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1. Resumo

Em dezembro de 2019, a rápida disseminação de uma pneumonia de origem

desconhecida chamou a atenção das autoridades de saúde em Wuhan, na China. Mais

tarde, em janeiro de 2020, o agente etiológico foi anunciado como sendo um novo vírus

pertencente à família dos coronavírus. Em fevereiro de 2020 o Comitê Internacional de

Taxonomia dos Vírus nomeia o novo coronavírus como SARS-CoV-2 (do inglês severe acute

respiratory syndrome coronavirus 2 – SARS-CoV-2) e em março de 2020 a Organização

Mundial da Saúde (OMS) decreta pandemia por COVID-19, doença causada pelo novo

coronavírus. Mesmo mais de dois anos após a declaração de pandemia por COVID-19, e

com todos os esforços mundiais em busca do esclarecimento da doença e da contínua

tentativa de limitar sua transmissão, a rápida disseminação do vírus tem levado à contínua

geração de diferentes sequencias de SARS-CoV-2.

Essa evolução genômica dá origem a diversas variantes e novas linhagens que têm

características diferentes em comparação com seus ancestrais. Algumas dessas linhagens

têm demonstrado mudanças com alto grau de significância para a saúde pública global. As

novas linhagens podem apresentar aumento da transmissibilidade ou aumento da virulência

e alteração na apresentação clínica da doença. A classificação utilizada cita variantes de

preocupação (do inglês “variants of concern” - VOCs) que englobam as variantes alfa (ou

B.1.1.7, primeiramente descrita na Inglaterra), beta (ou B1.351, primeiramente descrita na

África do Sul), gama (ou P1, primeiramente descrita no Brasil), delta (ou B1.617.2,

primeiramente descrita na Índia) e ômicron (ou B.1.1.529, identificada em diversos países

em novembro de 2021).

Para realizar a caracterização dessas linhagens é recomendado a análise do

genoma completo de SARS-CoV-2, utilizando-se de ferramentas moleculares como o

sequenciamento de nova geração (NGS, do inglês “new generation sequencing). Apesar das

inúmeras vantagens, ainda é uma ferramenta com custo alto para ser utilizada em larga

escala e ser absorvida pelo Sistema Único de Saúde (SUS) e sistemas de vigilância

epidemiológica do país. Nesse sentido, alternativas devem ser pensadas para que seja

possível fazer a identificação das variantes e realizar a vigilância genômica das VOCs.

Uma vez que as VOCs apresentam importantes mutações definidoras de linhagem

na porção denominada receptor binding domain (RBD) da proteína da spike do

SARS-CoV-2, o sequenciamento de Sanger, considerado método de referência para

determinação de sequências nucleotídicas, é uma alternativa ao uso do NGS por ser uma

metodologia mais acessível, principalmente quando se trata de custo por amostra

processada.
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2. Introdução

Em dezembro de 2019, a rápida disseminação de uma pneumonia de origem

desconhecida chamou a atenção das autoridades de saúde em Wuhan, na China. Mais

tarde, em janeiro de 2020, o agente etiológico foi anunciado como sendo um novo vírus

pertencente à família dos coronavírus (ZHU et al., 2020), amplamente distribuídos em

mamíferos, incluindo os humanos, capazes de causar doenças respiratórias, hepáticas e até

mesmo neurológicas (WEISS; LEIBOWITZ, 2011). Semelhantemente aos sintomas do

coronavírus causador da síndrome respiratória aguda (SARS-CoV, do inglês severe acute

respiratory syndrome coronavirus) e do coronavírus causador da síndrome respiratória do

oriente médio (MERS‐CoV, do inglês Middle East respiratory syndrome coronavirus), os

pacientes infectados com o novo coronavírus apresentavam sinais de pneumonia viral,

desconforto no peito, febre e tosse (ZHU et al., 2020).

Em fevereiro de 2020 o Comitê Internacional de Taxonomia dos Vírus nomeia o novo

coronavírus como SARS-CoV-2 (SARS-CoV-2, do inglês severe acute respiratory syndrome

coronavirus 2) e em março de 2020 a Organização Mundial da Saúde (OMS) decreta

pandemia por COVID-19, doença causada pelo novo coronavírus. Até janeiro de 2023,

segundo o Center for System Science and Engineering, da Universidade de John Hopkins, já

foram identificados mais de 670 milhões de casos de SARS-CoV-2 ao redor do mundo e

contabilizadas mais de 6,8 milhões de mortes por COVID-19 (JOHN HOPKINS

UNIVERSITY, 2022).

Mesmo mais de dois anos após a declaração de pandemia por COVID-19, e com

todos os esforços mundiais em busca do esclarecimento da doença e da contínua tentativa

de limitar sua transmissão, a rápida disseminação do vírus tem levado à contínua geração

de diferentes sequencias de SARS-CoV-2 (RAMBAUT et al., 2020). O ritmo acelerado da

transmissão resulta em um processo contínuo de geração e extinção de linhagens com o

passar do tempo, levando a novas ondas de surtos de COVID-19 que têm sido atribuídas

principalmente ao surgimento de novas variantes (CASCELLA et al., 2021).

Existem duas principais linhagens de SARS-CoV-2 circulantes ao redor do mundo,

inicialmente chamadas de linhagens A e B. O primeiro genoma de SARS-CoV-2 identificado

em Wuhan é pertencente à linhagem A, que possui alta semelhança genômica às linhagens

RmYN02 e RaTG13 presentes em morcegos. A alteração de alguns nucleotídeos dessa

linhagem deu origem à linhagem B, que rapidamente se espalhou ao redor do mundo (HU et

al., 2021; RAMBAUT et al., 2020). As linhagens refletem as mudanças genômicas

associadas a eventos epidemiológicos e biológicos importantes, que podem traduzir surtos
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ou a introdução e disseminação do vírus em uma região geográfica distinta (O’TOOLE et al.,

2021; RAMBAUT et al., 2020).

Essa evolução genômica segue dando origem a diversas variantes e novas

linhagens que têm características diferentes em comparação com seus ancestrais. Algumas

dessas variantes têm demonstrado mudanças com alto grau de significância para a saúde

pública global. As novas variantes podem apresentar aumento da transmissibilidade ou

aumento da virulência e alteração na apresentação clínica da doença. Essas novas

variantes podem ainda impactar na efetividade do diagnóstico, vacinas ou de outras

medidas terapêuticas disponíveis. Para organizar o grande volume de informações que

foram surgindo e sendo documentadas sobre as variantes do SARS-CoV-2, a OMS propôs

uma reclassificação das variantes, a fim de facilitar as discussões por um público não

científico. Essa atualização tem como base o uso das letras do alfabeto grego (alfa, beta,

gama etc.). A classificação utilizada cita variantes de preocupação (VOCs, do inglês

“variants of concern”) que englobam as variantes alfa (ou B.1.1.7, primeiramente descrita na

Inglaterra), beta (ou B.1.351, primeiramente descrita na África do Sul), gama (ou P.1,

primeiramente descrita no Brasil), delta (ou B.1.617.2, primeiramente descrita na Índia) e

ômicron (ou B.1.1.529, identificada em diversos países em novembro de 2021) (O’TOOLE et

al., 2021; RAMBAUT et al., 2020; WHO, 2022).

Em comum, as variantes de preocupação possuem mutações com significado

funcional no gene S, responsável por expressar a glicoproteína que forma a espícula viral

(ou proteína spike). Formada por duas subunidades principais (S1 e S2), essa glicoproteína

desempenha um papel importante no reconhecimento do receptor da enzima conversora de

angiotensina 2 (ACE-2, do inglês “angiotensin-converting enzyme 2”). Essa interação é

necessária para a fusão da partícula viral com a membrana celular do hospedeiro e

liberação do material genético do vírus (GURUPRASAD, 2021). No domínio S1, fica

localizada a região de ligação ao receptor (RBD, do inglês “receptor binding domain”), que

abriga um grande número de mutações comuns às VOCs (NAVECA, Felipe et al., 2021;

O’TOOLE et al., 2021).

Para realizar a caracterização dessas linhagens é recomendada a análise do

genoma completo do SARS-CoV-2, utilizando-se de ferramentas moleculares como o

sequenciamento de nova geração (NGS, do inglês “new generation sequencing”). Através

dessa metodologia é possível realizar o sequenciamento completo do genoma (WGS, do

inglês “whole genome sequencing”) e gerar uma grande quantidade de informações

genômicas do vírus, possibilitando o rastreio da origem e propagação bem como o

monitoramento de sua evolução. Entretanto, trata-se de uma técnica complexa e com um
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grande tempo de envolvimento na sua execução (CHIARA et al., 2021). Apesar das

inúmeras vantagens, ainda é uma ferramenta com custo alto para ser utilizada em larga

escala e ser absorvida pelo Sistema Único de Saúde (SUS) e sistemas de vigilância

epidemiológica do país. Nesse sentido, alternativas devem ser pensadas para que seja

possível fazer a identificação das variantes e realizar a vigilância genômica das VOCs.

Uma alternativa à utilização do NGS para a obtenção de informações genômicas é o

sequenciamento de Sanger, considerado método de referência para determinação de

sequências nucleotídicas. Através dessa metodologia é possível obter-se a sequência de

nucleotídeos de até 1.000 pares de bases por reação, podendo ser aplicado para obtenção

de genomas totais ou de regiões específicas de interesse. Essa limitação de número de

pares de base sequenciados por reação torna o sequenciamento de Sanger uma técnica

com baixo rendimento quando comparado ao NGS, mas é capaz de fornecer uma análise

que possibilita a identificação de patógenos emergentes ou ainda mudanças evolutivas em

patógenos conhecidos, com um custo menor por amostra processada (CROSSLEY et al.,

2020). O sequenciamento de Sanger vem sendo utilizado como uma abordagem para

determinação das VOCs por ser uma metodologia mais amplamente utilizada e mais

acessível que o NGS (DORLASS et al., 2021; BEZERRA et al., 2021).

As VOCs carregam suas principais mutações entre os 749 nucleotídeos da porção

RBD da spike e isso parece conferir vantagens evolutivas às linhagens que as possuem, e

isso possibilita a identificação por sequenciamento de Sanger em uma única reação

(CASCELLA et al., 2021).

Figura 1 - Organização genômica do SARS-CoV-2. (a) Genes responsáveis por codificar

proteínas estruturais e não estruturais da partícula viral do SARS-CoV-2; (b) as regiões dentro do

gene responsável por codificar a proteína Spike, onde fica localizada a região RDB. Adaptado de

Kadam et al., 2020.
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Essa característica possibilita que o perfil mutacional dessa região seja identificado e

torne possível a predição e discriminação das VOCs através do sequenciamento de Sanger,

através da comparação de substituições nucleotídicas frente a sequencia de referência,

podendo ser utilizado em sistemas públicos de saúde e vigilância. O sequenciamento de

Sanger da região RBD da proteína spike pode contribuir com a compreensão do perfil

epidemiológico da infecção por SARS-CoV-2, sua vigilância genômica e promover uma

triagem de novas variantes que possam surgir.
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3. Revisão da literatura

3.1 A linha do tempo histórica do SARS-CoV-2

No final de dezembro de 2019, a cidade de Wuhan, na China, identificou uma série

de casos de pneumonia de origem desconhecida. As autoridades de saúde pública locais

identificaram um vínculo epidemiológico entre esses casos e um mercado atacadista de

frutos do mar e animais vivos da cidade (ZHU et al., 2020). Em comum, os pacientes

apresentavam sintomas de uma pneumonia: tosse, febre, desconforto torácico e, nos casos

mais graves, dispnéia e infiltrado pulmonar. Esses sintomas assemelhavam-se muito a

sintomas de outras infecções virais como Influenza, SARS-CoV e MERS-CoV, mas essas

suspeitas logo foram descartadas pelas autoridades sanitárias locais (GRALINSKI;

MENACHERY, 2020; ZHU et al., 2020).

Em janeiro de 2020, as autoridades sanitárias da China anunciaram que o agente

causador da pneumonia foi identificado como pertencente à família dos betacoronavírus, até

então nunca identificado (HU et al., 2021; ZHU et al., 2020). A rápida disseminação do vírus

evidenciou a transmissão entre humanos, à medida que novos casos foram sendo

identificados em indivíduos que não tiveram exposição ao mercado atacadista de frutos do

mar e infecções nosocomiais foram sendo relatadas (CHAN et al., 2020). Com a

proximidade do Ano Novo Lunar, data festiva comemorada em países do oriente, uma

intensa movimentação entre as cidades favoreceu a disseminação ainda mais rápida do

vírus na China e, em um mês, o vírus já havia chegado a 34 províncias da China (HU et al.,

2021). Ao final de janeiro, já se somavam mais de 800 casos e 25 mortes na China, além da

identificação do vírus em outros 10 países (GRALINSKI; MENACHERY, 2020). Nesse

momento, a OMS declara que o surto do novo coronavírus é uma emergência de saúde

pública internacional (HU et al., 2021).

O Comitê Internacional de Taxonomia dos Vírus classifica, em fevereiro de 2020, o

novo coronavírus pertencente a um clado derivado do coronavírus que causa a síndrome

respiratória aguda grave de humanos e de morcegos (SARS-CoVs), e o designa como

SARS-CoV-2 (GORBALENYA et al., 2020). Ainda em fevereiro de 2020, a OMS define como

COVID-19 a doença causada pelo SARS-CoV-2 e em março determina pandemia mundial

pela COVID-19 (HU et al., 2021). Até janeiro de 2023 já foram registrados mais de 670

milhões de casos de SARS-CoV-2 ao redor do mundo, com mais de 36 milhões de casos e

mais de 696 mil mortes somente no Brasil, sendo o segundo país em número de mortes no

mundo. Somente na região sul, já foram registrados mais de 7,8 milhões de casos e mais de

110 mil mortes (JOHN HOPKINS UNIVERSITY, 2022; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2022).
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3.2 A origem do SARS-CoV-2

Os coronavírus são pertencentes à família Coronaviridae e subfamília Coronavirinae,

a qual é subdividida em alfa, beta, gama e deltacoronavirus (CUI; LI; SHI, 2019;

INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES, 2020). Os alfacoronavirus e

betacoronavirus, infectam somente mamíferos, enquanto gamacoronavirus e

deltacoronavirus são capazes de infectar aves e, eventualmente, mamíferos (CUI; LI; SHI,

2019). Os betacoronavírus possuem quatro subgêneros, nomeados Embecovírus,

Sarbecovírus, Merbecovírus e Nobecovírus sendo SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2

pertencentes ao subgênero Sarbecovírus (VERMA; SUBBARAO, 2021; WONG et al., 2019).

A análise filogenética do genoma do SARS-CoV-2 demonstrou semelhanças com isolados

de coronavírus de morcego (RaTG13, RmYN02, ZC45 e ZXC21) bem como novos

coronavírus recentemente identificados em pangolins, que apresentam semelhanças ao

SARS-CoV e outros coronavírus relacionados ao SARS-CoV (SARSr-CoVs) (HU et al.,

2021; NASCIMENTO et al., 2020).

Os morcegos desempenham um papel importante como hospedeiros naturais dos

betacoronavírus e acredita-se que a maioria dos coronavírus que infectam humanos tenham

se originado em morcegos. Um exemplo dessa relação de proximidade genética é a alta

semelhança genômica entre o SARS-CoV-2 e RaTG13, um coronavírus que tem como

principal hospedeiro um morcego Rhinolophus affinis, apresentando uma identidade de

sequência genômica em torno de 96%. Apesar do vírus RaTG13 possuir alta similaridade

genômica com SARS-CoV-2, divergências na sequência da proteína viral que se liga ao

receptor das células humanas impedem que este vírus infecte humanos. Entretanto, essa

alta similaridade genômica sustenta a hipótese de que morcegos sejam o hospedeiro

principal do SARS-CoV-2 (HU et al., 2021; NIE et al., 2021).

O contato direto entre humanos e morcegos é raro e parece ser mais provável que a

introdução do SARS-CoV-2 no homem tenha passado por um hospedeiro intermediário,

como no caso do SARS-CoV e do MERS-CoV. Uma hipótese é que o pangolim malaio

(Manis javanica) fosse um possível hospedeiro intermediário, uma vez que possuem

sequências semelhantes ao receptor presente na célula humana e estão presentes nos

mercados atacadistas de frutos do mar e animais silvestres vivos na China - considerados

uma iguaria tradicional chinesa. Entretanto, apesar de existirem evidências de que os

pangolins são hospedeiros naturais de betacoronavírus, o potencial desses vírus para

infectar humanos ainda é desconhecido (FRUTOS et al., 2020; LIU et al., 2020).
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3.3 A estrutura viral e a organização genômica

Os vírus pertencentes à família Coronaviridae são partículas esféricas com tamanho

variando entre 150 e 160 nm, com projeções de glicoproteínas na sua superfície. O genoma

viral dos coronavírus é composto de RNA fita simples (ssRNA) de senso positivo que possui

cerca de 29 a 32 mil bases nucleotídicas, com uma estrutura cap-5’ e uma cauda 3’poli-A

(DATTA; SINGH; NAQVI, 2021). O SARS-CoV-2 possui cerca de 29 mil nucleotídeos e difere

de outros coronavírus devido à capacidade de produzir uma glicoproteína que possui

propriedades de hemaglutinação e acetil-transferase. A estrutura viral compreende um

nucleocapsídeo (N) empacotado por um envelope viral (E) associado às proteínas

estruturais de membrana (M) e espícula viral (ou proteína spike - S) (PARASKEVIS et al.,

2020; WANG et al., 2020).

Seu genoma possui regiões responsáveis por codificar proteínas não estruturais

(nsps - do inglês non-structural proteins), proteínas estruturais e proteínas acessórias

(BRANT et al., 2021). As regiões ORF1a e ORF1ab (do inglês open reading frames)

codificam poliproteínas não estruturais indispensáveis para a ativação do complexo de

replicação viral, a protease do tipo 3-quimiotripsina (3CLpro), e a protease do tipo papaína

(PLpro). Além disso, a região ORF1ab codifica a proteína catalítica RNA-dependente de

RNA polimerase (RdRp), que faz parte de um complexo contendo entre 500 e 600 resíduos

de aminoácidos embutido na capsídeo viral. Esse complexo é importante na replicação e

transcrição das proteínas virais, pois a enzima RdRp é responsável por gerar as cópias de

ssRNA senso negativo que servirá como template para gerar as cópias de ssRNA senso

positivo (DATTA; SINGH; NAQVI, 2021).

O gene N possui 1.260 nucleotídeos e é responsável pela codificação da proteína do

nucleocapsídeo. Essa proteína possui três domínios distintos e ainda bem conservados:

domínio N-terminal, domínio C-terminal e domínio de ligação do RNA e possui um papel

importante na replicação e transcrição viral, no empacotamento dos vírions e na formação e

manutenção do complexo ribonucleoproteína (RNP), podendo ser detectada em amostras

de swab nasofaríngeo. A alta taxa de conservação da sequência genômica do gene N

permite que essa região seja utilizada como alvo para testes diagnósticos (DATTA; SINGH;

NAQVI, 2021; KADAM et al., 2021).

Uma região genômica que possui um alto grau de conservação entre os coronavírus

é o gene M, responsável pela codificação da glicoproteína M, proteína estrutural mais

abundante nos coronavírus. O gene M é composto por 669 nucleotídeos e codifica uma

proteína de 222 aminoácidos que desempenha um papel importante na montagem da
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partícula viral e no direcionamento da formação do envelope viral, além de ser um alvo para

a ação da resposta imune do hospedeiro (BIANCHI et al., 2020; BAI; ZHONG; GAO, 2022).

Outra região importante para a codificação de proteínas estruturais é o gene E. Este

gene é formado por 228 nucleotídeos e é responsável por codificar a proteína E, a menor

das principais proteínas estruturais. A proteína E é um polipeptídeo formado por 75

aminoácidos, composta por dois domínios distintos - um domínio transmembranar

hidrofóbico e uma cauda citoplasmática carregada. Essa proteína é altamente conservada

entre os coronavírus, desempenhando uma função em comum entre eles de polimerizar-se

formando um canal iônico - a viroporina - que permite a liberação das partículas virais da

célula hospedeira. Devido ao seu importante papel para a patogênese do vírus, vacinas de

vírus vivo atenuado baseada na deleção da proteína E foram desenvolvidas (BIANCHI et al.,

2020; KADAM et al., 2021; BAI; ZHONG; GAO, 2022).

O gene S é formado por 3.822 nucleotídeos responsáveis por conter a informação

genética para codificar a proteína da espícula viral, ou proteína spike, uma glicoproteína

composta por 1.282 aminoácidos - a maior proteína do grupo das proteínas estruturais. Essa

proteína recobre a superfície da partícula viral, projetando-se extensivamente a partir do

envelope. É a partir da proteína spike que a partícula viral liga-se ao receptor da célula

humana e medeia a fusão do vírus e da membrana do hospedeiro (BAI; ZHONG; GAO,

2022; KADAM et al., 2021). Devido à função crítica e determinante na entrada do vírus à

célula hospedeira, o surgimento de repetidas variantes do SARS-CoV-2 tem sido atribuído a

mutações da proteína spike (MENGIST et al., 2021). Além disso, a proteína spike tem sido o

principal alvo para o desenvolvimento de vacinas, por ser um antígeno externo e abundante

da partícula viral e ser facilmente detectado pelo sistema imune (AWADASSEID et al.,

2021).

3.4 A proteína spike e o domínio de ligação ao receptor

Os coronavírus recebem este nome em função da glicoproteína spike que cobre sua

superfície, formando projeções em formato de uma coroa. (VERMA; SUBBARAO, 2021). A

proteína spike é uma proteína transmembranar de classe 1, composta por 3 regiões

denominadas região transmembranar, domínio intracelular e região do ectodomínio, onde

ficam localizadas as subunidades S1 e S2 (KADAM et al., 2021). O subdomínio S1 possui

duas unidades distintas, uma região N-terminal (S1-NTD), responsável por ligar-se à

açúcares, e uma região C-terminal (S1-CTD) que possui o papel de reconhecer receptores

proteicos. Esses dois subdomínios exercem papel fundamental na entrada do vírus à célula

hospedeira: a porção S1 liga-se ao receptor da célula hospedeira enquanto a porção S2 tem

função de fusão de membranas entre o vírus e o hospedeiro (VERMA; SUBBARAO, 2021).
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No subdomínio S1 fica localizado o domínio de ligação ao receptor (RBD), composto

por aproximadamente 230 aminoácidos que é responsável pela ligação à ACE-2 para entrar

nas células-alvo (BAI; ZHONG; GAO, 2022). A região RBD fica localizada entre os resíduos

de aminoácidos 333 e 527 da proteína spike e, devido a transições conformacionais nessa

região que possibilitam a ocultação ou exposição de determinados resíduos, alterações na

sequência de aminoácidos dessa região podem afetar drasticamente a afinidade pela ACE-2

(KADAM et al., 2021; MAGAZINE et al., 2022; WANG et al., 2020). Essa maior afinidade

entre a ligação da região RBD do SARS-CoV-2 com a ACE-2 da célula hospedeira pode

inclusive ter contribuído para que o SARS-CoV-2 tenha uma transmissibilidade e

infecciosidade até 4 vezes maior do SARS-CoV (MAGAZINE et al., 2022). Além disso, a

região RBD é o principal alvo dos anticorpos neutralizantes produzidos durante a infecção

por SARS-CoV-2 (TEGALLY et al., 2020).

Alguns resíduos de aminoácidos presentes na região RBD possibilitam a estabilidade

na ligação da partícula viral com a ACE-2. A exemplo disso, mutações no resíduo G502

podem impedir a ligação do vírus à célula hospedeira, assim como alterações nos resíduos

Y449, L455, F486 e Y505 podem levar à desestabilizam a ligação com a ACE-2, e diminuir a

capacidade de ligação da partícula viral à célula hospedeira, dependendo da troca de

aminoácido que ocorrer. Da mesma maneira, alterações nesses resíduos podem levar a um

aumento da afinidade entre o vírus e a ACE-2, favorecendo sua entrada e replicação na

célula hospedeira. Mutações nos resíduos Q493, Q498 e N501 que reduzam o caráter polar

dessa região podem aumentar muito a afinidade entre RBD e a célula hospedeira, devido a

densa rede de contatos polares com a ACE-2 (STARR et al., 2020).

Além de favorecer a entrada do vírus nas células para permitir a replicação viral,

alterações na sequência de aminoácidos da região RBD também podem contribuir para a

diminuição da neutralização dos vírus pelo sistema imune. Por exemplo, mutações

presentes nos resíduos K417 estão associadas tanto ao aumento da transmissibilidade

quanto à redução da sensibilidade aos anticorpos neutralizantes. Uma mutação no resíduo

L452 é capaz de aumentar a afinidade de ligação do receptor ACE-2 e diminuir a interação

com os anticorpos induzidos pela vacina, assim como alterações no resíduo E484. Da

mesma forma, alterações no resíduo N501 estão relacionadas ao aumento da afinidade com

a ACE-2 e gera uma concentração maior das partículas virais na faringe e nas cavidades

nasais aumentando sua taxa de transmissão (HADJ HASSINE, 2022).

3.5 As mutações e as variantes

Entre os vírus que possuem seu material genético composto de RNA, os coronavírus

são os que possuem as menores taxas de mutações. Isso ocorre devido a presença de uma
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enzima, a RNA-dependent RNA polymerase (RdRp), que tem uma atividade de correção

(proofreading) de nucleotídeos erroneamente incorporados, resultando em uma precisão de

replicação elevada (FERRON et al., 2018). No entanto, os vírus mutam constantemente e

essas mutações podem surgir aleatoriamente quando o vírus entra em contato com a

variedade genética do hospedeiro e ambientes celulares distintos. Algumas dessas

mutações podem persistir por fornecer vantagens evolutivas aos vírus que as carregam

(CHAKRABORTY, 2021).

Com a alta taxa de transmissão, inúmeras mutações no SARS-CoV-2 estão sendo

documentadas e novas variantes vêm sendo descritas. Para priorizar o monitoramento e

auxiliar nas discussões públicas sobre variantes e o cenário epidemiológico pandêmico com

a população, o grupo consultor técnico sobre evolução de vírus da OMS criou um sistema de

classificação e nomenclatura para as variantes do SARS-CoV-2. Essas variantes podem ser

classificadas como variantes de interesse, variantes sob monitoramento e variantes de

preocupação (WHO, 2022).

As variantes sob monitoramento (VUM, do inglês variants under monitoring)

compreendem variantes do SARS-CoV-2 que possuem alterações em seu genoma em que

haja suspeita que possa alterar características do vírus mas ainda não há clareza sobre seu

mecanismo. Já as variantes de interesse (ou VOI, do inglês variants of interest) apresentam

alterações fenotípicas, como mudanças na virulência, antigenicidade ou epidemiologia da

doença e possuem alterações genômicas que causam um aumento significativo na

transmissão na comunidade ou em clusters de infecção. São um alerta de risco emergente

para a saúde pública global (JANIK et al., 2021; WHO, 2022).

As variantes de preocupação (ou VOCs, do inglês variants of concern) são aquelas

que possuem evidências que as alterações no seu genoma estão associadas a um aumento

da transmissibilidade, da virulência, da apresentação clínica ou da evasão imune. Das

milhões de variantes que surgiram até o momento, 5 variantes foram classificadas pela OMS

como variantes de preocupação: variante alfa (ou B.1.1.7, primeiramente descrita na

Inglaterra), variante beta (ou B.1.351, primeiramente descrita na África do Sul), variante

gama (ou P.1, primeiramente descrita no Brasil), variante delta (ou B.1.617.2, primeiramente

descrita na Índia) e variante ômicron (ou B.1.1.529, descrita primeiramente na África do Sul

e que rapidamente se espalhou por diversos países em novembro de 2021) (WHO, 2022).

Em comum, as VOCs possuem suas principais mutações na região RBD da proteína spike

que, devido a grande interação com células hospedeiras, tem sido considerado um hotspot

para mutações (CASCELLA et al., 2021).
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A primeira VOC descrita foi a variante alfa (ou B.1.1.7). Identificada pela primeira vez

em outubro de 2020 na Inglaterra, se espalhou rapidamente por diversos países europeus e,

em pouco tempo, foi identificada em outros países como Brasil, México, China, Coréia do

Sul e Índia (COSAR et al., 2022). Essa variante possui 17 mutações ao todo quando

comparada com o genoma de referência Wuhan-Hu-1 (NC_045512.2), sendo 8 localizadas

na proteína spike e dessas, duas mutações são consideradas “mutações assinatura” e estão

localizadas na região RBD: N501Y e A570D (JANIK et al., 2021). Supõe-se que a mutação

N501Y, tenha contribuído para a transmissão dessa variante em uma taxa de 40-70% maior

que outras variantes circulantes antes do surgimento da alfa, enquanto a mutação A570D

leva a alterações conformacionais na região RBD que contribuem para a fusão da partícula

viral e a célula do hospedeiro (COSAR et al., 2022; YANG et al., 2021). Embora a variante

alfa tenha sido primeiramente identificada na Inglaterra, sua origem exata não é clara.

Entretanto, sua identificação foi possível devido ao programa de vigilância genômica de

SARS-CoV-2 no Reino Unido que iniciou uma investigação em larga escala (CHAND et al.,

2020).

A variante beta (ou B.1.351) teve seu primeiro registro em outubro de 2020 na África

do Sul e rapidamente se espalhou pelo país. Cerca de 20 mutações diferentes da sequência

genômica de referência NC_045512.2 foram descritas nessa variante, sendo 9 delas no

gene S. Dessas 9 mutações no gene que codifica a proteína spike, 3 estão localizadas na

porção RBD: N501Y (em comum com a VOC alfa), E484K e K417N. Existem evidências que

sustentam que a mutação E484K, assim como a mutação N501Y, aumenta ainda mais a

afinidade de ligação da porção RBD à ACE-2. Já a mutação K417N parece ter seu principal

impacto na capacidade de manter a porção RBD na conformação aberta, facilitando a

ligação do vírus com a célula hospedeira (TEGALLY et al., 2021). Além disso, os resíduos

K417 e E484 são posições importantes para o reconhecimento de anticorpos neutralizantes,

podendo as mutações nesses resíduos levar potencialmente a um escape imune após

infecções naturais ou afetar a potência dos anticorpos induzidos pela vacinação (COSAR et

al., 2022).

Em janeiro de 2021 a variante gama (ou P.1, descendente da linhagem B.1.1.28) foi

identificada no Brasil, sendo os primeiros casos da variante gama observados entre

viajantes que chegaram ao Japão vindos do Brasil. No seu genoma, cerca de 21 novas

mutações (quando comparada ao genoma referência) foram identificadas. Entre essas 21

mutações, 12 estão localizadas na proteína spike, sendo 3 na porção RBD. As mutações

assinatura da variante gama são as mutações K417T, E484K e N501Y que, assim como a

variante beta, estão associadas ao aumento da transmissão e ao escape dos anticorpos

neutralizantes (JANIK et al., 2021). Embora compartilhe os mesmos resíduos mutados na
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região RBD que a variante beta, a mutação no resíduo K417 difere no aminoácido mutado.

Entretanto, um estudo mostrou que as mutações K417N e K417T têm consequências

idênticas na capacidade de ambas as variantes se ligarem ao ACE-2 (SA et al., 2022). A

variante gama foi responsável por um aumento exponencial de casos no primeiro semestre

de 2021 no Brasil, estabelecendo uma segunda onda de casos, muito mais agressiva que a

anterior (NAVECA, Felipe Gomes et al., 2021).

Já a variante delta (B.1.617.2), primeiramente documentada na Índia em outubro de

2020, foi classificada inicialmente como uma VOI pela OMS. Em maio de 2021 foi

reclassificada como VOC, uma vez que rapidamente se espalhou por diversos países,

tornando-se a variante mais dominante ao redor do mundo. Sua taxa de transmissão

mostrou ser 60% maior quando comparado com as demais variantes (LI; LOU; FAN, 2021;

WHO, 2022). Essa variante possui cerca de 15 mutações descritas, sendo 2 mutações

características localizadas na porção RBD da proteína spike - as mutações L452R e T478K

(KANNAN et al., 2021). A mutação no resíduo L452 contribui para a estabilização da

interação entre a proteína spike e a ACE-2, muito embora esse resíduo não interaja

diretamente com o receptor (CHOI; SMITH, 2021), enquanto a mutação no resíduo T478

leva à um aumento na transmissão, na gravidade e no escape de anticorpos neutralizantes,

contribuindo para a maior infecciosidade dessa variante (DHAWAN et al., 2022). Diferente

das variantes alfa, beta e gama, a variante delta não compartilha mutações com as VOCs

anteriormente em circulação.

A última VOC a ser assim classificada pela OMS é a variante ômicron. Essa VOC foi

primeiramente identificada na África do Sul em novembro de 2021, mas rapidamente já

estava disseminada mundialmente, sendo identificada em múltiplos países em cerca de uma

semana. A rápida disseminação dessa variante deve-se possivelmente ao seu perfil

mutacional bem distinto das variantes anteriores. A variante ômicron possui uma

constelação de mutações, com mais de 50 alterações no seu genoma quando comparado

ao genoma de referência NC_045512.2. Dessas mutações, 30 estão concentradas na

proteína spike, sendo dessas mais de 15 somente na região RBD. As mutações presentes

na região RBD são G339D, S371L, S373P, S375F, K417N, N440K, G446S, S477N, T478K,

E484A, Q493R, G496S, Q498R, N501Y, Y505H e T547K (THAKUR; RATHO, 2022; XU et

al., 2022).

Além de algumas mutações compartilhadas com outras variantes, como a mutação

N501Y, presentes nas alfa, beta e gama, e a mutação T478K compartilhada com a variante

delta, já descritas como causadoras de um aumento da infectividade das variantes que as

carregam, a variante ômicron possui outras mutações que reforçam esses mecanismos. As
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mutações N440K e Y505H também estão associadas a um aumento da infecciosidade,

juntamente com a mutação S477N, que leva a um aumento da afinidade com a ACE-2.

Embora outras mutações como G339D, S371L, S373P e S375F tenham um impacto

relativamente mais suave sobre a afinidade com a ACE-2, esse grande número de

substituições não conservativas na região RBD afeta drasticamente a interação entre a

proteína spike e o receptor na célula humana, tornando sua transmissibilidade maior (AO et

al., 2022; XU et al., 2022).

A variante ômicron rapidamente substituiu a variante delta e se tornou predominante

no mundo inteiro. Com a sua rápida disseminação, novas linhagens descendentes e

recombinantes foram surgindo. Atualmente, a OMS mantém somente a variante ômicron

como VOC, e monitora suas subvariantes BA.1, BA.2, BA.3, BA.4, BA.5 e formas

recombinantes circulantes BA.1/BA.2, como XE (WHO, 2022). No Brasil, a subvariante BQ.1

tem mostrado uma importante capacidade de transmissão comparada às outras

sublinhagens do coronavírus (ALBERT EINSTEIN, 2022; SECRETARIA ESTADUAL DA

SAÚDE, 2022)

3.6 A identificação das variantes

Com a rápida disseminação do SARS-CoV-2 e sua introdução em diversos países,

novas variantes surgindo e causando aumento no número de casos, a vigilância

epidemiológica de surtos tornou-se imprescindível, e pode permitir o controle da

disseminação do vírus. A identificação desses vírus é essencial para contenção da

pandemia por COVID-19, sendo realizada através da análise da evolução de linhagens,

análise filogenética e comparação entre as mutações destas variantes (GILCHRIST et al.,

2015; PILLAY et al., 2020).

O sequenciamento do genoma completo do SARS-CoV-2 (ou WGS) pode ser

realizado para identificar com precisão a variante presente e permite determinar, inclusive, a

rota de transmissão do vírus dentro de uma população (PILLAY et al., 2020). As tecnologias

de sequenciamento massivo, como NGS, desempenham um papel fundamental na

determinação do surgimento de novas variantes e fornece informações essenciais para o

enfrentamento da pandemia, auxiliando no desenvolvimento de vacinas, na análise

filogenética do vírus, no monitoramento da disseminação e no desenvolvimento de testes

moleculares diagnósticos através das informações da sequência genômica do vírus (JOHN

et al., 2021). A identificação de novas variantes e o rastreio de mutações são estratégias

essenciais para a contenção da pandemia, mas atualmente o custo elevado dessa

metodologia se soma aos desafios de execução e da análise de resultados, tornando o uso
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do NGS massivamente em serviços públicos de saúde um grande desafio (PILLAY et al.,

2020).

Uma alternativa ao uso do NGS para realizar a vigilância genômica do SARS-CoV-2

é o emprego do sequenciamento de Sanger, considerado método de referência na

identificação de sequências nucleotídicas (CROSSLEY et al., 2020). Isso é possível pois

esta técnica, descrita por Frederick Sanger em 1975, realiza a identificação da sequência

nucleotídica utilizando o princípio de tamanho de fragmentos associados à fluorescência e

determinada por uma eletroforese capilar. Apesar de ser a primeira geração de

sequenciamento, sua análise é simples, e é realizada pela comparação à sequência de

referência do organismo analisado (SANGER; COULSON, 1975). Além disso, no que se

refere à custos, a execução da técnica de sequenciamento de Sanger emprega reagentes

com custos mais baixos quando comparado aos reagentes utilizados para realização do

sequenciamento de nova geração quando se trata do processamento de amostras

individualmente, uma vez que o NGS torna-se vantajoso quando se deseja gerar um grande

número de sequências simultaneamente (DORLASS et al., 2021).

O sequenciamento de Sanger possui algumas limitações, como por exemplo, a

capacidade de geração de dados devido à limitação no tamanho do fragmento a ser

sequenciado e o número relativamente baixo de amostras que podem ser sequenciadas em

paralelo (KUMAR; COWLEY; DAVIS, 2019). Entretanto, com o sequenciamento de Sanger é

possível realizar a identificação de substituições e pequenas inserções e deleções na

sequência de DNA (BEHJATI; TARPEY, 2013). Essa característica possibilita a identificação

do perfil mutacional de determinadas regiões ou genes de interesse. No caso do

SARS-CoV-2, as VOCs carregam suas principais mutações entre os 749 nucleotídeos da

região RBD da proteína spike, possibilitando que essas mutações sejam identificadas por

sequenciamento de Sanger (CASCELLA et al., 2021).

O sequenciamento de Sanger da região RBD da proteína spike pode contribuir com a

compreensão do perfil epidemiológico da infecção por SARS-CoV-2, com a sua vigilância

genômica e promover um acompanhamento do surgimento de novas variantes. Essa

facilidade possibilita que a metodologia seja incorporada a sistemas de saúde públicos

permitindo estabelecer uma rede de vigilância genômica com notificação de resultado de

variantes em um curto período de tempo a um custo que possa ser incorporado aos

sistemas públicos, sendo de extrema importância no contexto de tomada de decisões

rápidas durante a pandemia por COVID-19 (BEZERRA et al., 2021).
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4. Objetivos

4.1 Objetivo geral

Realizar a validação da técnica de sequenciamento de Sanger da porção RBD do

gene S para a identificação das principais mutações presentes nas variantes de

preocupação na infecção por SARS-CoV-2.

4.2 Objetivos específicos

● Padronizar as reações de transcrição reversa do genoma do SARS-CoV-2 e a PCR

da região RBD, bem como a técnica de Sequenciamento de Sanger e sua análise

para diferenciação das VOCs do SARS-CoV-2;

● Estabelecer o limite de detecção da metodologia em diferentes Cts (cycle threshold)

virais identificados por RT-qPCR, para determinar a carga viral mínima necessária

para realização do sequenciamento;

● Avaliar a presença das mutações na porção RBD do gene S do SARS-CoV-2 das

principais variantes de preocupação circulantes no sul do Brasil (variantes gama,

delta, ômicron e algumas de suas subvariantes);

● Comparar os resultados gerados pelo sequenciamento de Sanger com a atribuição

de linhagem obtida por WGS, utilizando sequenciamento de nova geração, para

verificar índice concordância entre as técnicas.
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6. Considerações finais

O sequenciamento de Sanger da região RBD da proteína spike do SARS-CoV-2

mostrou-se uma ferramenta efetiva para identificação presuntiva das variantes de

preocupação do vírus. Através dela, obtivemos 100% de concordância com os resultados

obtidos por sequenciamento genômico completo do SARS-CoV-2. O fragmento 75L/77R

compreende uma região do vírus considerada um hotspot de mutações, sendo possível

manter o protocolo elaborado mesmo em cenário de introdução de novas variantes - como

nos casos da introdução das variantes delta, ômicron e das sublinhagens de ômicron que

surgiram durante o período de execução desse trabalho.

Durante a elaboração do trabalho, pudemos viabilizar a caracterização de dois surtos

de infecção de SARS-CoV-2 durante o período de introdução da variante delta, identificando

os primeiros casos dessa variante na instituição. Além disso, pudemos contribuir com a

elucidação de um caso de infecção persistente por SARS-CoV-2 em um paciente pediátrico

imunossuprimido, pela caracterização das variantes em amostras coletadas em momentos

epidemiológicos distintos.

A partir deste trabalho, disponibilizamos o exame SQCOV (Sequenciamento parcial

da porção RBD-Spike do SARS-CoV-2) para caracterização presuntiva das variantes do

SARS-CoV-2 descritas neste trabalho para vigilância genômica epidemiológica vírus pelo

Serviço de Medicina Ocupacional do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (SMO/HCPA),

além de uso eventual por parte do Serviço de Infectologia do hospital para investigar casos

de pacientes que apresentam positividade viral por períodos prolongados.
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