goticulas, pela via fecal-oral e por fomites (Stephenson; Rhee;
Barouch, 2020).

Os adenovirus estdo mais frequentemente associados a infec¢des respiratorias em
adultos com sintomas como a coriza, a faringite e, nas criangas, a otite média e a bronquiolite.
A pneumonia ¢ uma sindrome clinica importante associada aos sorotipos 3, 7, 14, 21 e 55
estando associadas a doenca grave e a sindrome de dificuldade respiratéria aguda. A pneumonia
grave ¢ mais frequentemente descrita em recém-nascidos, idosos e doentes
imunocomprometidos (Khanal; Ghimire; Dhamoon, 2018).

Os adenovirus humanos podem causar infecgdes em qualquer idade, mas sdo mais
frequentes na populagdo pediatrica, especialmente em criangas pequenas e bebés. Por volta dos
10 anos de idade, a maioria das criangas ja teve pelo menos um episddio de infecdo por
adenovirus. Os adenovirus podem causar muitos sintomas semelhantes aos da constipacao
comum, incluindo rinorreia, febre, tosse e dores de garganta (Shie ,2022).

Os virus da parainfluenza humano sdo virus de RNA de cadeia simples
pertencentes a familia dos paramixovirus que podem provocar infec¢des das vias respiratorias
inferiores em bebés, criancas e individuos imunocomprometidos (Pawelczyk; Kowalski,
2017). VPHs humanos sdo uma das causas mais comuns de infec¢do respiratoria em todo o
mundo, e a gravidade da infecao est4 correlacionada com o local de replicagdo viral € o sorotipo
infetante. A doenca associada a VPHs ¢ mais comum em criangas pequenas; nos adultos, a
imunossupressdo ¢ a idade avancada estdo associadas a uma doenga mais grave (Branche;
Falsey,2016).

O VPHs -1 e o VPHs -2 replicam-se no epitélio das vias respiratorias superiores,
causando mais frequentemente infecgdes do trato superior, enquanto a replicagdo do VPHs-3
ocorre no trato respiratorio inferior. A replicacdo do VPHs -3 no trato respiratorio inferior
torna-o o sorotipo mais comum do VPHs humano que causa infec¢des clinicamente
significativas. Os VPHs causam ITRS ligeiras, crupe, bronquite aguda, bronquiolite e
pneumonia, bem como exacerbacgdes de asma e DPOC. A coinfec¢do bacteriana e fingica nao
¢ infrequente e deve ser excluida ap6s diagnostico, uma vez que esta associada a um aumento
da mortalidade (Russell et al., 2019).

O metapneumovirus humano - MPVh sdo um virus de RNA de fita simples, ndo
segmentado e de polaridade negativa, identificado pela primeira vez em 2001 como causa de
sintomas respiratorios em criangas nos Paises Baixos (Van Den Hoogen et al.,2001).

Atualmente, ¢ reconhecido como uma causa comum de infec¢des respiratorias agudas em
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criangas, idosos e doentes imunodeprimidos, tendo sido identificado como o terceiro virus mais
comum que causa pneumonia adquirida na comunidade num estudo de 2488 adultos nos EUA
(Jain et al, 2015). O MPVh pode infectar e replicar-se tanto no trato respiratdrio superior como
no inferior. Nas criangas, a ITRS pode levar a pneumonia, bronquiolite, exacerba¢des da asma
e crupe. Em adultos jovens saudaveis, A infecdo por HMPV ¢ tipicamente uma ITRS ligeira,
mas a gravidade aumenta com o aumento da idade e da comorbidade. O MPVh pode causar
pneumonia e exacerbagdes da asma e da DPOC (Van Den Hoogen et al., 2001; Van Den
Hoogen et al.,2003).

Os coronavirus sao uma grande familia de virus de RNA de fita simples, envelopados
e polaridade positiva, que causam um vasto espetro de doengas animais ¢ humanas (Fung ;
Liu,2019). Devido a sua ampla distribuigdo zoondtica e as elevadas taxas de substituicdes e
recombinacdo de nucleotideos gendmicos, existe um risco constante de propagagdo do seu
reservatdrio animal habitual para espécies intermédias e para o ser humano. Por conseguinte,
sdo consideradas uma grave ameaga em potencial para a saide mundial. Antes do aparecimento
da sindrome respiratéria aguda grave por SARS-CoV-2, tinham sido descobertasseis espécies
de CoV capazes de infetar os seres humanos. O HCoV-229E e o -NL63 pertencem ao género
Alphacoronavirus, enquanto que o HCoV-OC43, -HKU1, SARS-CoV e o Middle East
respiratory syndrome (MERS)-CoV sao classificados como Betacoronavirus (Fung;
Liu,2019).

Os CoVs endémicos humanos (-229E, -NL63, -OC43 e -HKU1) representam agentes
etiologicos frequentes de ITRS, sendo responsaveis por 7-30% dos casos de resfriado comum.
Em climas temperados, as infec¢des por CoV sdo comuns durante o inverno, enquantonas
regides tropicais prevalecem durante todo o ano. Apods 2-5 dias de incubagdo, os sintomas
tipicos sdo congestao nasal, rinorreia, faringodinia, espirros, tosse, febre dor de cabega, anorexia
e mialgias (Dominguez; Robinson; Holmes,2009; Walsh; Shin; Falsey, 2013).

No entanto, a apresentacdo clinica ¢ inespecifica, e pode variar desde uma infeg¢ao
assintomatica até uma doenga potencialmente fatal. As doengas graves sdo mais frequentemente
observadas nos seguintes grupos: em criangas, que podem desenvolver crupe laringeo,
bronquiolite € pneumonia (Dominguez; Robinson; Holmes, 2009); em idosos com doengas
cronicas subjacentes, que podem sofrer pneumonia, exacerbacdes da DPOC e descompensacao
da insuficiéncia cardiaca congestiva (Walsh; Shin; Falsey, 2013); e em hospedeiros
imunocomprometidos, que estdo em risco de pneumonia grave e insuficiéncia respiratoria
aguda (Ogimi et al., 2017). Os sintomas gastrointestinais também sao observados e existem

algumas provas de sindromes neuroldgicas relacionadas com o CoV (Dominguez; Robinson;
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Holmes, 2009; Walsh; Shin; Falsey, 2013).

O virus influenza causador da gripe por sua vez, ¢ conhecido pelo seu potencial em
causar pandemias e epidemias anuais recorrentes. Os virus da gripe sdo virus de RNA fita
simples, pertencentes a familia dos Orthomyxoviridae. A doenga respiratdria € principalmente
causadapelos virus da gripe A e da gripe B (Krammer et.al 2018). A gripe ¢ classificada em
subtipos com base nos antigenos da hemaglutinina (H) e da neuraminidase (N) (por exemplo,
H5N1). A gripe tem uma grande variabilidade antigénica devido a deriva e a mudanga
antigénica. A deriva antigénica ¢ uma variagao antigénica menor, de ocorréncia frequente, que
ocorrem nosantigenos H e N. O virus influenza B tem atualmente apenas duas linhagens em
circulagdo: "Victoria" e "Yamagata". Operiodo de incubacao da gripe ¢ de 1-4 dias. A gripe
nos adultos manifesta-se com um inicio abrupto de febre, mal-estar, dor de cabeca, dor de
garganta, tosse seca e mialgia. A febre atingeo seu pico em 24 horas e dura 1 a 5 dias (Cox;
Subbarao,1999).

Os adultos mais velhos podem apresentar-se de forma atipica com febre e confusio
sem sintomas respiratorios, enquanto as criangas podem apresentar febre alta e sintomas
gastrointestinais. As criangas pequenas, os idosos e os doentes imunocomprometidos correm
um maior risco de complicacdes. As complicacdes da gripe incluem pneumonia viral,
pneumonia bacteriana secundaria, miosite, complica¢des cardiacas (miocardite, pericardite) e
complicagdes do sistema nervoso central (sindrome de Guillain-Barré, mielite transversa,
encefalite) (Treanor,2020).

O peso global das infec¢des respiratdrias virais ndo relacionadas com a COVID-19 ¢
substancial em todos os grupos etarios. Para lidar com o desafio da sua prevengao e tratamento
¢ importante reconhecer as suas sindromes clinicas e o comportamento especifico dos agentes
virais. Relativamente ao seu diagnostico, os métodos emergentes de detecdo molecular tém
substituindo progressivamente os testes de diagndstico convencionais, fornecendo resultados
mais confidveis e mais rapidos. Os achados imagioldgicos das infec¢des virais respiratorias sao
diversos e sobrepdem-se. Embora ndo se possa chegar a um diagnostico definitivo apenas com
base em estudos imagiologicos, o conhecimento das caracteristicas distintivas das infec¢des
virais respiratorias virais melhora a precisdo do diagndstico, evitando tratamentos e estudos

desnecessarios. (Nunes et al., 2022).
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Estudos preliminares de Nunes- Silva e colaboradores (2022), relataram uma auséncia
efetiva da epidemia sazonal anual para a maioria dos virus respiratorios nao-SARS-CoV-2 no
Canada na época de virus respiratorios de 2020/2021. As razdes para esta diminui¢do drastica
ainda ndo sdo claras e podem refletir uma série de fatores diferentes. E provavel que a aplicagio
de medidas rigorosas para reduzir a propagagdo do SARS-CoV-2 também levou a diminuigdes
significativas na transmissdo de outros virus respiratorios. No entanto, o papel da deslocacdo
viral ¢ da interferéncia do SARS-CoV-2 ainda nao ¢é conhecido. Além disso, nao ¢ claro se a
falta de exposi¢do a virus respiratorios nao-SARS-CoV-2 durante a pandemia de COVID-19
podera resultar em surtos maiores de outras doencgas respiratorias virais. O conceito de uma
recuperagdo nos niveis de virus respiratorios sazonais apos o relaxamento das medidas de

distanciamento social merece uma analise mais aprofundada.
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Durante milhdes de anos as comunidades microbianas tem co-evoluido com os humanos e

nossos ancestrais, habitando todas as superficies do corpo, incluindo a mucosa do trato

respiratério. Locais especificos no trato respiratorio contém comunidades bacterianas

especializadas, que possuem um papel importante na manutengdo da satide humana (Man

Wh.2017).
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Figura 2. Composi¢do microbiana em individuos saudaveis e com infecgdes

respiratorias pelo SARS-CoV-2 assim como os fatores que determinam essa

composic¢do, fundamentada nos trabalhos de Man Wh.2017; Li et al., 2023.
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Até agora, as pesquisas se concentraram em grande parte na microbiota intestinal e
metabolitos derivados dessa comunidade, e sua influéncia no metabolismo e imunidade do
hospedeiro. No entanto, estudos recentes sobre ecossistemas microbianos em outros locais do
corpo, incluindo o trato respiratorio, revelaram um papel ainda mais amplo para a microbiota
na saide humana (Lloyd-Price et al., 2016). O microbioma humano consiste no coletivo de
genomas de microrganismos anfibionticos, vivendo no corpo humano tendo um papel-chave na
saude e imunidade (Abt Mc et al., 2012). Cada habitat corporal abriga uma comunidade
bacteriana caracteristica, (Costello et al.,2009; Huttenhower C et al.,2012) que ndo ¢ constante
ao longo da vida, sofrendo mudancas com a idade (Thomas et al., 2017). Normalmente, a
microbiota dos individuos € estavel ao longo do tempo, embora seja sensivel a mudangas no
estilo de vida, dieta e doencas (David et al.,2014; Lozupone et al.,2012;). Perturbacdes destes
ecossistemas microbianos podem ser associados a varias doengas, incluindo a doenga
inflamatoria intestinal, infeccao por Clostridioides assim como condi¢des associadas a doengas
criticas (ou seja, septicemia, doengas respiratorias agudas e sindrome da disfungdo de 6rgados
multiplos) (Lozupone et al.,2012; Prescott et al.,2015; Yamada et al.,2015).

Além de facilitar as trocas gasosas, o epitélio das vias respiratdrias desempenha um papel
crucial de barreira fisica e quimica contra infeccdes por microorganismos. Essa fungdo ¢
alcangada através da combinacao entre a agado mucociliar nessas areas € a manutengao de uma
barreira fisica eficaz. O muco, produzido por células caliciformes, desempenha um papel
fundamental na captura e neutralizacdo de microrganismos por meio de mucinas, proteinas
antimicrobianas e imunoglobulinas secretadas pelas células epiteliais. Os cilios presentes na
superficie apical das células ciliadas coordenam-se para movimentar 0 muco € OS
microrganismos nele retidos para longe das vias respiratorias, expulsando-os. Esta acdo
representa a primeira linha de defesa contra microrganismos invasores (Bergelson, 2009;
Voynow ; Rubin, 2009).

A formagdo da barreira fisica € composta por proteinas que facilitam a adesdo estreita
célula-célula entre as células epiteliais. Isso inclui a presenga de jungdes estreitas (TJs), jungdes
aderentes (AJs), jungdes gap (GJs) e desmossomas (Rezaee ; Georas, 2014). Essas estruturas
constituem uma barreira altamente eficaz que previne a penetragao de virus e bactérias através
da camada epitelial, impedindo sua disseminagdao sistémica na circulagdo e o acesso aos
receptores virais na superficie epitelial basolateral (Bergelson, 2009; Voynow ; Rubin, 2009;

Sharma et al., 2020).
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As células epiteliais e as células sensoriais residentes, como os macrofagos e células
dendriticas, possuem a capacidade de detectar e reagir a presenga de microrganismos por meio
de receptores conhecidos como "receptores de reconhecimento de padrdes" (PRRs). No epitélio
respiratorio, esses PRRs incluem os receptores Toll-Like (TLRs), fator de crescimento
epidérmico (EGF) e lectinas do tipo C. Eles sdo responsaveis pelo reconhecimento de moléculas
microbianas conservadas, como componentes das paredes celulares bacterianas e fingicas,
flagelina, DNA e RNA viral, além de elementos das células do hospedeiro que indicam danos
celulares (Parker; Prince, 2011).

A detecgao desses componentes bacterianos, fungicos e virais desencadeia a liberagao de
moléculas sinalizadoras, como citocinas € quimiocinas, que iniciam a resposta imune inata
(Invernizzi et al., 2020). Por exemplo, a ativagdo dos PRRs pode influenciar as jungdes entre
as células (incluindo TJs, GJs, AJs e desmossomas) por meio do aumento da expressdao de
citocinas pré-inflamatorias ou do fator de crescimento epidérmico (EGF). Esse processo pode
resultar no enfraquecimento ou fortalecimento da barreira epitelial respiratoria (Lebeer et al.,
2010; Martens et al., 2018). Embora a microbiota seja em parte controlada pela exclusdo do do
epitélio por meio dos mecanismos previamente descritos, existem evidéncias indicando que os
microrganismos comensais também podem desencadear diretamente a tolerancia imunologica
e suprimir a ativacao de sinais inflamatorios (Nesbitt; Burke; Haghi, 2021).

A cavidade nasal humana abriga bactérias que suprimem a colonizacdo de patdogenos
oportunistas, competindo por espaco limitado e nutrientes, podendo até mesmo produzir
compostos toxicos que inibem diretamente ou matam microrganismos concorrentes (Hardy et
al.,2019). Nas ultimas décadas, estudos clinicos descobriram os papéis criticos desempenhados
pela microbiota na dire¢do e regulagdo de varios sistemas biologicos ao longo do corpo.
Doengas como, sindrome inflamatoria cronica do intestino, tlceras pépticas e infecgdes virais
foram doengas recentemente associadas a mudangas significativas na microbiota do intestino,
cavidade nasal e bucal (Kolhe et al., 2021).

O trato respiratorio superior (TRS) € colonizado por uma grande variedade de bactérias
que constituem a microbiota respiratoria. Dentre essas bactérias, as mais conhecidas sdo as
chamadas anfibidnticas, ou seja, microorganismos que habitam o trato respiratorio sem causar
danos a esse sitio, mas podem induzir a processos inflamatorios em situacdes de desequilibrio.
Espécies anfibionticas como por exemplo, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae
e Staphylococcus aureus, que podem colonizar o TRS de forma assintomatica, mas tém o

potencial de causar doencas (Schenck; Surette; Bowdish, 2016).
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Como mostra a figura 2. o perfil bacteriano associado com o estado respiratdrio saudavel
inclui Prevotella, Veillonella, Streptococcus, Staphylococcus e Moraxella. E os fatores
determinantes para essa composicdo vao desde a fatores como modo de nascimento,
amamentagao, contato com irmaos e outras criangas em creches, estagdes do ano além de fatores
genéticos entre outros. Por outro lado, a microbiota em desequilibrio por infec¢des respiratdrias
causadas pelo SARS CoV-2 estdo relacionadas com uma menor diversidade grupos microbianos
responsaveis pela saude respiratoria e aumento da quantidade de bactérias patogénicas, tais
como Klebsiella, Acinetobacter, Serratia, Pseudomonas, Veillonella, Megasphaera,
Prevotella, Peptoniphilus eAnaerococcus (Li et al., 2023; Man Wh.2017).

Os virus respiratdrios tém entrada no organismo humano pelas vias aereas superiores,
conhecidas como por¢des condutoras. Eles sdo os principais agentes causadores de infec¢des
agudas no trato respiratdrio. Um possivel mecanismo pelo qual a gripe causada pelo virus
influenza e outras infec¢des virais podem predispor os individuos infectados a desenvolver
pneumonia bacteriana secundaria ¢ a alteragdo na composi¢ao microbiana das vias respiratorias
superiores. Isso pode promover o crescimento de agentes patogénicos, facilitando a subsequente
entrada de grandes quantidades de bactérias no sistema respiratério inferior (Leung, 2021).

O SARS CoV -2 causador da COVID-19 penetra no hospedeiro através das vias
respiratOrias superiores, € a barreira nasal ¢ a primeira linha defensiva para evitar a infegao.
Uma vez que o virus tenha entrado nas células alvo do trato respiratorio, a replicacdo, maturagao
e liberagdo do virus ocorrem enquanto a célula hospedeira sofre apoptose com a liberagdo de
moléculas inflamatorias. Estes eventos iniciais iniciam uma resposta imunologica que pode
levar a resolugdo da infe¢ao ou, se ndo for funcional, desencadear uma tempestade de citocinas
que exacerba a inflamag¢ao pulmonar e aumenta a suscetibilidade a infec¢des bacterianas ou
fingicas secundarias. Para além disso, a tempestade de citocinas pode causar lesdes

potencialmente fatais em varios 6rgaos (Tay et al ., 2020).
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2.5 Mecanismos de resposta imune do hospedeiro frente as infeccdes respiratorias

virais

Para compreender a patogénese das doengas infectoparasitarias e as diversas estratégias
empregadas pelo hospedeiro e pelo agente infeccioso, ¢ fundamental adquirir conhecimento
sobre os principais mecanismos de defesa do sistema imunoldgico e as variadas interagdes entre
o hospedeiro e os agentes infecciosos. Assim como em uma rede de colaboragdo, o sistema
imunologico opera com a contribuicdo de diversos elementos estruturais, moleculares e
celulares. Nesse contexto, reside o equilibrio entre saude e doenga, na qual tanto a insuficiéncia
das respostas imunologicas quanto sua hiperatividade podem resultar em danos teciduais
(Machado et al., 2004). Em relagdo aos multiplos mecanismos de defesa contra virus, as
doengas virais ndo apenas sdo frequentes, mas atualmente representam uma das principais
causas de mortalidade na populagao.

Os seres humanos estdo continuamente expostos a microrganismos invasores, cCOmo 0s
virus. A resposta do hospedeiro humano a detecgdo e enfrentamento desses virus invasores
desempenham um papel crucial no desfecho das infecgdes. A deteccao inicial de uma infecgao
viral depende principalmente da identificacao de acidos nucleicos virais, ou seja, DNA ou RNA.
Esses acidos sdo identificados pelo hospedeiro através de receptores de reconhecimento de
padroes (PRRs), os quais estdo codificados na linha germinal. As vias de sinalizagdo associadas
constituem uma grande parte do sistema imunitdrio inato. Apds a ativacdo destes PRRs, sdo
produzidos interferons (IFNs), de tipo I e tipo III quimiocinas e citocinas pro- inflamatdrias
sdo produzidas para ativar a inflamacao.Os interferons de tipo I e de tipo III s3o potentes agentes
antivirais, uma vez que induzem a expressdo de genes estimulados por interferons (ISGs),
alguns dos quais atuam como fatores diretos de restricdo do virus, estabelecendo assim o o
"estado antiviral" nas células vizinhas nao infectadas (Carty,M.; Guy,C.;Bowie.A,G, 2021).

No contexto da COVID-19, a capacidade de resposta inflamatéria do organismo
desempenha um papel crucial. Quando essa resposta € eficiente e bem equilibrada, a doenga
tende a seguir um curso autolimitado e menos severo. Contudo, em alguns casos, a doenga
assume uma forma grave, afetando uma parcela de pacientes que desenvolvem uma resposta
imunolédgica exagerada ao virus SARS-CoV-2. (Brandao et al, 2020).

Quando a infec¢do atinge as células humanas, estas sdo prontamente identificadas pelos
sistemas imunologico inato e adaptativo. Essas duas linhas de defesa desencadeiam a produgao

de uma variedade de citocinas como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e o interferon-



33

gama (IFN-y). O TNF-a desempenha um papel importante na ativacdo dos neutrofilos, na
promocao da coagulacao sanguinea e na regulacdao da temperatura corporal, incluindo a inducao
da febre. Enquanto isso, o IFN-y desencadeia uma atividade macrofagica destinada a destruir o
patogeno e amplifica a liberagao de diversas citocinas, incluindo aquelas com propriedades pro-
inflamatorias, pro-fibréticas e regulatdrias da resposta imunologica (Brandao et al, 2020).

No caso especifico do SARS- CoV-2, depois de entrar numa célula alvo, o virus ¢
reconhecido por receptores de reconhecimento de padrdes, tais como como os receptores Toll-
like 3, 7, 8 ¢ 9 e os sensores de infecao viral RIG-I e MDAS, e o reconhecimento viral induz
um mecanismo de resposta ao interferon (IFN) de tipo I e os genes estimulados pelo IFN
(Fitzgerald; Kagan, 2020). A resposta do TLR3 desencadeia a transcrigdo do gene NLR
(NLRP3), que juntamente com outras respostas celulares a infeg¢do viral, tais como a formagao
do fluxo de calcio a partir de espécies oxidativas reativas, o fluxo de calcio das reservas
citoplasmaticas, a agrega¢do de proteinas e a liberacdo de padrdes associados a patdgenos
contribui para a ativagcdo do inflamassoma do NLRP341 e, provavelmente, de outros complexos
de inflamassoma (Nieto et al., 2015).

Durante a pandemia de COVID-19, tém surgido e se disseminado ao redor do mundo
variantes do SARS-CoV-2. Segundo os dados apresentados pela Nextstrain, foram analisados
2.920 genomas entre dezembro de 2019 e abril de 2022
https://nextstrain.org/ncov/open/global?c=emerging_lineage). Ainda que a aparicdo dessas
novas variantes seja inevitavel e muitas delas ndo causem grandes mudangas no comportamento
do virus, algumas mutagdes podem resultar em alteragdes fenotipicas notéveis. Plataformas
internacionais de coleta de dados genomicos de patdogenos, como GISAID, Nextstrain e Pango,
tém monitorado e nomeado essas diferentes linhagens genéticas do SARS-CoV-2. Para facilitar
a discussdo e evitar confusdes, a Organizacao Mundial da Saude (OMS) coordenou reunides
entre cientistas e representantes do GISAID, Nextstrain e Pango. Essas reunides tiveram como
objetivo nomear e rastrear Variantes de Interesse (VOIs) e Variantes de Preocupacao (VOCs)
utilizando letras do alfabeto grego, de acordo com o impacto global desses fatores (Gong et al.,
2023)

A VOC ¢ definida como uma variante do SARS-CoV-2 que satisfaz a definicdo de uma
VOI e que demonstrou estar associada a uma ou mais das seguintes alteracdes com um grau de
importancia para a saude publica mundial: 1) aumento da transmissibilidade ou alteragao
prejudicial na epidemiologia da COVID-19; 2) aumento da viruléncia ou alteragdo na
apresentacao clinica da doencga; ou 3) diminui¢ao da eficacia das medidas sociais e de saude

publica ou dos diagndsticos, vacinas e terapéuticas disponiveis. Em 30 de agosto de 2021,
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quatro VOCs (alfa, beta, gama e delta) foram designados pela OMS. Com base na atualizagao
epidemioldgica da OMS, em 31 de agosto de 2021, as variantes alfa, beta, gama e delta se
espalharam para 193, 141, 91 e 170 paises, respetivamente (Choi; Smith, 2021).

Em 14 de dezembro de 2020, o Reino Unido (RU) notificou uma VOC do SARS-CoV-2,
linhagem B.1.1.7, que ficou conhecido como a variante "alfa", de acordo com a OMS (Public
Health England). A VOC alfa surgiu provavelmente em setembro de 2020, tendo-se tornado
rapidamente a variante circulante dominante no RU em poucos meses e depois foi exportado
para todo o mundo, o que implica uma vantagem de aptiddo em relagdo a linhagem original
(Chaillon A.; Smith D.M, 2021). A variante alfa inclui 17 muta¢des no genoma viral. Entre
estas, oito mutacdes encontram-se na proteina S (Davies et al.,2021). Dessas mutacdes, duas
delas aumentam a afinidade de ligagdo do virus ao receptor ACE2 das células hospedeiras
(Davies et al.,2021.; Starr et al., 2020). As principais mutagdes de B.1.1.7 que afetam
fortemente a transmissibilidade, a gravidade da doenca e a taxa de infe¢do sdo N501Y, a delecao
H69/V70 e P681H/R. A P681H ¢ adjacente ao local de clivagem da furina na spike, que ¢ um
fator determinante para a transmissao (Kemp et al., 2020). Além disso, a delecdo H69/V70 na
proteina S esta ligada ao escape imunologico e pode causar falhas ou resultados inconclusivos
nos kits de testagem e também podem aumentar o tempo de infec¢ao e o risco de complicacdes
graves. Especula-se que esta delecao modifica os epitopos imunodominantes localizados em
loops variaveis no NTD, conferindo resisténcia a neutralizacdo por soros de pacientes
convalescentes e individuos vacinados (McCarthy et al., 2021).

Em 18 de dezembro de 2020, pesquisadores da Africa do Sul relataram a linhagem
B.1.351 do SARS-CoV-2 (também conhecida como 501Y.V2), que foi nomeada como a
variante beta de acordo com a OMS. Essa variante foi identificada na Africa do Sul apos a
primeira onda da epidemia em uma area metropolitana severamente afetada (Nelson Mandela
Bay) localizada na costa da provincia do Cabo Oriental (Tang et al., 2021). A variante beta
inclui nove mutagdes (L18F, D80A, D215G, R246l, K417N, E484K, N501Y, D614G e
A701V) na proteina S, das quais trés mutagdes (K417N, E484K e N501Y) estdo localizadas no
RBD. A substituicdo N501Y também foi identificada na variante alfa no Reino Unido, e a
mutacdo demonstrou anteriormente aumentar a afinidade de ligacdo a ACE2 humana (Starr et
al., 2020.; Davies et al.,2021). As substituicdes E484K ¢ K417N também aumentam a afinidade
de ligacdo a ACE2 humana, e a combinacdo de N501Y, E484K e K417K aumenta ainda mais
a afinidade de ligacao (Gard Nelson et al., 2021).

A gama variante ou variante P.1, também conhecida como 20J/501Y.V3, ¢ um ramo da

linhagem B.1.1.28 que foi detectada pela primeira vez no Brasil (Sabino et al., 2021) e se tornou
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uma variante dominante no pais (Faria et al., 2021). A variante P.1 acumulou 12 muta¢des na
proteina spike, incluindo a mutagdo N501Y, que também esta presente em B.1.1.7 e B.1.351,
enquanto as mutacdes L18F, K417T, E484K e D614G sao compartilhadas com a variante
B.1.351. No total, a P.1 contém 12 mutagdes na spike para além da D614G, incluindo K417T,
E484K e N501Y no RBD, L18F, T20N, P26S, D138Y e R190S no NTD, e H655Y perto do
local de clivagem da furina (Sabino et al., 2021.; Faria et al., 2021.; Naveca et al., 2021). Uma
vez que a variante P.1 partilha trés mutacdes nos residuos RBD da spike, nomeadamente
K417T, E484K e N501Y com a B.1.351, ¢ resistente a neutralizagdo por varios anticorpos
monoclonais dirigidos a RBD, devido a presenca da mutagao E484K (Xie et al., 2021; Wang et
al., 2021; Wibner et al., 2021).

A linhagem B.1.617, também conhecida como G/452.V3 ou variante delta, foi
identificada pela primeira vez em Maharashtra, na India, em 5 de outubro de 2020, e é também
referida como uma variante de "dupla mutacao". A andlise pormenorizada do genoma e das
proteinas da B.1.617 revelou que surgiu de forma independente na india. Em 10 de maio de
2021, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) designou a B.1.617 e as suas sub-linhagens,
nomeadamente a B.1.617.1 (Kappa), a B.1.617.2 (Delta) ¢ a B.1.617.3, como "Variante
preocupante”. A B.1.617 apresenta multiplas mutagdes na proteina spike, incluindo D111D,
G142D, L452R, E484Q, D614G, P614R e P681R (Dagan et al., 2021). A "mutacdao dupla"
refere-se as mutacdes da B.1.617 na sequéncia de codificacao da proteina spike do SARS-CoV-
2 em E484Q e L452R, que estdo ligadas ao aumento da transmissao e da infecciosidade (Starr
et al., 2020; Deng et at., 2021).

A Omicron foi a quinta VOC do SARS-CoV-2 e ¢ a tinica em circulacdo. Esta variante
tem representado recentemente uma elevada ameaga para a satide publica mundial, sendo a mais
mutante, altamente transmissivel, e € comparativamente resistente, aos imunoterapéuticos ou
vacinas atualmente disponiveis (Khandia et al., 2022; Chen et al., 2022; Syed et al., 2022;
Torjesen, 2021). Para além da B.1.1.529, existem outras linhagens da variante Omicron: BA.1,
BA.1.1, BA.2, BA.3, BA.4 ¢ BA.5 (CDC, 2022; Desingu; Nagarajan 2022).

A Omicron substituiu rapidamente a Delta, tornando-se a variante dominante em
circulacdo a nivel mundial. Embora os relatorios de varios paises sugerem que os doentes
infectados com Omicron apresentavam sintomas menos graves do que a variante Delta, muita
desta informagao nao foi ajustada para potenciais fatores de confusdo, como a imunidade prévia
a infegdo ou a vacinacao e a disponibilidade de imunidade prévia a infe¢do ou vacinacao e a

disponibilidade de terapéuticas especificas para a COVID-19 (Relan et al., 2023).
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A Carateristica mais preocupante da variante Omicron ¢ a ¢ o agrupamento de 50
mutacoes, das quais cerca de 30 mutacdes foram detectadas na proteina spike (Thakur; Kanta
Ratho, 2022). Estas mutagdes estdo amplamente distribuidas em vérias proteinas, incluindo
NSP3, NSP4, NSP5, NSP6, NSP12, NSP14, proteina S, proteina do envelope, proteina da
membrana e proteina do nucleocapsideo (Chen et al., 2021) No entanto, as muta¢cdes mais
temidas sdo as do dominio de ligagdo ao receptor (RBD).

Surpreendentemente, o RBD da Omicron tem nove substituicoes (K417N, G446S,
S477N, E484A, Q493R, G496S, Q498R, N501Y e Y505H), que estdo localizadas na interface
de ligagdao da ACE2, afetando consideravelmente o reconhecimento do receptor, o tropismo
celular e o padrao de entrada, particularmente em combinagdo com outras mutagdes como como
H655Y, N679K e P681H. Assim, a compreensao da base molecular subjacente ao aumento da
transmissibilidade, da resisténcia imunitaria e das propriedades viroldégicas da variante
Omicron pode facilitar o desenvolvimento de estratégias de intervengao para travar esta crise
iminente (Cui et al., 2022).

Nesse contexto, entender como as doencas causadas pelos agentes virais se
desenvolvem e a varias maneiras pelas quais o hospedeiro € os agentes infecciosos interagem,
assim como os mecanismos de escape imunologico a e o impacto da infeccao sob a luz das
variantes da COVID-19 sdo fundamentais para compreender a patogénese das infecgdes
respiratorias virais € se tornam essenciais para prospeccionar novos estudos e gerir nao s6 a
pandemia da COVID-19 assim como as epidemias sazonais anuais por outros virus

respiratorios.
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar comparativamente a estrutura da microbiota do trato respiratorio superior de amostras
oriundas de secrecdes nasofaringeas e as caracteristicas epidemioldgicas entre os individuos
hospitalizados e comunitarios com SRAG devido a COVID-19 e os individuos com infecgao

respiratoria aguda devido a outras etiologias.

3.2 Objetivos Especificos

v" Selecionar grupos de individuos a partir de um banco de amostras clinicas de diagnostico da
COVID-19 na UFJF cujos resultados de diagnodstico permitam a classificagdo das amostras
como relacionadas a individuos comunitarios ou hospitalizados COVID-19 +, Individuos de
origem comunitaria atendidos em unidadesbasicas de sautde COVID-19 + ¢ individuos de
origem comunitaria atendidos em unidades de satde negativos para o diagnostico de COVID-

19 portadores de SRAG.

v Criar um banco de dados com caracteristicas socio-epidemiologicas e clinicas de individuos

dos 3 grupos atendidos no servigo de diagnoéstico molecular da COVID-19 do ICB/UFIJF.

v Obter de extratos de DNA metagenomico total a partir de espécimes da nasofaringe paraestudo
comparativo de perfil microbiano pela amplificacio de fragmentos de regides repetidas

(GTG’S.) representativas dos genomas bacterianos mais abundantes nasamostras.

v Correlacionar as caracteristicas sdcio epidemiologicas e clinicas e os perfis microbianos

comparativamente nos diferentes grupos.
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4.MATERIAIS E METODOS

4.1 Descricio epidemioldgica da infeccio pelo SARSCoV2 em Minas Gerais

De acordo aos dados do DATASUS, de 2020 a 2023,periodo pico epidémico do SARS CoV-2
no Brasil, o estado de Minas de Gerais, acumulou 4.202.102 casos, com 2.775 novos casos
notificados até 09/12/23, com incidencia da COVID-19 (100 mil hab) de 19.996,90. Quanto
aos Obitos acumulados aos longo desses anos de pandemia, foram notificados 65.881, com taxa
de mortalidade (100 mil hab) de 312,06. O ultimo informe epidemioldgico datado do dia 31 de
outubro de 2023 detalha o perfil epidemiologico dos casos de COVID-19 em MG de 2020 a
2023. Dos 4.202.102 total de casos confirmados, 216.990 apresentaram SRAG e 65.881
evoluiram para obito. A propor¢do de casos em relagdo ao sexo foi em sua maioria em feminino
(56%) contra 44% em individuos do sexo masculino, a maioria dos casos confirmados por raga
se dividiu entre Brancos ( 33,82%) e pardos ( 33,07%) com os menores percentuais entre pretos
(4,25%) e amarelos ( 3,02%). A quantidade de casos em relagdo a faixa etaria acometeu em sua
maioria individuos de até 59 anos com os menores percentuais entre os idosos ( > 60 anos). Em
relacdo aos obitos notificados, o ano de 2021 foi o ano com maior percentual de mortes
(67,07%) . Entre os inviduos com desfecho 6bito o maior de percentual foi de homens (54,74%)
42,26% de individuos do sexo feminino, com propor¢ao de Obitos por raga com 0s maiores
percentuais entre brancos (44,55%) e pardos (40,14%) e os menores entre os individuos pretos
(8,01%). Individuos com faixa etdria superior a 60 anos foram os que mais apresentaram
desfecho fatal. As comorbidades de maior ocorrencia observadas entre os individuos
acometidos pela COVID-19 em MG foram Cardiopatias , Diabtes e Obesidades. As cidades
que pertencem a Zona da Mata mineira , assim como seus respectivos numeros de casos
confirmados e 0bitos po COVID-19 sao: Cataguases ( 17.817 casos —299 obitos), Juiz de Fora
( 76.997 casos — 2434 6bitos), Manhuagu ( 12.125 casos — 269 6bitos), Muriaé (18.604- dbitos
381), Ponte Nova (10.914 casos — 6bitos 226) , Uba (28.220 casos — 381 obitos) e Vigosa (
20.042 casos — 168 oObitos) sendo os municipios de Juiz de Fora e Ub4a os com maiores

percentuais de casos e 0bitos respectivamente.

4.2 Indicadores epidemioldgicos e geograficos de Juiz de Fora -MG

Juiz de Fora ¢ um municipio brasileiro no interior do estado de Minas Gerais. Localiza-se
na Zona da Mata Mineira, a sudeste da capital do estado, com base em dados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE a populagdo residente de acordo ao ultimo censo

2022 ¢ de 540.756 pessoas. A taxa de escolarizacdo ¢ o percentual de pessoas de 6 a 14 anos
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que frequentam a escola em relagdo ao total de pessoas do mesmo grupo etario. E divulgada
pelo suplemento de Educacdo da PNAD Continua - Pesquisa Nacional por Amostra de
Domicilios Continua. A taxa para Juiz de Fora, foi de 99,4 % para o ano de 2022 (ultimo censo),
o produto interno Bruto PIB, medida pelo SCNT - Sistema de Contas Nacionais Trimestrais -
traz a evolugdo do PIB no tempo, comparando seu desempenho trimestre a trimestre € ano a
ano, foi de 42.247,52 (2021) com variagao de 3,4% com base no ano 2023.

Os indicadores epidemioldgicos em relagdo ao quadro da COVID-19 no municipio de
Juiz de Fora com base nos dados do DATASUS, base esta alimentada pelas secretarias de satde,
durante o periodo da crise sanitdria que acometeu o Brasil e o mundo em 2020. Durante o
periodo de 2020 a 2023, o niumero de casos confirmados de COVID-19 acumulados foi de
77.236, com incidéncia de 13.577,02 a cada 100 mil habitantes, nimero de 6bitos de 2.436 e
taxa de mortalidade de 428,22 a cada 100 mil habitantes.

4.3 Selecao dos participantes do estudo

Esta pesquisa faz parte de um projeto maior intitulado “Aspectos epidemiologicos e
moleculares da COVID-19 na Zona da Mata Mineira, construcao de vetor recombinante com
potencial para vacina oral e interferéncia do SARS-CoV-2 na estrutura da microbiota do trato
respiratorio superior, com implicagdes na evolugido da doenca”, aprovado pelo Comité de Etica
em pesquisa da instituicdo, sob o numero: 4.057.992 e CAAE n° 31527720.3.0000.5147
aprovado em 29/05/2020. O estudo recebeu dispensa do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE), tendo em vista que foram utilizados somente dadosobtidos do prontuario
eletronico dos pacientes e espécimes respiratdrios sob custddia da Universidade Federal de
Juiz de Fora — (UFJF) e utilizados na vigéncia da atuacdo do Centro de Estudos em
Microbiologia - CEMIC - no diagnostico molecular da COVID-19. Foram inseridos na pesquisa
118 individuos de ambos os sexos, adultos que buscaram os servigos de satide sob suspeita de
COVID-19, com teste RT-PCR para SARS-CoV-2 positivo e negativo. Os individuos foram
divididos da seguinte forma: grupo 1 ou G1 — Sindrome gripal por outras etiologias, grupo 2 ou
G2 - COVID-19 * comunitario e grupo 3 ou G3 - COVID-19 * hospitalar.O n amostral incluiu
todos os pacientes com teste RT-PCR para SARS-CoV-2 positivo (+) e negativo (-), no periodo
de abril a julho de 2020, totalizando 118 pacientes. Este periodo foi definido, por ser o inicio
da pandemia no Brasil com elevacdo do numero de casos especialmente interna¢des em UTI.
A definicao dos grupos se deu mediante a triagem, tendo como critério a origem do participante,

considerando-se individuos de ambos os sexos e qualquer faixa etaria com teste RT-PCR para
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SARS-CoV-2 positivo e negativo que buscaram o Sistema Unico de Saude (SUS) sobre a
suspeita de COVID-19. Para os individuos SG por outras etiologias foram considerados aqueles
com exame RT-PCR para SARS-CoV-2 negativo oriundos de qualquer unidade de satude , para
os participantes COVID-19 positivos (+) comunitarios foram incluidos aqueles provindos de
unidades de satide onde se prioriza o atendimento dos casos suspeitos de coronavirus por meio
da atengdo primadria, ou seja, pelo atendimento inicial,onde ¢ considerado a porta de entrada dos
usuarios nos sistemas de saide sendo eles: unidades de pronto atendimento (UPA) , unidades
basicas de saude (UBS) e servigos de atendimento movelde urgéncia (SAMU) , os participantes
COVID-19 positivos (+) hospitalizados foram incluidos aqueles admitidos em hospitais locais
e regionais. O detalhamento da triagem dos participantes selecionados, assim como os critérios

de inclusdo estdo expostos no fluxograma 1.

Fluxograma 01. Fluxograma de selecdo dos participantes do estudo
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Este estudo trata-se de uma andlise retrospectiva, onde foram analisadas amostras de
swabs de nasofaringe e orofaringe, de pacientes provenientes do Sistema Unico de Satide (SUS)
de Juiz de Fora-MG e adjacéncias. As amostras foram processadas no Laboratorio de Fisiologia
e Genética Molecular Bacteriana do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal

de Juiz de Fora, sendo mantidas sob refrigeragdo até o momento das analises.
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4.4 Coleta de dados e variaveis de estudo

Os dados foram levantados a partir das fichas de notificacao sob custddia do Centro de estudos
em microbiologia (CEMIC) da Universidade Federal de Juiz de Fora — (UFJF), fichas estas,
preenchidas no periodo pico epidémico, momento este, em que os individuos participantes
buscaram os servigos de satde sob suspeita de COVID-19. E devido a esse cenario, alguns
campos obrigatorios das fichas de notificagdo apresentaram-se incompletos. As variaveis
estudadas foram: sexo, faixa etéaria, escolaridade, vacinagdo da gripe na ultima campanha

(2019), comorbidades e sintomas.

4.5 Extraciao de DNA a partir de espécimes respiratorios

A extragdo de DNA metagendmico foi realizada através da técnica do Fenol-Cloroférmio. Para
o protocolo Fenol — Cloroférmio (SAMBROOK et al., 2001), tubos eppendorf 1,5 ml contendo
aproximadamente 1ml de amostras respiratorias foram submetidas a centrifuga¢do por 10
minutos a 14.000 rpm para formagao do pellet. Em seguida, a massa celular bacteriana foi
ressuspendida em 500uL de tampao de lise (I mM Tris-HCIl-pH 8,0, 0,5 M EDTA-pH 8,0,
Sacarose 25% em TE, Lisozyma e H20 gsp) vortexada e incubada em banho-maria a 37°C por
uma hora. Apds o tempo de incubacido, foi adicionado 50 uLL de SDS 20% seguido de 30 min
de incubagdo em temperatura ambiente. Posteriormente, o DNA foi purificado com a adi¢do de
500uL de Fenol saturado com Tris e em seguida foi adicionado 500uL de cloroférmio/alcool
isoamilico (29:01) seguido de homogeneizagao e centrifugacao a 14.000 rpm por 5 minutos em
temperatura ambiente. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo de 1,5 ml limpo e
novamente foi adicionado 500uL de cloroférmio/alcool isoamilico (29:01) homogeneizado e
seguido de nova centrifugagdao a 14.000 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente. A fase
aquosa foi transferida para um novo tubo eppendorf de 2,0 mL limpo e a precipitacdo foi feita
adicionando-se 50 pL de acetato de potassio a SM, a mistura homogeneizada, e adicionou-se
1,2 mL de etanol gelado (ice cold), a solugdo foi mantida em overnight a -20°C. Apds isso as
amostras foram centrifugadas a 4°C por 30 min a 14.000 rpm. Em seguida, o etanol foi
descartado e drenado dos tubos e o pellet de DNA foi lavado com Etanol 70%, secado a
temperatura ambiente e ressuspendido em 30uL de TE (10 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM EDTA)
e os DNAs foram armazenadas a -20°C. A concentragdo e pureza foi determinada utilizando-se
a relagdo 260/280 nm, estabelecendo-se o valor de 1.75 como referéncia minima ¢ foram

determinadas por espectroscopia utilizando-se o0 NanoDrop™ Lite Spectrophotometer (Thermo
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Fisher Scientific Inc.Waltham, MA, USA), de acordo as informacdes do fabricante. A
integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 0,8% em tampao TBE
0,5X (Tris-HCI-Borato EDTA), corado com brometo de etidio (EtBr) (SigmaAldrich) e
visualizado em transiluminador ultravioleta. O DNA representativo do metagenoma do trato

respiratorio superior extraido foi aliquotado e armazenado em freezer a -80°C.

4.6 Avaliacao da estrutura da comunidade microbiana

A técnica de rep-PCR, que produz um fingerprint ou “impressao digital” do genoma bacteriano
foi utilizada para avaliacdo da estrutura global da comunidade microbiana. A reagdo de rep-
PCR foi realizada utilizando o DNA total extraido diretamente do Swab de naso/orofaringe dos
participantes entre os trés grupos amostrais. As reagdes de PCR foram realizadas de acordo com
a literatura de (GEVERS et al.,2001), com modifica¢des, utilizando um tnico primer (GTG)’5
(5'-GTGGTGTGGTGGTGGTG-3"). Essas reagdes foram realizadas em volumes de 25 pL
contendo: Master mix Taq Pol (2X) Green 12,5 pL (Cellco Biotec- Brasil), Primer (GTG)’5
(IDT -USA) 2uL, 2 uLL de DNA (20 ng/pL) e 4gua ultrapura de PCR (Promega Corporation,
Madison, WI, EUA) foi adicionada a um volume final de 25 pL. A amplificagdo foi realizada
em termociclador automatizado (Biometra T1 Thermal Cycler, Gttingen, Alemanha)
programado nas seguintes condi¢cdes: Aquecimento a 99 ° C,5 min a 95°C, 30 ciclos de 1 min
a94°C, 1 mina50 °C,2 mina 72 °C e uma extensdo final de 10 min a 72°C. Os amplicons
foram separados em de gel de poliacrilamida 6% (p/v) com uma relacdo acrilamida/bis-
acrilamida de 29:1 em tampao Tris/Borato/EDTA 1x (TBE) refrigerado, com um tempo de
corrida eletroforética de 10 horas, usando-se uma fonte de eletroforese (Amersham Pharmacia
Biotech, Piscataway, NY) sob uma tensdo constante de 70 V, corrente elétrica de 400 mA e
poténcia elétrica 120 W. Foi utilizado um marcador de peso molecular de 1Kb DNA ladder
(Promega, Madison, WI, USA). O gel de poliacrilamida foi corado utilizando- se 10uL brometo
de etidio (EtBr) - (SigmaAldrich) e as imagens foram registradas usando transiluminador UVI
Pro Platinum 1.1 Gel Software (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). O padrao de bandeamento
obtido pela visualizacao das bandas de fragmentos de DNA amplificados nas reagdes de rep-
PCR foi considerado para avaliacdo do perfil estrutural da microbiota representativa do trato
respiratorio superior dos individuos dos 3 grupos amostrais. As andlises foram feitas por
diferenciacdo no padrdo de bandas, utilizando-se inspecdo visual dos géis de amplificacdao
sendo escolhidas 13 bandas majoritarias para cada individuo, onde criou-se uma matriz binaria

na qual a presenga de bandas correspondente a cada unidade taxondmica operacional (OTU)
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foi codificada como “1” presenca e auséncia como “0”.

4.7 Analises Estatisticas
Os dados clinicos e epidemiologicos foram organizados e tabulados em planilhas no programa

Excel (Microsoft Office ,2019), onde foram feitas tabelas de frequéncia para cada uma das
variaveis, seguido de tabelas de dupla entrada com a variavel grupo (G1, G2 e G3) versus as
variaveis selecionadas, onde nessas tabelas foi aplicado o teste de quiquadrado como objetivo
de analisar relagdes de dependéncia ou independéncia entre elas. Os dados obtidos foram
submetidos a Analise de Correspondéncia Multipla (ACM), e adotou-se o nivel de significancia
de 5% (p<0,05) com a associacdo entre as variaveis sociodemograficas e clinicas,onde dados
considerados significativos foram os dentro do intervalo de confianga de 95%.

Todas as analises estatisticas foram realizadas no software R Studio Team (2020). RStudio:
Integrated Development for R, PBC, Boston, MA versao 4.3.1, com o ambiente de
desenvolvimento integrado através do desenvolvimento de scripts no software RStudio, por
meio dos pacotes stat (fungdo chisc.test) e pacote ca (funcao ca). Na avaliagao do perfil da
comunidade microbiana a partir do DNA metagenomico extraido dos espécimes respiratorios,
a matriz binaria foi avaliada no programa XLSTAT 2022.3.1.1340 (Addinsoft, Franga), pelo
método de Agglomerative 48 Hierarchical Clustering (AHC). Posteriormente, foi construido
um dendrograma de similaridade, considerando-se o coeficiente de Jaccard, pelo método
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages) que utiliza médias
aritméticas (ndo ponderadas) das medidas de dissimilaridade, o que evita caracterizar a
dissimilaridade por valores extremos entre os objetos considerados com um bootstrap de 1000x

para analise de agrupamentos (De Paula et al, 2018).

5.RESULTADOS

5.1 Caracteristicas sociodemografico e clinicas

A tabela 1. contem os dados sociodemograficos e clinicos dos trés grupos de trabalho
inseridos na pesquisa. Os resultados obtidos apos a tabulacdo dos dados dos 118 participantes
foram baseados em caracteristicas sociodemograficas e clinicas dos 3 grupos sendo eles: G1(SG
por outras etiologias), G2 (COVID-19 * comunitarios) e G3 (COVID-19 * hospitalizados). O
levantamento dos dados supracitados mostrou que em G1, (58,9%) eram do sexo feminino e
(41%) do sexo masculino, com uma média de idade de 39,6 anos. Ja em G2, (65%) eram do
sexo feminino e (35%) do sexo masculino com uma média de idade de 47,4. Por sua vez G3,

(85,8%) eram do sexo feminino e (14,2%) do sexo masculino apresentando a maior média de
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idade observada entre os 3 grupos participantes 50 anos.

Tabela 1 — Aspectos sociodemograficos e clinicos observados em
individuos com sindromegripal
por outras etiologias

Variaveis n=118
Sindrome COVID () COVID (+) Total p-Valor
Gripal Comunitirio  Hospitalar
(OE)
Sexo 0,725
Feminino 23 (58,9%) 26 (65%) 22(358%) 7
Masculino 16 (41.0%) 14 35%) 17 (14.2%) 47
39 40 39 118
Faixa etaria 0,054
Recém-Nascido 000.0%) 1 25%) 00 (0.0%) 1
< de 60 anos 36(923%) 30 (72,9 28 (71,7%) 93
> 60 anos 3 (7.6%) 10 25%) 1128.3%) 24
39 40 39 118
Escolaridade 2876
Nivel Fundamental 2 (5.1%) 6 (15%) 1260.7%) 20
Ensino Médio 1260.7%) 9 (22.5%) 3 (7:6%) 24
Nivel Superior 17(43.5%) 9 (22.5%) 9 (23%) 35
Nao Alfabetizado 1 25%) 2 5%) 2 5.1%) 5
Nao informado 3(7.6%) 7 (17:5%) 7 (17.9%) 17
IgnOradO 4 (10,2%) 7 (17,5%) 6 (15,3%) 17
39 40 39 118
Vacina da Gripe *0,013
Sim 28 (71,7%) 16 “40%) 15 (38:46%) 59
Nio 6 (153%) 16 “40%) 8§ (20.5%) 30
Ignorado 3 (7.6%) 7 (17.5%) 13 (33.3%) 23
N3o informado 2 (5.1%) 1 25%) 3 (7.6%) 6
39 40 39 118
Comorbidades *<0,05
1 comorbidade 14 65.8%) 5 (12.5%) 12 G07%) 3]
2 ou mais comorbidades 2 G1%) 10 @5%) 9 (23%) 21
Sem comorbidades 21(53.8%) 18 5% 9 (23%) 48
Sem informagao 2 G1%) 7 (17:5%) 9 (23%) 18
39 40 39 118
Sintomas *<0,05
Sintomas Respiratorios 14 G58%) 7 (17,5%) 11283%) 32
Sintomas Nado Respiratorios 3 (7:6%) 125%) 0 (00%) 4
Sintomas respiratorios / ndo respiratorios 7 (17:9%) 31 075%) 27 29 65
Sem informagao 5 (128%) 1 2.5%) 12.5%) 7
Assintomatico 10256%) 0(0.0%) 000% 1o
39 40 39 118

Fonte: elaborado pelo autor (2023).

*Variaveis com significancia estatistica (p < 0,05, ou, probabilidade menor ou igual a 5%).



45

A variavel sexo assim como as demais mseridas nas analises, foram submetidas a analise
estatistica por meio dos testes ndo paramétricos do Qui-Quadrado, com nivel de significancia
de 5% (p-valor<0,05). onde a varidvel sexo apresentou nao apresentou significancia estatistica.
A faixa etaria em G1, foi composta por (92,3%) de individuos com idade < de 60 anos e (7,6%)
de > 60 anos. Em G2, grupo composto por individuos com a COVID -19 comunitéria, houve
um recém-nascido (2,5%), tnico observado entre os trés grupos, (72,5%) foram de individuos
< de 60 anos e (25%) individuos > 60 anos. Em G3, manteve-se a tendéncia e predominio de
individuos < de 60 anos com (71,7%), no entanto, obteve-se o maior percentual

de idosos (28,3%) essa variavel também ndo apresentou significincia estatistica.
A diferenca da média de idade entre os grupos foi observada entres os individuos de G1 e

G3 e ndo observada em G2 como mostra a tabela 2. Para todos os intervalos reais obtidos entre
as médias das faixas etérias dos trés grupos de trabalho, utilizou-se intervalo de confianga (IC)
de 95%. Em G1 formou-se o intervalo real em torno das estimativas G1 [38,65; 39,35], em G2
[42,0;52,7] e G3 [44,6; 55,2], tais intervalos tem a probabilidade de 95% de conter o verdadeiro
pardmetro da média das idades. Além disso, aplicou-se o teste de t de student para a igualdade
das médias de idade de cada grupo com um nivel de 5% de significancia, onde em G2 e G3 nao
diferiram entre si.

Tabela 2- Média de idade x Sexo por grupo de trabalho.

Gl G2 G3 p-valor
Feminino (%) 58,9 65 85,8
Masculino (%) 41 35 25 *0,725
Média 39,7 47,4 50

* Variavel ndo significante(p-valor>0,05)

A escolaridade dos individuos variou entre os grupos. Em G1, os maiores percentuais
observados se concentraram no nivel superior (43,5%) e nivel médio (30,7%), as informagdes
ausentes ¢ ignoradas foram (10,2%) e ndo informados (7,6%) respectivamente. Com os menores
percentuais vistos no nivel fundamental (5,1%), seguidos de ndo alfabetizados (2,5%).

Em G2, foi observado dados mais heterogéneos no quesito escolaridade, onde os
percentuais observados se distribuiram em ordem de percentuais nos niveis médio e superior
com (22,5%) seguidos de dados ausentes ou ignorados (17,5%), com os menores percentuais
no nivel fundamental (15%) seguidos dos ndo alfabetizados (5%). Por fim G3, predominou
individuos com nivel fundamental (30,7%) e nivel superior (23%). Com (17,9%) de dados

ausentes e (15,3%) de dados ignorados, com os menores percentuais no nivel médio (7,6%) e
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ndo alfabetizados onde esta varidvel foi outra também que ndo apresentou significdncia
estatistica com p-valor>0,05.

Em relacdo aos dados quanto a vacinagao da gripe na ultima campanha, O grupo SG- por
outras etiologias (G1) se mostrou o com maior taxa de imunizagao (71,7%) e com (15,3%) de
ndo vacinados. Os dados ignorados e ndo informados foram (7,6 %) e (5,1%) respectivamente.
G2 por sua vez, apresentou (40%) de vacinados e (40%) ndo vacinados, com percentuais de
ignorados e ndo informados de (17,5%) e (2,5%). Em G3, grupo de individuos hospitalizados,
observou-se a menor taxa de vacinacdo entre os trés grupos, com (38,4%) de vacinados e
(20,5%) de ndo vacinados, e o maior percentual de informacdes ignoradas e/ou ausentes (33,3%
e 7,6%) e esta variavel apresentou significancia estatistica.

As comorbidades foram triadas baseadas em individuos com 1 comorbidade, 2 ou mais
comorbidades, sem comorbidades e sem informag¢do. Em G1, foi visto o maior indice de
individuos com apenas 1 comorbidade (35,8%) alem do maior percentual de individuos
saudaveis ou sem comorbidades (53,8%), e também os menores indices de informagdes
ausentes e 2 ou mais comorbidades relatas (5,1% e 5,1%). Em G2 o percentual de individuos
saudaveis foi de (45%), o segundo maior que os observados nos demais grupos, com um
aumento significativo de individuos com 2 ou mais comorbidades (25%) e o menor indice entre
os trés grupos (G1-G2 e G3) de individuos com 1 comorbidade (12,5%) com um aumento em
relagdo a Gl de informagdes ausentes. No G3, (30,7 %) dos individuos apresentaram 1
comorbidade e (23%) com 2 ou mais comorbidades, sem comorbidades e sem informagao.
Nesse grupo, foi visto o menor indice de individuos saudaveis, o que pode explicar a internagao
dos mesmos.

O termo comorbidade se refere a quando um individuo apresenta 1 ou mais doencas de
base diagnosticadas no momento da avaliagdo. De modo geral, as comorbidades incluem
doencgas crdnicas, ou seja, que nao tém cura, porém, passiveis sao de controle. Entretanto,
podem ser também questdes de longo prazo, a exemplo de problemas transitdrios, como o uso
temporario de imunossupressores ou tratamentos de neoplasias. Nos grupos analisados, foi
observado em maior e menor ocorréncia a existéncia de asma, diabetes, doenga cardiovascular
cronica - DCC, doenca renal cronica -DRC, doenga neurologica cronica — DNC, hipertensao

arterial sistémica- HAS, hipotireoidismo, obesidade, dentre outros.
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O gréfico 1, detalha a ocorréncia das comorbidades por grupo de trabalho, onde as
condi¢cdes observadas em todos os grupos foram asma, diabetes, HAS, obesidade e doenca
cardiovascular cronica. Houve ainda, comorbidades com pelo menos 1 caso, observados em G1
e G2, sendo: pneumopatia (ndo foi citado o tipo), dislipidemia e insuficiéncia cardiovascular.
cronica. Em G3 as de menor ocorréncia foram hiperplasia prostética, bronquite, gastrite, rinite
e doenca pulmonar obstrutiva cronica — DPOC e esta variavel foi outra dentre as quais, que

apresentaram significancia estatistica.

Grafico 1- Representagdo da oco Composigao microbiana por grupo de trabalho.
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DPOC = Doenga pulmonar obstrutiva cronica, ICC = Insuficiéncia cardiovascular crénica, DNC
=Doenga neuroldgica cronica, DRC = Doenga renal cronica, DCC = Doenga cardiovascular cronica e
HAS= Hipertensaoarterial sistémica.

Os dados de sintomas, foram alocados nas variaveis considerando individuos com:
sintomas respiratorios, nao respiratorios, sintomas respiratorios € ndo respiratorios,
assintomaticos e informagdo ausente. Os sintomas respiratorios, apresentaram os maiores
indices em G1(35,8%) seguido de G3 (28,3%) e o menor em G2 (17,5%). Houve menor
ocorréncia de individuos com sintomas ndo respiratorios em G1 (7,6%), G2 (2,5%) e auséncia
desses sintomas em G3. Quanto a presenca de ambos, tanto sintomas respiratorios como nao
respiratorios foi visto em G2 (77,5%) e em G3 (69,2%) com G1 (17,9%) o menor percentual

observado entre os trés. Assintomaticos também foram observados com baixo percentual
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(25,6%), e vistos somente em G 1, assim como os dados ausentes vistos em G1, G2 e G3 (12,5%;
2,5% e 2,5%) respectivamente e esta varidvel também apresentou significancia estatistica com
p-valor<0,05.

A partir de dados observados no grafico 2., os sintomas respiratdrios de maior ocorréncia
foram tosse, odinofagia e dispneia, saturagdo 02<95%, rinorreia e anosmia - ageusia. No
entanto, anosmia — ageusia ndo foi observado em participantes com SG- por outras etiologias
sendo um sintoma exclusivo de pacientes com infec¢ao pelo SARS-CoV-2. Nos individuos com
COVID-19 os sintomas supracitados foram mais presentes que nos individuos com sindrome
gripal por outras etiologias.Os sintomas ndo respiratorios mais prevalentes foram febre,
cefaleia, dor muscular e alteragdes gastrointestinais. Seguindo a mesma tendéncia dos sintomas
respiratorios, observou-se que maioria dos sintomas citados foram observados nos individuos

com COVID-19 que na sindrome gripal por outras etiologias.

Grifico 2- Representagdo da ocorréncia de sintomas clinicos em individuos com COVID-19e
sindrome gripal por outras etiologias.
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* SG = Sindrome Gripal
Para representar a ocorréncia dos sintomas observados como mostra o grafico 2, optou-se
por dividir os trés grupos de trabalho, em apenas dois onde G1 se refere aos individuos com
sindrome gripal por outras etiologias (n=39) e G2 ¢ G3 a individuos positivos para COVID-19
(n=79).
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Para determinar se as variaveis sao independentes, comparou-se o valor-p e observou-se o
nivel de significancia analisado na tabela 1. A partir dos niveis de significAncia observados na
tabela entre as varidveis inseridas nesse estudo, as que apresentaram -se com significancia
(p<0,05) foram as varidveis vacinas da gripe (altima campanha), comorbidades e sintomas onde
serdo avaliadas posteriormente através de analises multivariadas a fim de mensurar as distancias
inter-unidades ¢ associagOes entre as mesmas. As demais, como: sexo, idade e escolaridade
apresentaram p>0,05 como ndo hé evidéncias suficientes para concluir alguma associacdo nao

foram feitas analises de associagao.

5.2 Analise de correspondéncia miultipla das varidveis sociodemograficas e clinicas

As variaveis analisadas através de tabelas de dupla entrada via método biplot foram as que
obtiveram p-valor < 0,05 sendo elas: comorbidades, vacina da gripe (Ultima campanha) e
sintomas. Como mostra a figura 3(a), as associacdes entre individuos com duas ou mais
comorbidades foram maiores em G2 (COVID + comunitarios). No entanto, em G3 (COVID +
hospitalizados) houve maior associagao com informagdes de comorbidades ausentes e G1(SG-
outras etiologias) por sua vez, apresentou baixa associagdo e estabilidade com individuos sem
comorbidades e a0 menos uma comorbidade relatada.

Quanto aos resultados no que se refere a vacinagdo da gripe na Ultima campanha
expostos na figura 3(b), o G1 apresentou maior associacdo com individuos vacinados. G2
apresentou baixa associa¢do com individuos ndo vacinados e G3 com informagdes faltantes.
Referente aos sintomas a figura 3(c), G1 se associou aos participantes assintomaticos, com
sintomas ndo respiratorios € os sem a informagao relatada. Em G2 e G3 curiosamente houve

uma alta associagdo a individuos tanto com sintomas respiratorios como nao respiratorios.
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Figura 3 — Biplot de analise multivariada (a, b e ¢) referentes a associagdo entre os grupos e as
variaveis significantes - comorbidades, vacina da gripe na ultima campanha e sintomas. (p-valor

<0,05)
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5.3 Avaliacdo Comparativa Da Similaridade Da Estrutura Global Da Comunidade
Bacteriana Por rep-PCR

O rep-PCR foi considerado neste estudo como um método independente de cultivo, usando
o DNA total extraido das amostras provenientes de espécimes respiratdrios dos participantes
entre os trés grupos trabalhados, a fim de analisar o perfil da comunidade microbiana entre os
espécimes clinicos. O Fingerprint figura 6 (a). obtido apds amplificagdo de fragmentos do
genoma bacteriano onde os algoritmos de clusterizagao foram processados baseados no método
hierarquico Agglomerative 48 Hierarchical Clustering (AHC), sendo gerado um conjunto de
dados com uma estrutura hierarquica de acordo com a proximidade entre os individuos, tratados
sob concordancia do método de Jaccard. A analise foi mediada pelo método hierarquico
aglomerativo, onde visou-se formar os clusters com a minima distancia interna possivel,
iniciando com cada padrdo formando seu proprio agrupamento e de forma gradual. Os grupos
sdo unidos até que um Unico agrupamento contendo todos os dados sejam gerados.

Com essa andlise gerou-se trés clusters, nomeados C1, C2 e C3, onde a partir das amostras
contidas em cada grupo formou-se perfis baseados em amostras entre os trés grupos
trabalhados, sendo estes, agrupados por similaridade como mostra a figura 4(b).

Considerando-se o total de individuos (n=118) entre os 3 grupos de trabalho sendo G1 (n=
39), G2 (n=40) ¢ G3 (n=39). C1 agrupou (97,4%) dos individuos com COVID-19"
hospitalizados e (15,0%) dos individuos com COVID-19" comunitarios e SG por outras
etiologias respectivamente; C2 agrupou (02,6%) COVID-19" hospitalizados, (82,5%) COVID-
19" comunitarios e (84,6%) SG — outras etiologias; enquanto C3 apresentou (02,5%) COVID-
19 comunitarios. O cluster Cl1 é composto pela maioria dos individuos COVID-19"
hospitalizados (38 individuos) e apenas (6 individuos) em COVID-19" comunitarios € SG —
outras etiologias, respectivamente. No agrupamento C2 houve uma menor representatividade
dos individuos com COVID-19" hospitalizados com um aumento expressivo de COVID-19"
comunitarios (33 individuos) e COVID-19" hospitalizados (32 individuos) em relagdo a C1; ja
C3 por sua vez, ¢ um possivel outlier, tendo em vista que os padrdes agrupamento se
diferenciam drasticamente de todos os outros onde obteve-se a menor distdncia na similaridade
(42%) do que a observada nos grupos C1 e C2, onde apresentaram uma tendéncia (62 %) de

similaridade mutuamente.
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Figura 4(b) - Agrupamento dos individuos participantes desse estudo (G1,
G2 e G3) de acordo com o perfil de bandeamento correspondente a regiao
GTG’S5, amplificadas a partir do DNA metagenomico extraido de amostras
respiratorias separadas por eletroforese em de gel de poliacrilamida 6%.
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Figura 4(a) - Matriz de similaridade resultante da analise de agrupamento
UPGMA com coeficiente de Jaccard, do fingerprint dos produtos de
amplificagdo do DNA bacteriano, separada por eletroforese em de gel de
poliacrilamida 6% a partir do metagenoma respiratério de individuos dos
trés grupos de trabalho. Bootstrap de 1000 réplicas
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Figura 5 - Fingerprint obtido apos amplificacdo de fragmentos do genoma bacteriano por rep-PCR a partir do DNA metagenomico extraido das amostras

de orofaringe e nasofaringe dos pacientes entre os trés grupos.
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6.DISCUSSAQO

As amostras inseridas neste estudo foram obtidas nos primeiros meses da pandemia quando
no Brasil circulava duas primeiras linhagens detectadas, denominadas B.1.1 e B.1.1.28. Essas
amostras foram referentes aos meses de abril a julho de 2020, periodo compreendido entre
27/04/2020 a 01/07/2020. No Brasil, até o dia 26 de abril de 2020, foram confirmados 61.888
casos e 4.205 6bitos de COVID-19, no estado de Minas Gerais, foram registrados 86.128
notificagdes de COVID-19 com incidéncia de 56/1.000.000 habitantes.

A andlise do primeiro boletim epidemiologico de Minas Gerais, datado de 26/04/2020
o perfil epidemiolégico dos casos confirmados demonstrou que entre os 1548 casos
confirmados, 770 eram do sexo masculino (49,7%) e 717 eram do sexo feminino (46,3%). Com
a pandemia, foi observado um conjunto crescente de provas que examinaram o impacto da
COVID-19 no sistema geniturinario masculino e na saude geral satide geral dos homens. Os
mecanismos destes efeitos ainda ndo foram totalmente elucidados, mas resultam provavelmente
de multiplos fatores (por exemplo, resposta inflamatoria) e especificas (por exemplo
dependentes de androgénios) (Dubin; Bennett; Halpern, 2020).

O percentual de homens ¢ 2,4 vezes superior ao de mulheres entre os individuos com
COVID-19, embora homens e mulheres tenham a mesma suscetibilidade, os homens sao mais
propensos ao obito (Jin et al.,2020). Além de vivenciarem sintomas mais prolongados e
sequelas pds-COVID-19, afetando amplos dimensdes como a fisica, bioenergética e
psicoemocional, com repercussoes nas atividades da vida diaria, na capacidade para o trabalho
e em precariedades no cuidado da satde (Santana et al., 2023).

Em relagdo a faixa-etaria considerando o total de partipantes incluindo os com ou sem
COVID-19, 78,8% estavam entre 20 e 59 anos, onde os efeitos nocivos da idade, diante da
infec¢dao por COVID-19 nos idosos ja foram comprovados, com comprometimento do sistema
imune afetado pela idade, ha uma deficiéncia nas fungdes de defesa com respostas imediatas a
stresses fisiologicos internos e externos, a inflamacao ocorrida nesses processos € geralmente
causada pelo envelhecimento e senescéncia das células imunitarias. O fendémeno doinflamm-
ageing, que representa presenca de mediadores inflamatérios sistémicos no organismo dos
idosos, provoca mais turbuléncias no sistema imunologico e reforca muitas doengas persistentes
dos mesmos. Provocando ainda o enfraquecimento do sistema imune nas pessoas com 0O
aumento da idade, também conhecido como imunossenescéncia. Esses estressores do sistema
imunologico podem explicar a diferenga na biologia inflamatoria idades (Zinatizadeh et al.,

2023).
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Os dados epidemiologicos disponiveis na maioria dos paises, referem diferencas entre
homens e mulheres, quanto a gravidade da doenca e maior mortalidade. E estudos in vivo e in
vitro indicam que os homens respondem de forma diferente a infe¢do por SARS-CoV-2,
oferecendo possiveis explicagdes para as observacdes epidemioldgicas. As teorias plausiveis
subjacentes a estas observagdes incluem diferencas relacionadas com o sexo nos receptores da
enzima conversora da angiotensina 2, na fun¢do imunitaria, hormonal, nos habitos e nas taxas
de coinfec¢ao (Lipsky.;Hung,2020).

Em relacdo a faixa-etaria, nos trés grupos 20,3% eram individuos maiores de 60 anos.
Foi observado por Zhang e colaboradores, 2023 uma disparidade dependente da idade na
suscetibilidade e mortalidade por COVID-19 em individuos com mais de 70 anos, fato nao visto
em grupos etarios mais jovens. Sobre os fatores de risco detectados nos pacientes que evoluiram
para 6bito,85% possuiam algum fator de risco, sendo predominante a hipertensdo (30), diabetes
(16), cardiopatia (12), pneumopatia (8), neoplasia (8), doenga renal (8) e obesidade (3).
Ressalta-se ainda que mais de um fator de risco pode estar presente no mesmo paciente. Estes
niameros englobam também os casos leves notificados como Sindrome Gripal, que ndo se
enquadram nos protocolos para coleta de exames laboratoriais e processamento via Biologia
Molecular (RT-PCR). O primeiro caso confirmado em Minas Gerais foino dia 09 de marco de
2020, desdeentdo, como esperado, o quantitativo aumentou exponencialmente.” Em Juiz de
Fora — MG, osprimeiros casos foram notificados no boletim do dia 26/03/2020 onde j4 haviam
201 casos suspeitos e 26 confirmados com 4 6bitos em investigagdo, e até 01/07/2020 foram
reportados, segundo os boletins da secretaria de Satde da "Prefeitura Municipal de Juiz de Fora,
8.217 casos suspeitos, 1.944 confirmados e 57 dbitos.

Os resultados das andlises sociodemograficas e clinicas levantados nesse estudo
mostraram que entre os 3 grupos trabalhados (G1, G2 e G3) o sexo mais prevalente entre os
individuos foi o feminino, com indice de 58,9%,65% e 85,8% respectivamente. Apesar de nao
ter sido possivel acompanhar o desfecho dos casos, avaliando evolugdo, alta e 6bito dos
participantes, o que permitiria inferir que o desfecho observado ¢ relacionado a fatores
referentes ao sexo dos individuos, alguns estudos ja citam diferengas na evolugao da doenga em
relagdo a individuos do sexo masculino ¢ feminino.

Takahashi e colaboradores (2020), avaliaram o fenotipo imunitdrio numa amostra de
doentes com COVID-19 e concluiram que o sistema imune afetado pela COVID-19 ¢

consideravelmente diferente entre os sexos. Do ponto de vista epidemiologico, os homens sdao
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mais propensos € vulneraveis a infecdo por SARS-CoV-2 2,4 vezes mais do que as mulheres,
devido as diferencas hormonais na expressdo e distribuicdo da enzima de conversio da
angiotensina 2 - ACE2 (Conti; Younes ,2020).

Entre os trés grupos, predominaram individuos com idades inferiores a 60 anos com um
aumento notavel de idosos (> 60 anos) somente nos grupos de doentes com COVID-19
comunitarios e hospitalizados. Numa doenga infecciosa tao heterogénea como a COVID-19, os
fatores do hospedeiro sdo a chave para determinar a gravidade e a progressao da doenca
(Wiersinga et al, 2020). Para a doenga grave da COVID-19, os principais fatores de risco
incluem a idade, o sexo masculino, obesidade, tabagismo e doencas crdnicas, como a
hipertensao, a diabetes mellitus tipo.2 e outras (Garibaldi et al., 2020; Wu et al., 2020; Zhou et
al, 2020;). Com base em trabalhos prévios, nota-se que ja esta bem defeinido que a prépria idade ¢
o fator de risco mais significativopara a COVID-19 grave e os seus efeitos adversos na satde
(Zhang et al., 2023). No grupo G1,que compreende os individuos com SG por outras etiologias,
o nivel de escolaridade que maispredominou foi o nivel médio e superior, com o maior
percentual observado. Em G2 seguiu-se a mesma tendéncia do grupo anterior, com os
percentuais predominando nas escolaridades médio e superior, com um percentual menor que
G1. Em G3 a escolaridade de maior ocorrénciafoi ensino fundamental, com todos os grupos (G1,
G2 e G3), apresentando uma baixa ocorrénciade nao alfabetizados.

Sabe-se que maus progndsticos relacionados a COVID-19 ndo s3o apenas uma
consequéncia da infec¢do viral, mas também estdo relacionados a uma resposta imune
exacerbada incluindo a vasta liberagdo de citocinas pelo sistema imunoldégico, levando a
inflamacao descontrolada e faléncia de varios 6rgdos. Varios fatores de risco ou prognostico,
como fatores genéticos, comorbidades, idade, sexo e localizagdo geografica, foram associados
a gravidade da COVID-19. Em relacdo a microbiota e patologia da COVID-19, estudos
publicados se concentraram nas diferencas entre os pacientes com e sem COVID-, sugerindo
um possivel papel de protecdo devido a microbiota intestinal e microbiota respiratdria na
suscetibilidade a infec¢do por SARS-CoV-2 (Marcialis; Bardanzellu; Fanos, 2020 e Yamamoto
et al,, 2021). Além disso, alguns estudos mostraram uma relagdo entre a composicao da
microbiota intestinal e a microbiota respiratoria com a gravidade da doenga, onde os niveis de
citocinas e os marcadores inflamatorios em doentes com COVID-19 sugerem que o microbioma
intestinal estd envolvido na magnitude da gravidade da COVID-19, possivelmente através da

modulacao das respostas imunolégicas do hospedeiro (Yeoh et al., 2021).
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Esse relacionamento parece ser principalmente baseado na capacidade da microbiota
de modular a resposta imune (Khatiwada; Subedi ,2020.), através da modificagdo do eixo
intestino-pulmao e por alterar a expressdao da enzima dos receptores conversdo de angiotensina
2 (ACE2), que sao usados pelo SARS-COV-2 para entrar nas células hospedeiras (Ahlawat;
Asha Sharma, 2020; Koester etal., 2021).

Em relagdo aos dados quanto a vacinacdo da gripe na ltima campanha, o grupo SG-
por outras etiologias (G1) se mostrou o com maior taxa de imunizagdo em relacdo a G2 e G3,
havendo maior associagdo com individuos vacinados. G2 por sua vez, apresentou maior
ocorréncia de individuos com e sem imuniza¢ao, com uma maior associacao a individuos nao
vacinados. Em G3, grupo de individuos hospitalizados, observou-se um maior percentual de
individuos com idade superior a 60 anos além da menor taxa de vacinagao entre os trés grupos.
A vacinacdo contra a influenza foi crucial para gerir a pandemia de COVID-19, protegendo
significativamente contra a COVID-19 grave, hospitaliza¢do e morte sobretudo em individuos
idosos (Zhang et al., 2023).

Estudos recentes sugerem que a vacinacdo prévia contra agentes patogénicos como a
tuberculose e a gripe pode conferir alguma proteg¢ao contraa COVID-19 (O'connor et al., 2020
; Ragni et.al .,2020) .Uma analise de mais de 92.000 pacientes com COVID-19 num estudo
feito no Brasil, constatou uma redugdo de 17% na probabilidade de mortalidade, 8% na
probabilidade de necessidade de cuidados intensivos e 18% menos probabilidade de
necessidade de suporte respiratdrio invasivo naqueles que receberam uma vacina contra a gripe
(Fink et al., 2021).

Com a auséncia da vacina, as medidas de contengdo da pandemia de COVID-19 se
basearam inicialmente em impor medidas de barreira, como o uso de mascaras e medidas de
distanciamento social, ja que em 2020 diante do caos, incerteza, auséncia de tratamento e
superlotagdao das unidades de saude, a tnica esperanca residiu no rapido desenvolvimento de
uma vacina eficaz contra o SARS-CoV-2 (Billon-Denis; Tournier,2020).

E imprescindivel determinar os principais grupos de risco para qualquer doenga, o que
se acentua quando se trata de uma pandemia, principalmente para a tomada de decisdo das
autoridades. As doencas cronicas associadas sdo chamadas comorbidades, e se apresentam
quando um paciente, durante a sua evolugdo, sofre de alguma doenga de base (Nunes et al.,
2020).

O entendimento de que as comorbidades influenciam negativamente nos resultados da
COVID-19, tem sido reconhecida desde os primeiros dias da pandemia. No entanto, estabelecer

a causalidade e determinar os mecanismos subjacentes e as implicagdes clinicas tem sido um
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desafio, devido aos multiplos fatores de confusdo e a variabilidade dos doentes. Varios
mecanismos patologicos distintos, ndo ativos em todos os doentes, determinam os resultados,
em termos de saude nas trés diferentes fases da COVID-19 - desde a fase inicial de replicagdao
viral até a lesdo pulmonar inflamatoria e as sequelas p6s-agudas (Russel et al., 2023).

No que se refere ao nivel de comprometimento da saude em relagdo as doencas de base
reconhecidas entre os individuos, G1 ¢ G2 se associou menos a individuos sem comorbidades
e com um pequeno percentual de individuos com alguma doenca de base, onde apesar da alta
ocorréncia dessas observacdes, o fato de serem o grupo mais imunizado com a vacina da gripe,
pode associar esses individuos a um menor impacto, seja em relacdo aos sintomas como a uma
menor suscetibilidade a agravos e complicagdes. Apesar da alta associacdo dos individuos do
grupo G3 a observacao sem informagao, como mostrou o biplot 4(c), houve alta ocorréncia de
individuos com 2 ou mais doengas de base, o que se junto ao fato de G3 ser o menos imunizado
com a vacina da gripe, ha uma tendéncia desse grupo ser o mais suscetivel a agravos e
internagdes, grupo este que apresentou menor indice de individuos saudaveis além de baixos
percentuais de imunizagdo, o que pode explicar os agravos e a necessidade de cuidados
intensivos. Embora pequena a diferenca em relagao ao G2, o G3 foi o grupo com maior
percentual de idosos.

As comorbidades de maior ocorréncia observadas em todos grupos trabalhados foram:
asma, diabetes, HAS, obesidade e doenga cardiovascular cronica. A asma e obesidade
apresentaram a mesma ocorréncia em todos os grupos (G1, G2 e G3). A diabetes foi mais
frequente em individuos do G2 que nos demais, a hipertensdo por sua vez, ocorreu em todos os
grupos (G1, G2 e G3) com maior ocorréncia em individuos hospitalizados - G3. A doenga
cardiovascular cronica ou DCC, foi a comorbidade com maiores indices em todos os grupos.

Em consonancia com os resultados supracitados, pesquisas ja citaram em trabalhos
prévios, que em quase metade dos doentes acometidos pela COVID-19 a hipertensdo arterial
sistémica, diabetes e doenga cardiovascular foram as comorbidades mais comuns. Ainda que
este estudo tenha se observado a asma como uma comorbidade presente em todos os grupos,
Ejaz e colaboradores (2020), citam que ndo ha evidéncias de que a asma pode ser um potente
fator de risco da COVID-19. No entanto, o risco de desenvolver a doenga grave em pacientes
com COVID-19 esta associado a fumantes asmaticos, sobretudo, em individuos geriatricos.

Outro estudo realizado por Dounce - Cuevas e colaboradores (2023),cita que a relagao
entra a asma ¢ COVID-19 ainda ¢ controversa, enquanto por um lado hé trabalhos que
mencionam que a asma nao se associa a uma maior gravidade da COVID-19, hospitalizagao,

mortalidade ou pior progndstico quando comparada com doentes sem asma, por outro observam
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estudos que relacionam o uso corticosteroides em alta doses, usados para tratar a asma com o
risco acrescido de morte relacionada com a COVID-19 em comparacao com os doentes que
tomavam corticosteroides em doses baixas ou médias.

A obesidade foi outra comorbidade comum em todos os grupos trabalhados, ¢ nao
somente em grupos de individuos hospitalizados sob cuidados intensivos, como mostram
trabalhos anteriores (Lighter et.al.,2020; Simonnet et. al., 2020). No entanto a obesidade foi
reportada como um preditor de fator de risco para gravidade da COVID-19. Onde os individuos
com obesidade tendem a apresentar um risco aumentado de hospitalizacdo, submissdao a
ventilacdo mecanica e morte em comparagdo com individuos nao obesos. E quase 3 anos desde
que o SARS-CoV-2 foi identificado pela primeira vez, ainda ndo esta claro a relacdo entre o
aumento do risco da COVID-19 versus aumento da inflamacao associada a obesidade (Hough;
Wark ,2023).

Quanto aos sintomas, Gl- (SG — por outras etiologias) apresentou as maiores
ocorréncias de sintomas respiratdrios e individuos assintomaticos, com uma baixa associagdo a
observagdo sem informagdo de sintomas como mostra o biplot da figura 4 (c). G2- (COVID *
comunitarios) obteve-se maior ocorréncia de individuos com sintomas tanto respiratorios
quanto nao respiratdrios, o que por sua vez teve maior associacao a essa observacao. G3
- (COVID " hospitalizados) apresentou maior ocorréncia a individuos com sintomas tanto
respiratorio quanto ndo respiratorio com maior associagdo a individuos com sintomas
respiratdrios. Os doentes que foram hospitalizados durante a prevaléncia da variante Gama. P1,
demonstraram um risco maior, principalmente para sintomas como fadiga, dor abdominal,
baixa saturagdo de oxigénio e dor de garganta, apresentando de fato, sintomas mais variados
sendo eles tanto respiratdrios como ndo respiratorios o que condiz com os resultados aqui
apresentados (Hojo et al., 2023). Os doentes com COVID-19 apresentam diferentes graus de
gravidade, e 80% deles tém uma infecdo ligeira (Michelen; Jones; Stavropoulou, 2021). Cerca
de 15% dos casos desenvolvem doenga grave caracterizada por sintomas respiratorios graves
com e alteragdes pulmonares observadas em exames de imagem; 5% estdo gravemente doentes,
com insuficiéncia respiratoria devido a SDRA, choque e/ou disfungdo de multiplos 6rgdos
(Huang et al., 2020; Yang et al., 2020; Zhou et al., 2020). O estudo de Petry e colaboradores
(2022), realizado na regido sul do Brasil, mostrou que 80% dos individuos positivos,
apresentaram ao menos 1 sintoma com um média igual a 3 sintomas relatados, com uma forte
associacao a sintomas tanto respiratorios quanto ndo respiratorios. Como ja se previa,
assintomaticos so foram vistos em individuos do grupo G1, ou seja, naqueles sem infecgdo ativa

pelo SARS-CoV-2. No entanto estudos apontam que os casos leves e assintomaticos da
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COVID-19 também sao responsaveis pela alta transmissdo da doenca (Bay et al., 2020; Huang
et al., 2020; Wang et al., 2020; Zhonghua, 2020).

Os sintomas respiratorios de maior ocorréncia foram tosse, odinofagia, dispneia,
saturagdo 02<95%, rinorreia. E o sintoma neurolégico anosmia — ageusia. Com anosmia —
ageusia sendo um sintoma exclusivo de pacientes com infecgdo pelo SARS-CoV-2. Os
sintomas ndo respiratorios mais prevalentes foram febre, cefaleia, dor muscular e alteragdes
gastrointestinais. Tais sintomas, foram de maior ocorréncia nos individuos com COVID-19 do
que na sindrome gripal por outrasetiologias. Trabalhos de revisao sistematica de Grant e
colaboradores (2020), avaliaram a presenca de sintomas relativos 8 COVID-19 em 9 paises e
identificaram a febre como o sintomamais prevalente em adultos infectados, seguido por tosse e
fadiga enquanto um estudo realizadono Brasil por Petry e colaboradores (2022), demonstrou
maior prevaléncia de cefaleia, seguido por tosse e mialgia/artralgia. Os sintomas
gastrointestinais estdo presentes somente em metade dos doentes com COVID-19 aguda,
persistem em até 6 meses apos a COVID-19 em 10-25% dos doentes e sdo classificados como
o sintoma mais incomodo em 11% de todos os doentes. O SARS-CoV-2, replica-se no intestino
e a COVID-19 aguda esta associada a alteragdo do microbioma intestinal (Greenberg; Chang,
2022).

Um fator que explique um o espectro de sintomas clinicos tdo variados e com
manifestagdes clinicas nao ativas em todos individuos infectados, € o papel desempenhado pelo
sistema imunologico do hospedeiro, onde uma resposta imune modulada contra o SARSCoV-
2 parece ser fundamental para a resolucdo da COVID-19. E as fases da doenga parecem estar
relacionadas a intensidade da resposta imune. Quando existe resposta imune adequada, os
pacientes ndo progridem da fase I e ocorre resolucio da infeccio. A medida que existe uma
resposta imune exacerbada, a doenga vai evoluindo para as fases II e III. A forma leve ou (fase
I) geralmente se caracteriza pela presenca de sintomas gripais leves. A fase grave ou (fase II) ¢
marcada por sintomas moderados com alguns tragos de agravo sendo eles: dispneia, taquipneia,
queda na saturagdo de oxigénio e infiltrado pulmonar ao raio X ou tomografia computadorizada
de torax, ja os casos criticos ou de (fase III) apresentam sinais e sintomas conhecidos como
preditores de mal progndsticos e 6bito (Brandao et al., 2020).

Quanto aos demais sintomas observados, trabalhos anteriores, como o de Lu e
colaboradores, (2020), onde realizaram uma metanalise, que envolvia a apresentacao clinica
referente a infecgao pela COVID-19 em pacientes de diferentes estudos. Os principais sintomas
foram: febre (88,3%); tosse (68,6%); mialgia ou fadiga (35,8%); expectoragdao (23,2%);

dispneia (21,9%); cefaleia ou tontura (12,1%); diarreia (4,8%) e vOmitos ou nauseas (3,9%),
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dados referentes aos sintomas ja investigados, que nao diferem muito dos levantados nessa
pesquisa. Junto a sintomas como odinofagia e rinorreia também vistos em trabalhos como o de
Prado e colaboradores, (2020). Como ja citado, anosmia — ageusia foi um sintoma visto somente
em doentes pela COVID-19. A anosmia ¢ uma ocorréncia rara muito relatada no decurso da
infec¢do pelo SARS CoV-2 e de outras infecgdes por coronavirus. No entanto, em individuos
oligossintomaticos podem representar a primeira ou a Uinica manifestacdo sintomatoldgica (De
Haro et al., 2013; Suzuki et. al., 2007; Vaira et al., 2020). E interessante notar que, nos doentes
com COVID-19, a ageusia e a anosmia nao sao acompanhadas de obstrucao nasal ou de outros
sintomas tipicos do trato respiratorio superior como a rinite (Yamagishi et al.,1994).

Os genomas microbianos contém uma variedade de sequéncias de DNA repetitivas, que
representam até 5% do genoma (Usseryet al., 2004). Muitos destes elementos de DNA
repetitivos sdo de fung¢do desconhecida e foram localizados em regides intergénicas e
extragénicas do genoma microbiano. Dados recentes sugerem que alguns desses elementos
repetitivos podem estar envolvidos na sintese ou catabolismo de RNA e DNA (Tobes; Ramos,
2005), ou serem mediadores da evolucdo do genoma (Schmidt; Anderson, 2006). Estes
elementos repetitivos sdo tipicamente constituidos por genes duplicados, tais como os que
codificam o rRNA e o tRNA, elementos de sequéncia de inser¢ao, transposons, repeticoes de
polinucledtideos curtos, elementos repetitivos em mosaico € outras sequéncias repetitivas ou
palindromicas (Sadowsky; Hur, 1998; Versalovic; Lupski, 1998).

As sequéncias repetitivas de DNA REP — “Repetitive Extragenic Palindromic”
(Sequéncia Palindromica Extragénica Repetitiva) estdo amplamente distribuidos por muitos
membros de bactérias filogeneticamente diversas (Sadowsky; Hur, 1998; Versalovic;
Lupski, 1998). A técnica de impressao digital de DNA por PCR (polymerase chain reaction),
baseada em sequéncias repetitivas ou rep-PCR utiliza iniciadores que visam varios destes
elementos repetitivos e € através da PCR que ¢ gerado perfis de DNA unicos ou "impressdes
digitais" de espécies microbianas individuais. Embora esta técnica seja de baixa resolucao, ela
tem sido utilizada para examinar a diversidade entre uma variedade de microrganismos
procaridticos, o fingerprinting de DNA por rep-PCR também pode ser aplicada a ecologia
microbiana e a estudos de evolucdo microbiana, uma vez que tem o poder de distinguir
microrganismos a nivel de linhagem ou da espécie.

A analise estatistica do perfil de bandeamento fornecido pelo rep-PCR permitiu que os
individuos fossem agrupados em trés clusters, de acordo com a similaridade entre os mesmos.
A presenga do cluster (C1) sugere um perfil composto majoritariamente por participantes G3

COVID "hospitalizado grupo este que predominam individuos em sua maioriado sexo feminino,



56

com idade inferior de 60 anos e baixo grau de instru¢ao. No quesito vacinagdoda gripe na ultima
campanha, o G3 foi o de menor taxa de imunizacdo. Quanto as comorbidades, esse grupo
apresentou altas taxas de comprometimento da saude com 2 ou mais comorbidades relatadas,
com o menor percentual de individuos sauddveis. A sintomatologia observada, foi
predominantemente formada tanto sintomas respiratorios como: tosse, odinofagia e dispneia,
saturagdo 02<95%, rinorreia e anosmia — ageusia € nao respiratorios como: febre, cefaleia, dor
muscular e alteragdes gastrointestinais, onde o grupo G3 apresentou alta ocorréncia e variedade
de sintomas ,fato s6 visto em G2. Da mesma forma em C2, um segundo cluster formado
principalmente por individuos do grupo G1 (SG -por outras etiologias) ¢ G2 (COVID " -
comunitarios) indicando outro perfil caracteristico. Em G1, predominaram individuos do sexo
feminino, de faixa etéria inferior a 60 anos, em sua maioria com alto grau de instrucao, com a
maior taxa de imunizagcdo da vacina da gripe observada, e dentre os 3 grupos o melhor
percentual de individuos sauddveis com pouco sintomas apresentados, sendo eles em sua
maioria sintomas gripais leves. O outro grupo também pertencente ao Cluster- C2 foi G2
(COVID" - comunitarios), com dados de sexo e idade igual aos demais grupos, com grau de
instrucao que variou entre nivel médio e superior, apresentando também, o segundo maior
percentual de imunizacdo com vacina da gripe na ultima campanha. E entre os grupos de
individuos com infeccao ativa pela COVID-19, foi o que apresentou o maior percentual de
pacientes saudaveis apesar da infec¢do ativa pelo SARS- CoV-2, no entanto, foram os que
apresentaram maior variedade de sintomas, sendo eles tanto respiratdrios e nao respiratorios. O
cluster C3 foi o de menor representatividade, com maior distancia na similaridade e por se tratar
de um possivel outliers nao foi avaliado.

Foram investigadas varias modifica¢des da técnica padrdo de rep-PCR para aumentar a
exatiddo, a reprodutibilidade e o rendimento e, a0 mesmo tempo, diminuir o tempo, a mao de
obra e os custos associados a esta tecnologia. No entanto, algumas fragilidades sdo observadas
no que se refere a qualidade e a utilidade final das impressoes digitais de DNA, geradas pela
utilizagdo do rep-PCR, sendo influenciadas sobretudo pela propria reagdo de PCR como pelos
métodos utilizados para separar os amplicons (Chokesajjawatee; Zo; Colwell, 2008).

Diante das informagdes expostas, e considerando o desequilibrio causado por ambas
infeccdes, sejam elas no contexto da COVID-19 ou em sindromes respiratorias por outros virus
respiratorios, onde a partir de trabalhos como os de Bosch; Steenhuijsen, (2017), demonstrou-
se que os virus respiratorios comuns perturbam a homeostasia, a estrutura e a fun¢ao das
comunidades microbianas do trato respiratdorio superior (Bosch; Steenhuijsen, 2017; Petersen

; Round, 2014).
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Sob a luz dos resultados dos dados sociodemograficos e clinicos aqui apresentados,
tendo em vista que nesta pesquisa obteve-se mais participantes do sexo feminino, o que
biologicamente as favorece, pois as mesmas possuem um potente antiviral natural muito
eficiente na resisténcia a infeg¢des virais, chamado estrogénio onde varias linhas de investigacao
demonstraram que o estrogénio apresenta propriedades antivirais. Onde Smith e colaboradores
(2000) e Johansen e colaboradores (2013), identificaram um conjunto de moduladores seletivos
dos receptores de estrogénio, incluindo o clomifeno e o toremifeno, que atuaram como
inibidores da infegcdo viral. Junto a isso, sabe-se que as mulheres fazem escolhas de estilo de
vida mais sauddveis do que os homens fumando e bebendo menos, tendo ainda, uma menor
incidéncia das doengas (doencas cardiacas, diabetes ou doengas pulmonares cronicas) doengas
conhecidas serem fatores significativos nas taxas de mortalidade mais elevadas entre os homens
com COVID-19 (PirhadI et al., 2020).

A faixa etaria mais prevalente observada nesse estudo entre os 3 grupos trabalhados, foi
marcada por uma maioria de individuos com idade inferior a 60 anos, o que nao os coloca em
um cendrio de baixas respostas imune frente a infecgdes por patdogenos reforcado pelo fator
idade, tendo em vista o favorecimento do estado prdé-infamatério cronico do sistema
imunologico relacionado com o envelhecimento, mediante ativagdo da resposta imune inata
(Gao etal., 2021; Shaw et al., 2010). O proprio envelhecimento é um fator de risco proeminente
para doengas graves e morte por COVID-19. E a hipotese ¢ que o declinio relacionado com a
idade e a desregulacdo da funcdo imunitaria, ou seja, a imunossenescéncia ¢ a e inflamacao
desempenham um papel importante na contribuicdo para uma maior vulnerabilidade a
resultados graves de COVID-19 em nos adultos mais velhos (Chen et al., 2021).

A escolaridade de maior ocorréncia entre os grupos G1 e G2 foi ensino médio e superior
completo o que ndao os engloba como individuos com baixo grau de instrugdo. Estudos
realizados por Abedi e colaboradores (2021), ja citam possiveis associagdes entre baixo acesso
educagdo, baixo niveis econoOmicos e necessidades especiais a um maior risco de infecao por
COVID-19. Um trabalho realizado por Rodrigues (2022), onde associou-se a escolaridade e o
modo como os participantes geriram o isolamento social onde foram eleitos os motivos da
permanéncia ou da saida de suas residéncias, assim como as percecdes a respeito desta atitude
na pratica. E partir dos dados coletados nesse estudo, foi possivel sugerir que a escolaridade
impacte a incorporagdo da informagdo cientifica assim como nas atitudes praticas diante da

doencga e ndo apenas o acesso a ela, o entendimento dela e o interesse por ela, como certo senso
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comum supde. Concluiu-se ainda, que as assimetrias escolares apresentem efeitos nos modos
de gerir e de avaliar a pratica preventiva mais decisiva nos primeiros meses da pandemia. E
pessoas com maiores niveis de instrugdo, por possuirem melhor situagdo econdmica,
consequentemente conseguiram manter o isolamento social de forma mais adequada.

Com a longa pandemia causada pelo SARS-CoV-2 a vacinacao eficaz contra a COVID-
19 ¢ a estratégia mais importante para induziruma resposta imunitaria protetora e pode, assim,
ser a Unica forma de evitar a propagacdo da infecdo e a progressdo e a morte por esta doenca
(Hodgson et al., 2021).

Apoés a aprovagdo das vacinas contra a COVID-19 pela FDA — (Food and Drug
Administration) dos EUA, a fobia quanto a procedimentos médicos causada pela desinformagao
sobre as doenga e vacinas, foram os fatores determinantes da hesitagdo com relacdo aos
imunizantes durante a pandemia da COVID-19. A desconfian¢a com a seguranca da vacina, os
efeitos colaterais negativos, o seu rapido desenvolvimento junto a incerteza quanto a sua
eficicia foram associados uma maior relutancia em ser vacinado (Adu et al.,2023). Com o
intuito de conter as implicagdes decorrentes da COVID-19, hoje sabemos que a vacinagdo
surgiu como uma forte aliada na prevencdo de desfechos mais graves devido sua
altamorbidade e mortalidade, sobretudo entre idosos, pela maior predominancia das
doengascronicas e de fragilidade imunologica frente a infecgdo pelo SARS-CoV-2 (Filho et al.,
2023).

Observou-se um alto indice de individuos sem comorbidades nos grupos G1 e G2, sendo
estes, em sua maioria, sauddveis e menos predispostos aos agravos iminentes as infecdes
respiratdrias. Considerando-se os individuos com infec¢ao ativa pelo SARS CoV -2, G2 foi o
menos acometido por comorbidades. Em G3, grupo hospitalizado, notou-se individuos mais
acometidos por doengas de base, o que pode justificar a hospitalizagdo. A presenca de
comorbidades pré-existentes ¢ um fator que diminui a imunidade reduz a resisténcia a infe¢ao
pelo virus, o que favorece lesao prévia de 6rgaos promovendo a progressao da COVID-19 (Gao
et.al., 2021; Wolf et al., 2021; Zheng et al.,2020).

A compreensdo sobre o impacto das comorbidades na COVID-19 ¢ norteada por dois
objetivos principais: permitir a definicdo de prioridades para as intervengdes necessarias como
medidas preventivas, vacinacdo e tratamento precoce, e por aprofundar a compreensdo da
biologia subjacente a doenga. Estes principios refletem-se nas orienta¢des de satide publica que
dao prioridade a vacina¢ao de alguns grupos e nas orientagdes clinicas para a utilizacao de
antivirais para evitar a evolugcdo e gravidade sobretudo de pessoas com comorbidades

especificas e idosos. Alguns fatores de risco revelam -se mecanismos que exacerbam os
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processos de doenga subjacentes oureduzem a capacidade de um doente para lidar com as
consequéncias prejudiciais desses processos (Russell; Lone ; Baille ,2023). Ha estudos que
citam o Obito como desfecho principal dos pacientes portadores de doengas cronicas nao
transmissiveis, notificados no primeiro ano da pandemia, sendo em maior nimero em pessoas
com idade acima de 50 anos, do sexo feminino e portadoras de doengas cardiovasculares e com
baixos percentuais relativos a alta (Duraes et al., 2023).

O que pode explicar o agrupamento observado em CIl, onde majoritariamente
encontram-se os individuos hospitalizados, pode ser justamente pelo fato observado nesse
cluster em que somente os participantes do grupo G3 (COVID * hospitalizados), apresentaram
a menor taxa de vacina¢dao além do maior percentual de individuos com idade superior a 60
anos, fato ndao observado nos outros grupos e este motivo pode explicar o isolamento destes
individuos em um unico cluster. Onde ainda ¢ visto, que esse agrupamento abriga individuos
com pelo menos 1 comorbidade pré-existente, que apresentaram um maior impacto de sintomas
por conta da doenga caracteristicas também observadas em G2. Individuos com esquema
vacinal completo apresentaram maior sobrevida, reduziu-se a necessidade de internagao em
unidades de terapia intensiva e a mortalidade quando comparados a individuos nao vacinados
e com esquema vacinal incompleto. Nos individuos que mesmo vacinados, precisaram de
hospitalizagdo devido aos agravos COVID-19, o tempo de internagdo em UTI, e as taxas de
mortalidade s3o menores que em individuos ndo vacinados. A imunizagdo se consagra como a
estratégia mais eficaz para controlar a propagacao da infeccdo por SARS-CoV-2 e para reduzir
o risco e gravidade da COVID-19, estudos ja evidenciaram que a vacinacgao reduz as taxas de
mortalidade da COVID-19, a gravidade da doenga e o tempo de internag@o hospitalar (Dantas
et., 2023).

O cluster C2 agrupou por similaridade individuos de G1 (SG-outras etiologias) e G2
(COVID - comunitario), participantes em sua maioria com faixa etaria inferior a 60 anos, com
maior taxa de imunizagio da vacina da gripe quando comparado a G3 (COVID"-hospitalizado).
Contudo, os individuos de G2 foram os que mais sofreram impacto por conta da sintomatologia
observada, apresentando tanto sintomas respiratorios quanto ndo respiratorios, enquanto G1
apresentou sintomas mais respiratorios. Estes sintomas condizem com o quadro de doenga ativa
nesses individuos, onde aqueles com sindrome gripal apresentaram sintomas mais leves e os
com COVID- 19 sintomas mais especificos desse tipo de infeccdo. Um fato curioso no
agrupamento C2, ¢ que ele agrupou justamente em sua maioria individuos mais saudaveis,
imunizados e fora dos grupos de riscos relacionados a idade, fato que pode ser atribuido a

fatores imunologicos do individuo.
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Partindo do principio que os 3 clusters gerados apresentam suas singularidades, ¢
notavel em C2 fatores em comum entre individuos de G1 (SG-outras etiologias) e G2 (COVID
" comunitarios), apesar de cada um apresentar um agente etiologico viral diferente, eles sdo
agrupados pelas particularidades vistas nesses grupos. Como por exemplo: maior taxa de
imunizag¢do pela vacina da gripe na ultima campanha (2019), atrelado a um sistema imune
pouco afetado pelas comorbidades pré-existentes, no entanto, uma variedade maior de sintomas
observados como visto em G2, sintomas estes, tanto respiratorios quanto nao respiratorios.
Apesar de um maior espectro de sintomas, esses individuos apresentam uma maior prevaléncia
de fatores protetivos contra a COVID-19, fatores esse que quando somados culminam com uma
maior prote¢do contra a infecao e o desenvolvimento da COVID-19 grave além do aumento das
citocinas anti-inflamatorias e a diminui¢ao da expressao de ACE2 (Zhang et al., 2023).

De maneira geral a analise dos resultados deste estudo deve ser interpretada com cautela,
pois a amostra contém somente os individuos sintométicos e/ou aqueles que tiveram contato
com individuos com suspeita ou teste positivo para SARS- CoV-2, que procuraram as unidades
de saude referencias em COVID-19 para realizar a testagem, e nao a populacdo infectada em
sua totalidade. Além disso, ndo sabemos em que momento da doenga os individuos realizaram
a testagem, sendo possivel que apOs este momento tenha surgido mais sintomas com

agravamento de quadro clinico ou desfecho, fatores nao avaliados por esse estudo.
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7.CONCLUSAO

Idade avangada, presenca de comorbidades e auséncia de imunizagdo recente para Influenza
sdo fatores que predispdem hospitalizagao e agravamento do processo infeccioso. Dessa
forma, esses fatores podem contribuir na geragao de perfis heterogéneos na comunidade

microbiana.

Infecgdes respiratorias causadas por outros virus que ndo o SARS-CoV-2 ocorridas durante os
primeiros meses da pandemia da COVID-19 no Brasil ,observou-se o predominio de
individuos do sexo feminino, com idade inferior a 60 anos (jovens), apresentando alto
percentual de individuos com nivel superior, maiores indices de imunizados contra a
influenza e de individuos saudaveis (sem comorbidades), além de maior percentual de

sintomas respiratorios.

Os diferentes percursos da infeccao observados, nas amostras trabalhadas provenientes da
pandemia sob influéncia da mesma variante, podem ser explicados, por possiveis influencias

seja dos dados clinicos, da microbiota e do sistema imunoldégico do proprio hospedeiro.
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ANEXO II: FICHA DE REGISTRO INDIVIDUAL — CASOS DE SINDROME GRIPAL (Atualizada em 25/08/2020)
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ANEXO B- Parecer consubstanciado do comité de ética e pesquisa - UFJF.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Aspectos epidemiologicos e moleculares da COVID-19 na Zona da Mata Mineira,
construgdo de vetor recombinante com potencial para vacina oral e interferéncia do
SARS-CoV-2 na estrutura da microbiota do trato respiratério superior, com implicagées
na evolugéo da doenca.

Pesquisador: Vanessa Cordeiro Dias

Area Tematica: A critério do CEP

Versdo: 2

CAAE: 31527720.3.0000.5147

Instituicdo Proponente: Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia/UFJF
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.057.992

Apresentacédo do Projeto:

As informagdes elencadas nos campos “Apresentagéo do Projeto”, “Objetivo da Pesquisa” e “Avaliagao dos
Riscos e Beneficios” foram retiradas do arquivo Informagdes Bésicas da Pesquisa. "Diante da emergéncia
em salde publica, mostra-se relevante o conhecimento de linhagens de SARS-CoV-2 circulantes em escala
local, nacional ou

internacional para compreenséo de aspectos epidemiolégicos e bioldgicos virais (padrdes de conservacéo e
alteracBes genéticas), além da sua patogénese. Nesse contexto, dados epidemiolégicos e suas
peculiaridades regionais, além do conhecimento de genomas representativos das linhagens virais
circulantes contribuird para entendimento da evolugéo e variabilidade viral, além da prospecgao de alvos
com potencial imunizante. Além disso, apesar de as viroses respiratérias poderem evoluir de maneira grave
com altas taxas de mortalidade e morbidade, particularmente em

idades extremas, a fisiopatologia destas doengas ainda nio foi completamente elucidada, por envolver
interacdes virus-bactérias e imunolégicas complexas. Assim, diagndstico diferencial dos virus influenza,
virus sincicial respiratério e rinovirus humano e o estudo da microbiota respiratéria (negligenciada, quando
comparada & intestinal) sdo de extrema relevancia no contexto atual. Dados da literatura sugerem
diferengas nessa microbiota entre pessoas saudaveis e com
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doencas respiratérias crénicas, e acredita-se que essas comunidades microbianas possam desempenhar
papel importante na evolugdo de infecgdes respiratérias virais. Assim, buscamos a comparagdo da estrutura
da microbiota do trato respiratério superior entre individuos com diagnostico de COVID-19 e portadores de
sindrome respiratéria por outras etiologias (negativos no teste molecular para deteccdo de SARS-CoV-2)
para compreensdo, ndo apenas da evolugio da doenca, mas proposi¢édo de estratégias terapéuticas
complementares que possam contribuir com melhor prognostico em situagdes de agravo da doenga. E
ainda, nesta proposta, com abordagem que se mostra promissora, buscamos a obtenc¢ao de Bactérias do
Acido Lactico (BAL) geneticamente modificadas pela incorporagdo de vetores recombinantes, que possam
expressar proteinas heterélogas (epitopos virais conservados) com potencial de vacina oral.".

Objetivo da Pesquisa:

"Objetivo Primario: Avaliar informagdes epidemioldgicas, através de observagdo em prontudrios eletrénicos
(sexo, idade, grupo de risco, dentre outras) e clinicas (febre,coriza, falta de ar) de individuos cujos
espécimes clinicos serdo recebidos no Laboratério de Fisiologia e Genética Molecular Microbiana,
atualmente credenciado pela vigilancia sanitaria como Laboratorio de Diagndstico da COVID-19 em Juiz de
Fora, com resultado positivo ou negativo para SARS -CoV-2. A partir destes espécimes clinicos, efetuar
diagndstico diferencial dos virus influenza, virus sincicial respiratério e rinovirus humano através de PCR em
tempo real, obter o RNA viral e o DNA metagendmico representativo, e assim realizar o sequenciamento do
genoma viral e

metataxondmico para comparagéo da estrutura da microbiota do trato respiratério superior dos individuos
com diagnostico positivo de COVID-19 e daqueles portadores de sindrome respiratéria por outras etiologias
(negativos no teste molecular para detecgdo de SARS-CoV-2."

"Objetivo Secundario: a) Obter o genoma completo de linhagens virais representativas apés
sequenciamento do RNA viral, a partir de aliquotas de amostra de secregao de trato respiratorio superior
(swab de naso/orofaringe; lavado de nasofaringe; aspirado de nasofaringe; aspirado broncoalveolar de
pacientes com suspeita clinica e indicacdo de diagnostico por PCR em tempo real, em Laboratério da UFJF
credenciado pela Vigilancia Sanitaria de Juiz de Fora da UFJF para avaliag&o da diversidade genética do
SARS-CoV-2 em amostras positivas; b) Obter o DNA metagenémico dos espécimes clinicos e determinar a
carga de Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenza, Micoplasma pneumoniae, Moraxella catarralis,
Enterobacteriaceae, Staphylococcus sp.; realizar o sequenciamento a partir do DNA metagenémico obtido,
para correlagdo da quantificacdo bacteriana com os dados metataxonémicos e condigdo clinica dos
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individuos com diagnostico positivo de COVID-19 ou sindrome respiratdria por outras etiologias.c) Identificar
nos genomas obtidos, baseado na literatura, genes codificadores para proteinas de SARS-CoV-2 com
potencial vacinal, realizar amplificacdo e clonagem dos genes candidatos em vetores de expressdo
heteréloga e avaliar a expresséo e estabilidade dos vetores construidos a partir linhagens de Bactérias do
Acido Lactico (BAL) para uso como vacinais orais contra SARS-COV-2.".

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

"A pesquisa proposta é de risco minimo, onde prevé-se a avaliagdo de dados de prontuarios eletrénicos,
sem divulgagdo da identidade dos participantes. Para minimizar os riscos, todos os prontuarios serédo
codificados, garantindo o anonimato dos participantes. Esta pesquisa serd baseada na utilizagdo de
espécimes clinicos do trato respiratério superior (swabs de nasofaringe e orofaringe), que ja fardo parte da
conduta médica, ou seja, o espécime ja chegara ao laboratorio coletado pela equipe de assisténcia médica
(independente da nossa equipe de pesquisa), como procedimento necessario ao diagndstico da COVID-19
e assisténcia a saude destes individuos. Apo6s a realizagdo do diagnostico, uma aliquota excedente do
espécime, antes do descarte, sera utilizada para a pesquisa proposta, o que ndo ocasiona, nesse caso,
risco direto ao participante. Construgdo de um banco de dados acerca da epidemiologia da infecgéo por
COVID-19 e outros virus respiratérios em Juiz de Fora - Minas Gerais e regifo, bem como de tipos virais
circulantes e de microbiota das vias aéreas superiores desses participantes. Assim, essas informagdes
poderdo contribuir para implementacdo de estratégias de diagnéstico rapido e assertivo. Diante dessa
emergéncia em saude publica mundial, outro beneficio desta pesquisa consiste na identificagdo de
possiveis genes codificadores para proteinas de SARS-CoV-2 com potencial vacinal, construidos a partir de
linhagens de Bactérias do Acido Lactico (BAL), para uso como vacinais orais contra SARS-CoV-2.".

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

O projeto estd bem estruturado, delineado e fundamentado, sustenta os objetivos do estudo em sua
metodologia de forma clara e objetiva, e se apresenta em consonancia com o0s principios éticos norteadores
da ética na pesquisa cientifica envolvendo seres humanos elencados na resolugéo 466/12 do CNS e com a
Norma Operacional N° 001/2013 CNS.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
O protocolo de pesquisa estda em configuragdo adequada, apresenta FOLHA DE ROSTO devidamente
preenchida,com o titulo em portugués, identifica o patrocinador pela pesquisa,
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estando de acordo com as atribuigdes definidas na Norma Operacional CNS 001 de 2013 item 3.3 letra a; e
3.4.1 item 16. Apresenta o0 TERMO DE DISPENSA DO TCLE de acordo com a Resolugdo CNS 466 de
2012, item: IV.8. O Pesquisador apresenta titulacdo e experiéncia compativel com o projeto de pesquisa,
estando de acordo com as atribuicbes definidas no Manual Operacional para CPEs. Apresenta
DECLARACAO de infraestrutura e de concordancia com a realizagéo da pesquisa de acordo com as
atribuicdes definidas na Norma Operacional CNS 001 de 2013 item 3.3 letra h.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
Diante do exposto, o projeto esta aprovado, pois esta de acordo com os principios éticos norteadores da
ética em pesquisa estabelecido na Res. 466/12 CNS e com a Norma Operacional N° 001/2013 CNS. Data
prevista para o término da pesquisa:dezembro de 2021.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa CEP/UFJF, de acordo com as atribuigdes definidas na
Res. CNS 466/12 e com a Norma Operacional N°001/2013 CNS, manifesta-se pela APROVAGAO do
protocolo de pesquisa proposto. Vale lembrar ao pesquisador responsavel pelo projeto, 0 compromisso de
envio ao CEP de relatérios parciais efou total de sua pesquisa informando o andamento da mesma,
comunicando também eventos adversos e eventuais modificagdes no protocolo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 25/05/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1546232.pdf 21:13:22
Qutros img051.pdf 25/05/2020 |Vanessa Cordeiro Aceito

21:12:11 Dias
Qutros Carta.docx 25/05/2020 |Vanessa Cordeiro Aceito
15:09:11 | Dias
Projeto Detalhado / | Projeto.doc 24/05/2020 |Vanessa Cordeiro Aceito
Brochura 19:36:30 |Dias
Investigador
Declaragao de Biorepositorio.pdf 06/05/2020 |Vanessa Cordeiro Aceito
Manuseio Material 21:33:53 |Dias
Bioldgico /
Biorepositorio /
Biobanco
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Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 06/05/2020 |Vanessa Cordeiro Aceito

21:32:32 Dias

TCLE/Termos de |Dispensa_TCLE.doc 29/04/2020 |Vanessa Cordeiro Aceito
Assentimento / 19:46:38 |Dias

Justificativa de

Auséncia

Declaragao do Patrocinador.doc 26/04/2020 |Vanessa Cordeiro Aceito
Patrocinador 23:21:09 |Dias

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Néo

JUIZ DE FORA, 29 de Maio de 2020

Assinado por:
Jubel Barreto

(Coordenador(a))
Enderego: JOSE LOURENCO KELMER S/N
Bairro: SAO PEDRO CEP: 36.036-900
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Sexo

S mmmmmmmLmmL LS mL ™™

Escolaridade
Ensino Médio
Ensino Superior
Ensino Superior
Ensino Superior
Ensino Superior
Ensino Superior
Ensino Superior
Ensino fundamental
Ensino Superior
Ensino Médio
Ensino Médio
Nao alfabetizado
Ensino Superior
Ensino Superior
Ensino Superior
Ensino Fundamental
Ensino Médio
Ignorado
Sem informagado
Ignorado
Sem informagao
Ignorado
Ensino Superior
Ensino Médio
Ensino Superior
Ensino Superior
Ensino Médio
Ensino Superior
Ensino Médio
Ensino Médio
Ensino Médio

ANEXO C- TABELA -3 - Matriz base para

analise multivariada

Vacina da Gripe
Sim
Sem informacao
Sim

Sim

Sim

Nao

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Nao

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim
Ignorado
Nao
Ignorado
Nao
Sem informagao
Sim

Sim

Sim

Sim

Nao

Sim

Sim
Ignorado
Sim

Comorbidades

Sem comorbidade
Sem comorbidade
Sem comorbidade
Sem comorbidade
1 comorbidade
Sem comorbidade
1 comorbidade
Sem comorbidade
Sem comorbidade
Sem comorbidade
Sem informagao

1 comorbidade
Sem comorbidade
1 comorbidade
Sem comorbidade
Sem comorbidade
1 comorbidade

1 comorbidade

2 ou mais comorbidades

1 comorbidade
Sem comorbidade
Sem informagao

1 comorbidade

1 comorbidade
Sem comorbidade
Sem comorbidade
1 comorbidade

1 comorbidade
Sem comorbidade
Sem comorbidade
Sem comorbidade

Sintomas
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Assintomatico
Sintomas respiratorios
Assintomatico
Sintomas respiratorios
Assintomatico
Assintomatico
Sintomas respiratorios
Sintomas respiratorios
Sintomas respiratorios
Sintomas respiratorios
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sem informacgao
Assintomatico
Assintomatico
Sintomas nao respiratdrios
Sem informagao
Sintomas nao respiratorios
Sintomas respiratorios e ndo respiratorios
Sem informagao
Assintomatico
Sintomas respiratorios
Assintomatico
Sintomas nao respiratorios
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sem informacgao
Assintomatico
Sintomas respiratorios
Sintomas respiratorios € ndo respiratorios
Sintomas respiratorios e nao respiratorios
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Ensino Médio
Sem informagao
Ignorado
Ensino Médio
Ensino Superior
Ensino Médio
Ensino Superior
Ensino Superior

Sim
Sim
Sim

Sim
Sim
Nao
Sim

1 comorbidade

2 ou mais comorbidades
1 comorbidade

Sem comorbidade

Sem comorbidade

Sem comorbidade

Sem comorbidade

1 comorbidade

Sintomas respiratdrios
Sintomas respiratorios
Sintomas respiratorios
Assintomatico
Sintomas respiratdrios
Sem informacgao
Sintomas respiratorios
Sintomas respiratorios
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Grupo
G2
G2
QG2
QG2
QG2
QG2
QG2
G2
QG2
G2
G2
QG2
G2
G2
G2
QG2
QG2
QG2
QG2
QG2
G2
G2
QG2
QG2
G2
G2
G2
G2
QG2
QG2
QG2

Sexo

MmN EEmmmmmm L mmT

Escolaridade
Ensino Médio
Ensino Superior
Ensino Superior
Ensino Médio
Ensino Médio
Ensino Superior
Ensino Superior
Ensino Médio
Ensino Superior
Ensino Superior
Ensino fundamental
Ensino Superior
Ensino Fundamental
Nao alfabetizado
Ensino Superior
Ignorado
Sem informacgao
Ignorado
Sem informagao
Ensino fundamental
Ignorado
Sem informagao
Ensino fundamental
Ignorado
Sem informagao
Ignorado
Ensino Superior
Ignorado
Ensino Médio
Ensino Fundamental
Ensino Médio

Vacina da Gripe

Nao

Sim

Sim

Nao

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Nao

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Nao

Nao
Ignorado
Ignorado
Ignorado
Ignorado
Ignorado
Ignorado
Nao
Sem informagao
Nao

Nao

Nao

Nao

Nao

Comorbidades
Sem comorbidade
Sem comorbidade
1 comorbidade
Sem informagao
Sem informagao
Sem comorbidade
Sem comorbidade
1 comorbidade
Sem comorbidade
Sem informagao
2 ou mais comorbidades
Sem comorbidade
Sem comorbidade
1 comorbidade
2 ou mais comorbidades
Sem informagao
2 ou mais comorbidades
Sem informagao
2 ou mais comorbidades
2 ou mais comorbidades
Sem informagao
2 ou mais comorbidades
Sem informagao
2 ou mais comorbidades
Nao
Sem comorbidade
Sem comorbidade
Sem comorbidade
Sem comorbidade
Sem comorbidade
Nao

Sintomas
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sintomas respiratorios
Sintomas nao respiratorios
Sintomas respiratorios
Sintomas respiratorios € ndo respiratorios
Sintomas respiratorios € ndo respiratorios
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sintomas respiratorios
Sintomas respiratorios
Sem informagao
Sintomas respiratorios e ndo respiratorios
Sintomas respiratorios e ndo respiratorios
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sintomas respiratdrios € ndo respiratorios
Sintomas respiratorios € ndo respiratorios
Sintomas respiratdrios™®
Sintomas respiratorios e nao respiratorios
Sintomas respiratorios e ndo respiratorios
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sintomas respiratorios
Sintomas respiratorios e ndo respiratorios
Sintomas respiratorios
Sintomas respiratdrios € ndo respiratorios
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sintomas respiratdrios € ndo respiratorios
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
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G2
QG2
G2
QG2
QG2
G2
G2
G2
G2

* Recém-nascido

mmLmmm L ™

Ensino Médio
Ensino Fundamental
Sem informacao
Ignorado

Sem informagao
Nao alfabetizado
Ensino Médio

Sem informacgao
Ensino Médio

Nao
Nao
Sim
Nao
Nao
Ignorado
Nao
Sim
Sim

2 ou mais comorbidades
Nao

Sem comorbidade

2 ou mais comorbidades
1 comorbidade

2 ou mais comorbidades
Sem comorbidade

Sem comorbidade

1 comorbidade

Sintomas respiratorios € ndo respiratorios
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sintomas respiratdrios € ndo respiratorios
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sintomas respiratdrios € ndo respiratorios
Sintomas respiratdrios € ndo respiratorios
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
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Grupo
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3

Sexo

S IO Gl M Bl Ml B o B Bl e o s Bl e s B G e o Bl B e s B o Bl Bl

Escolaridade
Ensino superior
Ignorado
Ensino fundamental
Ensino superior
Sem informacgao
Ensino médio
Sem informagao
Ignorado
Ensino superior
Ensino superior
Ensino fundamental
Ignorado
Ensino superior
Ensino superior
Ensino fundamental
Ensino superior
Ensino médio
Ensino médio
Ensino superior
Ignorado
Ignorado
Sem informagao
Sem informagao
Ensino fundamental
Ensino fundamental
Ensino fundamental
Ensino fundamental
Ensino fundamental
Ensino fundamental
Sem informacgao
Sem informacgao

Vacina da Gripe

Sim

Sem informagao
Sem informagao
Nao

Ignorado

Nao

Ignorado
Ignorado

Sim

Sim

Nao

Ignorado

Sem informagao
Nao

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Ignorado
Ignorado

Sim

Sim

Nao

Nao

Ignorado

Sim

Sim

Sim

Nao

Sim

Comorbidades
Sem informagao
Sem informagao
Sem comorbidade
Sem comorbidade
2 ou mais comorbidades
1 comorbidade
1 comorbidade
1 comorbidade
Sem comorbidade
1 comorbidade
2 ou mais comorbidades
2 ou mais comorbidades
Sem informagao
Sem comorbidade
1 comorbidade
Sem informagao
Sem informagao
Sem informagao
Sem comorbidade
2 ou mais comorbidades
2 ou mais comorbidades
Sem comorbidade
1 comorbidade
Sem informagao
1 comorbidade
2 ou mais comorbidades
1 comorbidade
Sem comorbidade
Sem informagao
Sem comorbidade
2 ou mais comorbidades

Sintomas

Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sintomas respiratorios

Sintomas respiratorios

Sintomas respiratdrios € nao respiratorios
Sintomas respiratdorios € nao respiratorios
Sintomas respiratorios

Sintomas respiratorios e ndo respiratorios
Sintomas respiratorios € ndo respiratorios
Sintomas respiratorios

Sintomas respiratorios € ndo respiratorios
Sintomas respiratdrios

Sintomas respiratorios € ndo respiratorios
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sem informacgao

Sintomas respiratdrios e nao respiratorios
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sintomas respiratorios € ndo respiratorios
Sintomas respiratorios

Sintomas respiratorios € ndo respiratorios
Sintomas respiratorios

Sintomas respiratorios

Sintomas respiratorios e ndo respiratorios
Sintomas respiratorios e ndo respiratorios
Sintomas respiratorios

Sintomas respiratorios

Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sintomas respiratdrios e nao respiratorios
Sintomas respiratdrios € nao respiratorios
Sintomas respiratorios
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G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3
G3

mmm L

Nao alfabetizado
Nao alfabetizado
Ensino superior
Ensino fundamental
Ensino fundamental
Sem informacgao
Ensino fundamental
Ignorado

Ignorado
Ignorado
Ignorado
Ignorado
Ignorado
Sim

Ignorado
Nao

1 comorbidade

2 ou mais comorbidades
1 comorbidade

1 comorbidade

Sem comorbidade

1 comorbidade

2 ou mais comorbidades
Sem informagao
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Sintomas respiratorios € ndo respiratorios
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sintomas respiratorios € ndo respiratorios
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sintomas respiratorios € ndo respiratorios
Sintomas respiratorios € nao respiratorios
Sintomas respiratorios € ndo respiratorios



