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1. Resumo

Em dezembro de 2019, a rapida disseminacdo de uma pneumonia de origem
desconhecida chamou a atencdo das autoridades de saude em Wuhan, na China. Mais
tarde, em janeiro de 2020, o agente etiolégico foi anunciado como sendo um novo virus
pertencente a familia dos coronavirus. Em fevereiro de 2020 o Comité Internacional de
Taxonomia dos Virus nomeia o novo coronavirus como SARS-CoV-2 (do inglés severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 — SARS-CoV-2) e em margo de 2020 a Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) decreta pandemia por COVID-19, doenga causada pelo novo
coronavirus. Mesmo mais de dois anos apds a declaracao de pandemia por COVID-19, e
com todos os esforcos mundiais em busca do esclarecimento da doenca e da continua
tentativa de limitar sua transmissao, a rapida disseminacao do virus tem levado a continua

geracao de diferentes sequencias de SARS-CoV-2.

Essa evolugdo gendmica da origem a diversas variantes e novas linhagens que tém
caracteristicas diferentes em comparagdo com seus ancestrais. Algumas dessas linhagens
tém demonstrado mudangas com alto grau de significancia para a saude publica global. As
novas linhagens podem apresentar aumento da transmissibilidade ou aumento da viruléncia
e alteragdo na apresentacdo clinica da doenga. A classificacao utilizada cita variantes de
preocupacédo (do inglés “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
Africa do Sul), gama (ou P1, primeiramente descrita no Brasil), delta (ou B1.617.2,
primeiramente descrita na india) e 6micron (ou B.1.1.529, identificada em diversos paises

em novembro de 2021).

Para realizar a caracterizacao dessas linhagens é recomendado a analise do
genoma completo de SARS-CoV-2, utilizando-se de ferramentas moleculares como o
sequenciamento de nova geracao (NGS, do inglés “new generation sequencing). Apesar das
inumeras vantagens, ainda € uma ferramenta com custo alto para ser utilizada em larga
escala e ser absorvida pelo Sistema Unico de Saude (SUS) e sistemas de vigilancia
epidemioldgica do pais. Nesse sentido, alternativas devem ser pensadas para que seja

possivel fazer a identificagdo das variantes e realizar a vigilancia genémica das VOCs.

Uma vez que as VOCs apresentam importantes mutacdes definidoras de linhagem
na porcdo denominada receptor binding domain (RBD) da proteina da spike do
SARS-CoV-2, o sequenciamento de Sanger, considerado método de referéncia para
determinagdo de sequéncias nucleotidicas, € uma alternativa ao uso do NGS por ser uma
metodologia mais acessivel, principalmente quando se trata de custo por amostra

processada.



2. Introducao

Em dezembro de 2019, a rapida disseminacdo de uma pneumonia de origem
desconhecida chamou a atencdo das autoridades de saude em Wuhan, na China. Mais
tarde, em janeiro de 2020, o agente etiolégico foi anunciado como sendo um novo virus
pertencente a familia dos coronavirus (ZHU et al., 2020), amplamente distribuidos em
mamiferos, incluindo os humanos, capazes de causar doencgas respiratérias, hepaticas e até
mesmo neurologicas (WEISS; LEIBOWITZ, 2011). Semelhantemente aos sintomas do
coronavirus causador da sindrome respiratéria aguda (SARS-CoV, do inglés severe acute
respiratory syndrome coronavirus) e do coronavirus causador da sindrome respiratoria do
oriente médio (MERS-CoV, do inglés Middle East respiratory syndrome coronavirus), os
pacientes infectados com o novo coronavirus apresentavam sinais de pneumonia viral,

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

Em fevereiro de 2020 o Comité Internacional de Taxonomia dos Virus nomeia o novo
coronavirus como SARS-CoV-2 (SARS-CoV-2, do inglés severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2) e em marco de 2020 a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) decreta
pandemia por COVID-19, doenga causada pelo novo coronavirus. Até janeiro de 2023,
segundo o Center for System Science and Engineering, da Universidade de John Hopkins, ja
foram identificados mais de 670 milhdes de casos de SARS-CoV-2 ao redor do mundo e
contabilizadas mais de 6,8 milhdes de mortes por COVID-19 (JOHN HOPKINS
UNIVERSITY, 2022).

Mesmo mais de dois anos apds a declaragao de pandemia por COVID-19, e com
todos os esfor¢os mundiais em busca do esclarecimento da doenga e da continua tentativa
de limitar sua transmissao, a rapida disseminacao do virus tem levado a continua geragao
de diferentes sequencias de SARS-CoV-2 (RAMBAUT et al., 2020). O ritmo acelerado da
transmisséo resulta em um processo continuo de geragdo e extingdo de linhagens com o
passar do tempo, levando a novas ondas de surtos de COVID-19 que tém sido atribuidas

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 a linhagem A, que possui alta semelhanga gendmica as linhagens
RmYNO2 e RaTG13 presentes em morcegos. A alteragdo de alguns nucleotideos dessa
linhagem deu origem a linhagem B, que rapidamente se espalhou ao redor do mundo (HU et
al., 2021; RAMBAUT et al., 2020). As linhagens refletem as mudangas gendmicas

associadas a eventos epidemiolégicos e biolégicos importantes, que podem traduzir surtos
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ou a introducao e disseminagao do virus em uma regidao geografica distinta (O'TOOLE et al.,
2021; RAMBAUT et al., 2020).

Essa evolucdo genbmica segue dando origem a diversas variantes e novas
linhagens que tém caracteristicas diferentes em comparagao com seus ancestrais. Algumas
dessas variantes tém demonstrado mudangas com alto grau de significancia para a saude
publica global. As novas variantes podem apresentar aumento da transmissibilidade ou
aumento da viruléncia e alteracdo na apresentacdo clinica da doencga. Essas novas
variantes podem ainda impactar na efetividade do diagnéstico, vacinas ou de outras
medidas terapéuticas disponiveis. Para organizar o grande volume de informagbes que
foram surgindo e sendo documentadas sobre as variantes do SARS-CoV-2, a OMS propés
uma reclassificacido das variantes, a fim de facilitar as discussbes por um publico nao
cientifico. Essa atualizagao tem como base o uso das letras do alfabeto grego (alfa, beta,
gama etc.). A classificagdo utilizada cita variantes de preocupacédo (VOCs, do inglés
“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 Africa do Sul), gama (ou P.1,
primeiramente descrita no Brasil), delta (ou B.1.617.2, primeiramente descrita na india) e
Omicron (ou B.1.1.529, identificada em diversos paises em novembro de 2021) (O'TOOLE et
al., 2021; RAMBAUT et al., 2020; WHO, 2022).

Em comum, as variantes de preocupagdo possuem mutagées com significado
funcional no gene S, responsavel por expressar a glicoproteina que forma a espicula viral
(ou proteina spike). Formada por duas subunidades principais (S1 e S2), essa glicoproteina
desempenha um papel importante no reconhecimento do receptor da enzima conversora de
angiotensina 2 (ACE-2, do inglés “angiotensin-converting enzyme 2”). Essa interagéo é
necessaria para a fusdo da particula viral com a membrana celular do hospedeiro e
liberagdo do material genético do virus (GURUPRASAD, 2021). No dominio S1, fica
localizada a regido de ligagao ao receptor (RBD, do inglés “receptor binding domain”), que
abriga um grande numero de mutagdes comuns as VOCs (NAVECA, Felipe et al., 2021;
O'TOOLE et al., 2021).

Para realizar a caracterizacdo dessas linhagens é recomendada a analise do
genoma completo do SARS-CoV-2, utilizando-se de ferramentas moleculares como o
sequenciamento de nova geracao (NGS, do inglés “new generation sequencing”). Através
dessa metodologia é possivel realizar o sequenciamento completo do genoma (WGS, do
inglés “whole genome sequencing’) e gerar uma grande quantidade de informagdes
genOmicas do virus, possibilitando o rastreio da origem e propagagcdo bem como o

monitoramento de sua evolugdo. Entretanto, trata-se de uma técnica complexa e com um
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grande tempo de envolvimento na sua execugdo (CHIARA et al, 2021). Apesar das
inumeras vantagens, ainda € uma ferramenta com custo alto para ser utilizada em larga
escala e ser absorvida pelo Sistema Unico de Saltde (SUS) e sistemas de vigilancia
epidemiolégica do pais. Nesse sentido, alternativas devem ser pensadas para que seja

possivel fazer a identificacdo das variantes e realizar a vigilancia gendmica das VOCs.

Uma alternativa a utilizagcdo do NGS para a obtenc¢ao de informagdes genémicas é o
sequenciamento de Sanger, considerado método de referéncia para determinacdo de
sequéncias nucleotidicas. Através dessa metodologia € possivel obter-se a sequéncia de
nucleotideos de até 1.000 pares de bases por reacao, podendo ser aplicado para obtengao
de genomas totais ou de regides especificas de interesse. Essa limitagdo de numero de
pares de base sequenciados por reagao torna o sequenciamento de Sanger uma técnica
com baixo rendimento quando comparado ao NGS, mas é capaz de fornecer uma analise
que possibilita a identificagdo de patdégenos emergentes ou ainda mudangas evolutivas em
patdgenos conhecidos, com um custo menor por amostra processada (CROSSLEY et al.,
2020). O sequenciamento de Sanger vem sendo utilizado como uma abordagem para
determinacdo das VOCs por ser uma metodologia mais amplamente utilizada e mais
acessivel que o NGS (DORLASS et al., 2021; BEZERRA et al., 2021).

As VOCs carregam suas principais mutagdes entre os 749 nucleotideos da porgéao
RBD da spike e isso parece conferir vantagens evolutivas as linhagens que as possuem, e
isso possibilita a identificagdo por sequenciamento de Sanger em uma Unica reagao
(CASCELLA et al., 2021).

(a) 1. SARS-CoV2
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Figura 1 - Organizagdao genémica do SARS-CoV-2. (a) Genes responsaveis por codificar
proteinas estruturais e ndo estruturais da particula viral do SARS-CoV-2; (b) as regides dentro do
gene responsavel por codificar a proteina Spike, onde fica localizada a regido RDB. Adaptado de
Kadam et al., 2020.
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Essa caracteristica possibilita que o perfil mutacional dessa regiao seja identificado e
torne possivel a predigao e discriminagao das VOCs através do sequenciamento de Sanger,
através da comparagdo de substituicbes nucleotidicas frente a sequencia de referéncia,
podendo ser utilizado em sistemas publicos de saude e vigilancia. O sequenciamento de
Sanger da regidao RBD da proteina spike pode contribuir com a compreensao do perfil
epidemiolégico da infeccdo por SARS-CoV-2, sua vigilancia gendbmica e promover uma

triagem de novas variantes que possam surgir.



3. Revisao da literatura
3.1 Allinha do tempo histérica 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 saude publica locais
identificaram um vinculo epidemioldgico 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 toracico e, nos casos
mais graves, dispnéia e infiltrado pulmonar. Esses sintomas assemelhavam-se muito a
sintomas de outras infeccdes virais como Influenza, SARS-CoV e MERS-CoV, mas essas
suspeitas logo foram descartadas pelas autoridades sanitarias locais (GRALINSKI;
MENACHERY, 2020; ZHU et al., 2020).

Em janeiro de 2020, as autoridades sanitarias da China anunciaram que o agente
causador da pneumonia foi identificado como pertencente a familia dos betacoronavirus, até
entdo nunca identificado (HU et al., 2021; ZHU et al., 2020). A rapida disseminac¢ao do virus
evidenciou a transmissdo entre humanos, a medida que novos casos foram sendo
identificados em individuos que nao tiveram exposi¢cao ao mercado atacadista de frutos do
mar e infeccdes nosocomiais foram sendo relatadas (CHAN et al., 2020). Com a
proximidade do Ano Novo Lunar, data festiva comemorada em paises do oriente, uma
intensa movimentacao entre as cidades favoreceu a disseminagao ainda mais rapida do
virus na China e, em um més, o virus ja havia chegado a 34 provincias da China (HU et al.,
2021). Ao final de janeiro, ja se somavam mais de 800 casos e 25 mortes na China, além da
identificacdo do virus em outros 10 paises (GRALINSKI; MENACHERY, 2020). Nesse
momento, a OMS declara que o surto do novo coronavirus € uma emergéncia de saude

publica internacional (HU et al., 2021).

O Comité Internacional de Taxonomia dos Virus classifica, em fevereiro de 2020, o
novo coronavirus pertencente a um clado derivado do coronavirus que causa a sindrome
respiratoria 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 doencga causada pelo SARS-CoV-2 e em margo determina pandemia mundial
pela COVID-19 (HU et al., 2021). Até janeiro de 2023 ja foram registrados mais de 670
milhdes de casos de SARS-CoV-2 ao redor do mundo, com mais de 36 milhdes de casos e
mais de 696 mil mortes somente no Brasil, sendo o segundo pais em niumero de mortes no
mundo. Somente na regiao sul, ja foram registrados mais de 7,8 milhdes de casos e mais de
110 mil mortes (JOHN HOPKINS UNIVERSITY, 2022; MINISTERIO DA SAUDE, 2022).
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3.2 A origem do SARS-CoV-2

Os coronavirus sao pertencentes a familia Coronaviridae e subfamilia 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 mamiferos, enquanto gamacoronavirus e
deltacoronavirus s&o capazes de infectar aves e, eventualmente, mamiferos (CUI; LI; SHI,
2019). Os betacoronavirus possuem quatro subgéneros, nomeados Embecovirus,
Sarbecovirus, Merbecovirus e Nobecovirus sendo SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2
pertencentes ao subgénero Sarbecovirus (VERMA; SUBBARAO, 2021; WONG et al., 2019).
A andlise filogenética do genoma do SARS-CoV-2 demonstrou semelhancas com isolados
de coronavirus de morcego (RaTG13, RmYNO02, ZC45 e ZXC21) bem como novos
coronavirus recentemente identificados em pangolins, que apresentam semelhangas ao
SARS-CoV e outros coronavirus relacionados ao SARS-CoV (SARSr-CoVs) (HU et al.,
2021; NASCIMENTO et al., 2020).

Os morcegos desempenham um papel importante como hospedeiros naturais dos
betacoronavirus e acredita-se que a maioria dos coronavirus que infectam humanos tenham
se originado em morcegos. Um exemplo dessa relagcdo de proximidade genética € a alta
semelhanca gendmica entre o SARS-CoV-2 e RaTG13, um coronavirus que tem como
principal hospedeiro um morcego Rhinolophus affinis, apresentando uma identidade de
sequéncia gendmica em torno de 96%. Apesar do virus RaTG13 possuir alta similaridade
genOmica com SARS-CoV-2, divergéncias na sequéncia da proteina viral que se liga ao
receptor das células humanas impedem que este virus infecte humanos. Entretanto, essa
alta similaridade genbémica sustenta a hipétese 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 € raro e parece ser mais provavel que a
introducdo do SARS-CoV-2 no homem tenha passado por um hospedeiro intermediario,
como no caso do SARS-CoV e do MERS-CoV. Uma hipdtese é que o pangolim malaio
(Manis javanica) fosse um possivel hospedeiro intermediario, uma vez que possuem
sequéncias semelhantes ao receptor presente na célula humana e estdo presentes nos
mercados atacadistas de frutos do mar e animais silvestres vivos na China - considerados
uma iguaria tradicional chinesa. Entretanto, apesar de existirem evidéncias de que os
pangolins sdo hospedeiros naturais de betacoronavirus, o potencial desses virus 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 organizagao genémica

Os virus pertencentes a familia Coronaviridae sao particulas esféricas com tamanho
variando entre 150 e 160 nm, com projegdes de glicoproteinas na sua superficie. O genoma
viral dos coronavirus € composto de RNA fita simples (ssRNA) de senso positivo que possui
cerca de 29 a 32 mil bases nucleotidicas, com uma estrutura cap-5’ e uma cauda 3’poli-A
(DATTA; SINGH; NAQVI, 2021). O SARS-CoV-2 possui cerca de 29 mil nucleotideos e difere
de outros coronavirus devido a capacidade de produzir uma glicoproteina que possui
propriedades de hemaglutinacdo e acetil-transferase. A estrutura viral compreende um
nucleocapsideo (N) empacotado por um envelope viral (E) associado as proteinas
estruturais de membrana (M) e espicula viral (ou proteina spike - S) (PARASKEVIS et al.,
2020; WANG et al., 2020).

Seu genoma possui regides responsaveis por codificar proteinas niao estruturais
(nsps - do inglés non-structural proteins), proteinas estruturais e proteinas acessorias
(BRANT et al., 2021). As regides ORF1a e ORF1ab (do inglés open reading frames)
codificam poliproteinas nao estruturais indispensaveis para a ativagcdo do complexo de
replicagéo viral, a protease do tipo 3-quimiotripsina (3CLpro), e a protease do tipo papaina
(PLpro). Além disso, a regido ORF1ab codifica a proteina catalitica RNA-dependente de
RNA polimerase (RdRp), que faz parte de um complexo contendo entre 500 e 600 residuos
de aminoacidos embutido na capsideo viral. Esse complexo é importante na replicagcédo e
transcricdo das proteinas virais, pois a enzima RdRp é responsavel por gerar as copias de
ssRNA senso negativo que servira como template para gerar as copias de ssRNA senso
positivo (DATTA; SINGH; NAQVI, 2021).

O gene N possui 1.260 nucleotideos e é responsavel pela codificagdo da proteina do
nucleocapsideo. Essa proteina possui trés dominios distintos e ainda bem conservados:
dominio N-terminal, dominio C-terminal e dominio de ligagdo do RNA e possui um papel
importante na replicacao e transcrigao viral, no empacotamento dos virions e na formacgao e
manutencado do complexo ribonucleoproteina (RNP), podendo ser detectada em amostras
de swab nasofaringeo. A alta taxa de conservagdo da sequéncia gendmica do gene N
permite que essa regido seja utilizada como alvo para testes diagnésticos (DATTA; SINGH;
NAQVI, 2021; KADAM et al., 2021).

Uma regiao gendmica que possui um alto grau de conservagao entre os coronavirus
€ o0 gene M, responsavel pela codificagcao da glicoproteina M, proteina estrutural mais
abundante nos coronavirus. O gene M é composto por 669 nucleotideos e codifica uma

proteina de 222 aminoacidos que desempenha um papel importante na montagem da
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particula viral e no direcionamento da formacao do envelope viral, além de ser um alvo para
a acgao da resposta imune do hospedeiro (BIANCHI et al., 2020; BAI; ZHONG; GAO, 2022).

Outra regido importante para a codificacao de proteinas estruturais é o gene E. Este
gene é formado por 228 nucleotideos e é responsavel por codificar a proteina E, a menor
das principais proteinas estruturais. A proteina E é um polipeptideo formado por 75
aminoacidos, composta por dois dominios distintos - um dominio transmembranar
hidrofdbico e uma cauda citoplasmatica carregada. Essa proteina é altamente conservada
entre os coronavirus, desempenhando uma fungcdo em comum entre eles de polimerizar-se
formando um canal ibnico - a viroporina - que permite a liberagdo das particulas virais da
célula hospedeira. Devido ao seu importante papel para a patogénese do virus, vacinas de
virus vivo atenuado baseada na delegéo da proteina E foram desenvolvidas (BIANCHI et al.,
2020; KADAM et al., 2021; BAI; ZHONG; GAO, 2022).

O gene S é formado por 3.822 nucleotideos responsaveis por conter a informagao
genética para codificar a proteina da espicula viral, ou proteina spike, uma glicoproteina
composta por 1.282 aminoacidos - a maior proteina do grupo das proteinas estruturais. Essa
proteina recobre a superficie da particula viral, projetando-se extensivamente a partir do
envelope. E a partir da proteina spike que a particula viral liga-se ao receptor da célula
humana e medeia a fusdo do virus e da membrana do hospedeiro (BAI; ZHONG; GAO,
2022; KADAM et al., 2021). Devido a fungéo critica e determinante na entrada do virus a
célula hospedeira, o surgimento de repetidas variantes do SARS-CoV-2 tem sido atribuido a
mutacdes da proteina spike (MENGIST et al., 2021). Além disso, a proteina spike tem sido o
principal alvo para o desenvolvimento de vacinas, por ser um antigeno externo e abundante
da particula viral e ser facilmente detectado pelo sistema imune (AWADASSEID et al.,
2021).

3.4 A proteina spike e o dominio de ligagao ao receptor

Os coronavirus recebem este nome em fung¢ao da glicoproteina spike que cobre sua
superficie, formando projecbes em formato de uma coroa. (VERMA; SUBBARAO, 2021). A
proteina spike € uma proteina transmembranar de classe 1, composta por 3 regides
denominadas regidao transmembranar, dominio intracelular e regido do ectodominio, onde
ficam localizadas as subunidades S1 e S2 (KADAM et al., 2021). O subdominio S1 possui
duas unidades distintas, uma regido N-terminal (S1-NTD), responsavel por ligar-se a
agucares, e uma regiao C-terminal (S1-CTD) que possui o papel de reconhecer receptores
proteicos. Esses dois subdominios exercem papel fundamental na entrada do virus a célula
hospedeira: a por¢do S1 liga-se ao receptor da célula hospedeira enquanto a por¢céo S2 tem
funcao de fusao de membranas entre o virus e o hospedeiro (VERMA; SUBBARAO, 2021).
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No subdominio S1 fica localizado o dominio de ligagao ao receptor (RBD), composto
por aproximadamente 230 aminoacidos que é responsavel pela ligagdo a ACE-2 para entrar
nas células-alvo (BAI; ZHONG; GAO, 2022). A regidao RBD fica localizada entre os residuos
de aminoacidos 333 e 527 da proteina spike e, devido a transigbes conformacionais nessa
regidao que possibilitam a ocultacdo ou exposi¢cao de determinados residuos, alteragdes na
sequéncia de aminoacidos dessa regido 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 ligacdo da regiao RBD do SARS-CoV-2 com a ACE-2 da célula hospedeira pode
inclusive ter contribuido 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
regido RBD é o principal alvo dos anticorpos neutralizantes produzidos durante a infecgéo
por SARS-CoV-2 (TEGALLY et al., 2020).

Alguns residuos de aminoacidos presentes na regido RBD possibilitam a estabilidade
na ligacdo da particula viral com a ACE-2. A exemplo disso, mutagdes no residuo G502
podem impedir a ligagdo do virus a célula hospedeira, assim como altera¢des nos residuos
Y449, L455, F486 e Y505 podem levar a desestabilizam a ligagdo com a ACE-2, e diminuir a
capacidade de ligacao da particula viral a célula hospedeira, dependendo da troca de
aminoacido que ocorrer. Da mesma maneira, alteragdes nesses residuos podem levar a um
aumento da afinidade entre o virus e a ACE-2, favorecendo sua entrada e replicagcdo na
célula hospedeira. Mutagdes nos residuos Q493, Q498 e N501 que reduzam o carater polar
dessa regidao 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 virus nas células para permitir a replicacao viral,
alteragbes na sequéncia de aminoacidos da regido RBD também podem contribuir para a
diminuicdo da neutralizagdo dos virus pelo sistema imune. Por exemplo, mutacoes
presentes nos residuos K417 estdo associadas tanto ao aumento da transmissibilidade
quanto a redugao da sensibilidade aos anticorpos neutralizantes. Uma mutagao no residuo
L452 é capaz de aumentar a afinidade de ligagdo do receptor ACE-2 e diminuir a interagcéo
com os anticorpos induzidos pela vacina, assim como alteragdes no residuo E484. Da
mesma forma, alteragdes no residuo N501 estao relacionadas ao aumento da afinidade com
a ACE-2 e gera uma concentragdo maior das particulas virais na faringe e nas cavidades

nasais aumentando sua taxa de transmissao (HADJ HASSINE, 2022).
3.5 As mutagoes e as variantes

Entre os virus que possuem seu material genético composto de RNA, os coronavirus

sa0 0s que possuem as menores taxas de mutagdes. Isso ocorre devido a presenga de uma
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enzima, a RNA-dependent RNA polymerase (RdRp), que tem uma atividade de correcao
(proofreading) de nucleotideos erroneamente incorporados, resultando em uma precisao de
replicagao elevada (FERRON et al., 2018). No entanto, os virus mutam constantemente e
essas mutacdes podem surgir aleatoriamente quando o virus entra em contato com a
variedade genética do hospedeiro e ambientes celulares distintos. Algumas dessas
mutacdes podem persistir por fornecer vantagens evolutivas aos virus que as carregam
(CHAKRABORTY, 2021).

Com a alta taxa de transmissao, inumeras mutacdées no SARS-CoV-2 estdo sendo
documentadas e novas variantes vém sendo descritas. Para priorizar o monitoramento e
auxiliar nas discussdes publicas sobre variantes e o cenario epidemiolégico pandémico com
a populagao, o grupo consultor técnico sobre evolugéo de virus da OMS criou um sistema de
classificacdo e nomenclatura para as variantes do SARS-CoV-2. Essas variantes podem ser
classificadas como variantes de interesse, variantes sob monitoramento e variantes de
preocupacao (WHO, 2022).

As variantes sob monitoramento (VUM, do inglés variants under monitoring)
compreendem variantes do SARS-CoV-2 que possuem alteragbes em seu genoma em que
haja suspeita que possa alterar caracteristicas do virus mas ainda ndo ha clareza sobre seu
mecanismo. Ja as variantes de interesse (ou VOI, do inglés variants of interest) apresentam
alteragbes fenotipicas, como mudangas na viruléncia, antigenicidade ou epidemiologia da
doenga e possuem alteragbes gendmicas que causam um aumento significativo na
transmissdo na comunidade ou em clusters de infecgdo. S0 um alerta de risco emergente
para a saude publica global (JANIK et al., 2021; WHO, 2022).

As variantes de preocupacao (ou VOCs, do inglés variants of concern) sao aquelas
que possuem evidéncias que as alteragdes no seu genoma estdo associadas a um aumento
da transmissibilidade, da viruléncia, da apresentacido clinica ou da evasdo imune. Das
milhdes de variantes que surgiram até o momento, 5 variantes foram classificadas pela OMS
como variantes de preocupacgao: variante alfa (ou B.1.1.7, primeiramente descrita na
Inglaterra), variante beta (ou B.1.351, primeiramente descrita na Africa do Sul), variante
gama (ou P.1, primeiramente descrita no Brasil), variante delta (ou B.1.617.2, primeiramente
descrita na india) e variante 6émicron (ou B.1.1.529, descrita primeiramente na Africa do Sul
e que rapidamente se espalhou por diversos paises em novembro de 2021) (WHO, 2022).
Em comum, as VOCs possuem suas principais mutagdes na regido RBD da proteina spike
que, devido a grande interagdo com células hospedeiras, tem sido considerado um hotspot
para mutagdes (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 paises europeus e,
em pouco tempo, foi identificada em outros paises como Brasil, México, China, Coréia do
Sul e india (COSAR et al., 2022). Essa variante possui 17 mutagdes ao todo quando
comparada com o genoma de referéncia Wuhan-Hu-1 (NC_045512.2), sendo 8 localizadas
na proteina spike e dessas, duas mutagdes sao consideradas “mutac¢des assinatura” e estao
localizadas na regido RBD: N501Y e A570D (JANIK et al., 2021). Supde-se que a mutacao
N501Y, tenha contribuido para a transmissao dessa variante em uma taxa de 40-70% maior
que outras variantes circulantes antes do surgimento da alfa, enquanto a mutagcao A570D
leva a alteragdes conformacionais na regidao RBD que contribuem para a fusédo da particula
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 n&o é clara.
Entretanto, sua identificagdo foi possivel devido ao programa de vigilancia genémica de
SARS-CoV-2 no Reino Unido que iniciou uma investigagédo em larga escala (CHAND et al.,
2020).

A variante beta (ou B.1.351) teve seu primeiro registro em outubro de 2020 na Africa
do Sul e rapidamente se espalhou pelo pais. Cerca de 20 mutagdes diferentes da sequéncia
gendmica de referéncia NC_045512.2 foram descritas nessa variante, sendo 9 delas no
gene S. Dessas 9 mutacbes no gene que codifica a proteina spike, 3 estdo localizadas na
porcao RBD: N501Y (em comum com a VOC alfa), E484K e K417N. Existem evidéncias que
sustentam que a mutacdo E484K, assim como a mutagcdo N501Y, aumenta ainda mais a
afinidade de ligacdo da por¢ao RBD a ACE-2. Ja a mutacdo K417N parece ter seu principal
impacto na capacidade de manter a porcdo RBD na conformagado aberta, facilitando a
ligacdo do virus com a célula hospedeira (TEGALLY et al., 2021). Além disso, os residuos
K417 e E484 sao posigdes importantes para o reconhecimento de anticorpos neutralizantes,
podendo as mutacbes nesses residuos levar potencialmente a um escape imune apés
infeccdes naturais ou afetar a poténcia dos anticorpos induzidos pela vacinagdo (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 Jap&o vindos do Brasil. No seu genoma, cerca de 21 novas
mutacdes (quando comparada ao genoma referéncia) foram identificadas. Entre essas 21
mutacgdes, 12 estdo localizadas na proteina spike, sendo 3 na por¢cdo RBD. As mutacdes
assinatura da variante gama s&o as mutagdes K417T, E484K e N501Y que, assim como a
variante beta, estdo associadas ao aumento da transmissdo e ao escape dos anticorpos

neutralizantes (JANIK et al., 2021). Embora compartilhe os mesmos residuos mutados na
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regiao RBD que a variante beta, a mutagao no residuo K417 difere no aminoacido mutado.
Entretanto, um estudo mostrou que as mutagdes K417N e K417T tém consequéncias
idénticas na capacidade de ambas as variantes se ligarem ao ACE-2 (SA et al., 2022). A
variante gama foi responsavel 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).

Ja a variante delta (B.1.617.2), primeiramente documentada na india 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 paises,
tornando-se a variante mais dominante ao redor do mundo. Sua taxa de transmissao
mostrou ser 60% maior quando comparado com as demais variantes (LI; LOU; FAN, 2021;
WHO, 2022). Essa variante possui cerca de 15 mutacdes descritas, sendo 2 mutagoes
caracteristicas localizadas na porcdo RBD da proteina spike - as mutagdes L452R e T478K
(KANNAN et al., 2021). A mutagdo no residuo L452 contribui para a estabilizacdo da
interacdo entre a proteina spike e a ACE-2, muito embora esse residuo nao interaja
diretamente com o receptor (CHOI; SMITH, 2021), enquanto a mutagcdo no residuo T478
leva a um aumento na transmissao, 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 ndo compartilha mutagées com as VOCs

anteriormente em circulagao.

A ultima VOC a ser assim classificada pela OMS ¢é a variante 6micron. Essa VOC foi
primeiramente identificada na Africa do Sul em novembro de 2021, mas rapidamente ja
estava disseminada mundialmente, sendo identificada em multiplos paises em cerca de uma
semana. A rapida disseminacdo dessa variante deve-se possivelmente ao seu perfil
mutacional bem distinto das variantes anteriores. A variante OAmicron possui uma
constelagdo de mutagdes, com mais de 50 alteragées no seu genoma quando comparado
ao genoma de referéncia NC_045512.2. Dessas mutacdes, 30 estdo concentradas na
proteina spike, sendo dessas mais de 15 somente na regiao RBD. As mutagdes presentes
na regido RBD sdo 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 mutagdes compartilhadas com outras variantes, como a mutagéo
N501Y, presentes nas alfa, beta e gama, e a mutagdo T478K compartilhada com a variante
delta, j& descritas como causadoras de um aumento da infectividade das variantes que as

carregam, a variante 6micron possui outras mutacdes que reforgam esses mecanismos. As
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mutagcdes N440K e Y505H também estdo associadas a um aumento da infecciosidade,
juntamente com a mutagdo S477N, que leva a um aumento da afinidade com a ACE-2.
Embora outras mutagdes como G339D, S371L, S373P e S375F tenham um impacto
relativamente mais suave sobre a afinidade com a ACE-2, esse grande numero de
substituicbes nao conservativas na regiao RBD afeta drasticamente a interagdo entre a
proteina spike e o receptor na célula humana, tornando sua transmissibilidade maior (AO et
al., 2022; XU et al., 2022).

A variante édmicron rapidamente substituiu a variante delta e se tornou predominante
no mundo inteiro. Com a sua rapida disseminagdo, novas linhagens descendentes e
recombinantes foram surgindo. Atualmente, a OMS mantém somente a variante édmicron
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 transmissdo comparada as outras
sublinhagens do coronavirus (ALBERT EINSTEIN, 2022; SECRETARIA ESTADUAL DA
SAUDE, 2022)

3.6 A identificagao das variantes

Com a rapida disseminacdo do SARS-CoV-2 e sua introdugcdo em diversos paises,
novas variantes surgindo e causando aumento no numero de casos, a Vvigilancia
epidemiolégica de surtos tornou-se imprescindivel, e pode permitir o controle da
disseminagao do virus. A identificacdo desses virus é essencial para contencdo da
pandemia por COVID-19, sendo realizada através da analise da evolugdo de linhagens,
analise filogenética e comparagéo entre as mutacdes 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 precisao a variante presente e permite determinar, inclusive, a
rota de transmissdo do virus dentro de uma populacéo (PILLAY et al., 2020). As tecnologias
de sequenciamento massivo, como NGS, desempenham um papel fundamental na
determinagdo do surgimento de novas variantes e fornece informagdes essenciais para o
enfrentamento da pandemia, auxiliando no desenvolvimento de vacinas, na analise
filogenética do virus, no monitoramento da disseminacdo e no desenvolvimento de testes
moleculares diagndsticos através das informagdes da sequéncia gendmica do virus (JOHN
et al., 2021). A identificacdo de novas variantes e o rastreio de mutagbes séo estratégias
essenciais para a contencdo da pandemia, mas atualmente o custo elevado dessa

metodologia se soma aos desafios de execugéo e da analise de resultados, tornando o uso
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do NGS massivamente em servicos publicos de saude um grande desafio (PILLAY et al.,
2020).

Uma alternativa ao uso do NGS para realizar a vigilancia genémica do SARS-CoV-2
€ o emprego do sequenciamento de Sanger, considerado método de referéncia na
identificacdo de sequéncias nucleotidicas (CROSSLEY et al., 2020). Isso é possivel pois
esta técnica, descrita por Frederick Sanger em 1975, realiza a identificacdo da sequéncia
nucleotidica utilizando o principio de tamanho de fragmentos associados a fluorescéncia e
determinada por uma eletroforese capilar. Apesar de ser a primeira geragdo de
sequenciamento, sua analise é simples, e é realizada pela comparacdo a sequéncia de
referéncia do organismo analisado (SANGER; COULSON, 1975). Além disso, no que se
refere a custos, a execugdo da técnica de sequenciamento de Sanger emprega reagentes
com custos mais baixos quando comparado aos reagentes utilizados para realizagdo do
sequenciamento de nova geragcao quando se trata do processamento de amostras
individualmente, uma vez que o NGS torna-se vantajoso quando se deseja gerar um grande

numero de sequéncias simultaneamente (DORLASS et al., 2021).

O sequenciamento de Sanger possui algumas limitagdes, como por exemplo, a
capacidade de geragdo de dados devido a limitagdo no tamanho do fragmento a ser
sequenciado e o numero relativamente baixo de amostras que podem ser sequenciadas em
paralelo (KUMAR; COWLEY; DAVIS, 2019). Entretanto, com o sequenciamento de Sanger é
possivel realizar a identificagdo de substituicbes e pequenas insercbes e delecbes na
sequéncia de DNA (BEHJATI; TARPEY, 2013). Essa caracteristica possibilita a identificagdo
do perfil mutacional de determinadas regides ou genes de interesse. No caso do
SARS-CoV-2, as VOCs carregam suas principais mutagdes entre os 749 nucleotideos da
regidao RBD da proteina spike, possibilitando que essas mutagdes sejam identificadas por
sequenciamento de Sanger (CASCELLA et al., 2021).

O sequenciamento de Sanger da regiao RBD da proteina spike pode contribuir com a
compreensdo do perfil epidemioldégico da infecgao por SARS-CoV-2, com a sua vigilancia
gendmica e promover um acompanhamento do surgimento de novas variantes. Essa
facilidade possibilita que a metodologia seja incorporada a sistemas de saude publicos
permitindo estabelecer uma rede de vigilancia gendbmica com notificagdo de resultado de
variantes em um curto periodo de tempo a um custo que possa ser incorporado aos
sistemas publicos, sendo de extrema importancia no contexto de tomada de decisGes
rapidas durante a pandemia por COVID-19 (BEZERRA et al., 2021).
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4. Objetivos
4.1 Objetivo geral

Realizar a validagdo da técnica de sequenciamento de Sanger da por¢do RBD do
gene S para a identificagdo das principais mutagcbes presentes nas variantes de
preocupacao na infeccdo por SARS-CoV-2.

4.2 Objetivos especificos

e Padronizar as reagdes de transcricdo reversa do genoma do SARS-CoV-2 e a PCR
da regido RBD, bem como a técnica de Sequenciamento de Sanger e sua analise
para diferenciacdo das VOCs do SARS-CoV-2;

e Estabelecer o limite de deteccdo da metodologia em diferentes Cts (cycle threshold)
virais identificados por RT-gPCR, para determinar a carga viral minima necessaria
para realizagcao do sequenciamento;

e Avaliar a presenga das mutagdes na porcao RBD do gene S do SARS-CoV-2 das
principais variantes de preocupacgao circulantes no sul do Brasil (variantes gama,

delta, 6micron e algumas de suas subvariantes);

e Comparar os resultados gerados pelo sequenciamento de Sanger com a atribuicao
de linhagem obtida por WGS, utilizando sequenciamento de nova geragéo, para

verificar indice concordancia entre as técnicas.
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6. Consideragoes finais

O sequenciamento de Sanger da regido RBD da proteina spike do SARS-CoV-2
mostrou-se uma ferramenta efetiva para identificagcdo presuntiva das variantes de
preocupacao do virus. Através dela, obtivemos 100% de concordancia com os resultados
obtidos por sequenciamento gendmico completo do SARS-CoV-2. O fragmento 75L/77R
compreende uma regido do virus considerada um hotspot de mutagdes, sendo possivel
manter o protocolo elaborado mesmo em cenario de introdu¢cdo de novas variantes - como
nos casos da introducdo das variantes delta, émicron e das sublinhagens de émicron que
surgiram durante o periodo de execug¢éo desse trabalho.

Durante a elaboracao do trabalho, pudemos viabilizar a caracterizagao de dois surtos
de infeccao de SARS-CoV-2 durante o periodo de introducéo da variante delta, identificando
0s primeiros casos dessa variante na instituicado. Além disso, pudemos contribuir com a
elucidacdo de um caso de infeccao persistente por SARS-CoV-2 em um paciente pediatrico
imunossuprimido, pela caracterizagdo das variantes em amostras coletadas em momentos
epidemiolégicos distintos.

A partir deste trabalho, disponibilizamos o exame SQCOV (Sequenciamento parcial
da porcao RBD-Spike do SARS-CoV-2) para caracterizacdo presuntiva das variantes do
SARS-CoV-2 descritas neste trabalho para vigilancia genémica epidemioldgica virus pelo
Servico de Medicina Ocupacional do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (SMO/HCPA),
além de uso eventual por parte do Servigo de Infectologia do hospital para investigar casos

de pacientes que apresentam positividade viral por periodos prolongados.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Otimizacao de um teste presuntivo de VOC (variant of concern) via sequenciamento de
Sanger da porgdo RBD (receptor binding domain) da proteina da espicula viral de
SARS-CoV-2

Pesquisador: Femanda de Paris

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 48879321.0.0000.5327

Instituicao Proponente: Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Patrocinador Principal: FIPE/HCPA

DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 4.B62.713

Apresentagdo do Projeto:

Em dezembro de 2019, a rapida disseminagdo de uma pneumonia de origem desconhecida chamou a
atengdo das autoridades de sadde em Wuhan, na China. Mais tarde, em janeiro de 2020, o agente
etiologico foi anunciade come sendo um nove virus pertencente a familia dos coronavirus. Em fevereiro de
2020 o Comité Internacional de Taxonomia dos Virus nomeia o novo coronavirus como SARS-CoV-2 (do
inglés severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 — SARS-CoV-2) e em margo de 2020 a Organizacao
Mundial da Salde (OMS) decreta pandemia por COVID-19, doenga causada pelo novo coronavirus. Mesmo
mais de um ano apds a declaragdo de pandemia por COVID-19, e com todos os

esforgos mundiais em busca do esclarecimento da doenca e da continua tentativa de limitar sua
transmissdo, a rapida disseminagio do virus tem levado a continua geragio de diferentes genomas de
SARS-CoV-2.Essa evolugdo gendmica da origem a diversas variantes e novas linhagens que tém
caracteristicas diferentes em comparag@o com seus ancestrais. Algumas dessas variantes tém demonstrado
mudangas com alto grau de

significAncia para a salde pidblica global. As novas variantes podem apresentar aumento da

transmissibilidade ou aumento da viruléncia e alteragdo na apresentacgao clinica da doenga. A
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classificacdo utilizada cita variantes de preocupacao (do inglés “variants of concemn” - VOCs) que englobam
as linhagens Alfa (ou B.1.1.7, primeiramente descrita na Inglaterra), Beta (ou B1.351, primeiramente descrita
na Africa do Sul), Gama (ou P1, primeiramente descrita no Brasil) e Delta (ou B1.617.2, recentemente
descrita na India). Até o presente momento, para a caracterizagao dessas

linhagens & necessaria a analise do genoma completo de SARS-CoV-2, utilizando-se de ferramentas

moleculares como o sequenciamento de nova geragdo (do inglés “new generation sequencing - NGS).

Apesar das inimeras vantagens, ainda € uma ferramenta com custo alto para ser utilizada em larga escala e
ser absorvida pelo Sistema Unico de Saude (SUS) e sistemas de vigilancia epidemioldgica do pais. Nesse
sentido, alternativas devem ser pensadas para que seja possivel fazer a identificacdo das variantes e
realizar a vigildncia genémica das VOCs.Uma vez que as VYOCs apresentam importantes mutagdes
definidoras de linhagem na porgio denominada receptor binding domain (do inglés, RBD) da proteina da
espicula viral de SARS-CoV-2. Uma alternativa ao NGS € o sequenciamento de Sanger, considerado

padrao ouro para determinagdo de sequéncias nuclectidicas.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Realizar a validagio da técnica de sequenciamento de Sanger da porgio RBD do gene S (espicula viral)
para a identificagdo de mutagbes presentes nas variantes de preocupacio na infecgio por SARS-CoV-2.
Objetive Secundario:

Padronizar a técnica de Sequenciamento de Sanger frente a dados obtidos por Sequenciamento de Nova

Geragdo (NGS - New Generation Sequencing) para possibilitar a investigagio gendmica de SARS-CoV-2.

Estabelecer a sensibilidade da metodologia em diferentes Cts (cycle threshold) virais identificados por RT-
qPCR.

Estabelecer um protocolo de reagdo para sequenciamento da porcdo RBD da espicula viral de SARSCoV-2
através da técnica de sequenciamento de Sanger, a um custo que possa ser disponibilizado nos sistemas
publicos de sadde e vigilancia.

Avaliar a presenca de mutagdes na porgdo RBD do gene S (espicula viral) do SARS-CoV-2 presentes nas

principais variantes de preocupacio circulantes no Brasil (linhagens alfa, gama e delta), assim
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como outras linhagens que venham a surgir durante a execucio do projeto.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Risco potencial de quebra de confidencialidade.

Beneficios:

O sequenciamento de Sanger da regidoc RBD da espicula viral pode contribuir com a compreensao do perfil
epidemiologico da infecgao por SARSCoV-2, sua vigilancia genfmica e promover uma triagem de novas
variantes que possam surgir, a um custo que possa ser disponibilizado aos sistemas publicos de salde e
vigilancia.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Para a identificagdo das WVOC na infecgao por SARS-CoV/-2, é necessario obter-se inicialmente o RNA viral
para a realizagao da sintese do DMA complementar (cDMA) por transcrigdo reversa, utilizando-se primers
randdmicos. O cDMA sintetizado sera utilizado na reagdo em cadeia da polimerase (PCR). A PCR sera
realizada utilizando-se primers especificos previamente descritos, de forma a flanquear a regido de ligagao
ao dominio (do inglés, RBD) localizado no gene S, responsavel pela sintese da espicula viral do SARS-CoV-
2, gerando um fragmento de 1006 pares de base. O produto dessa reacdo sera verificado em gel de

agarose 1,5% para confirmagdo da amplificagdo do fragmento. Apos a confirmacéo, sera realizada a

purificagdo do produto obtido na PCR para retirada de primers e nucleotideos ndo incorporados na reagao.

O produto purificado sera encaminhado para sequenciamento das fitas forward e reverse por eletroforese
capilar (sequenciamento de Sanger) na Unidade de Pesquisa Laboratorial (UPL) do HCPA e o resultado
sera analisado em software adequado. Para a analise das variantes de preccupacio, sera utilizada como

sequéncia referéncia o genoma completo da primeira linhagem SARS-CoV-2, identificado em Wuhan, China.

Com a amplificagdo da regido RBD, sera analisada a sequéncia nucleotidica do fragmento onde estao
contidas as principais mutagdes que daoc origem as VOCs. Dessa forma, sera possivel predizer a qual
linhagem pertence o virus a partir da troca de nucleotideos que d3o origem & substituicdo de aminoacidos
definidores de linhagem na proteina da espicula viral de SARS-CoV-2. As alteragbes nuclectidicas que dao
origem as mutagbes N5S01Y e AS70D fornecem um resultado presuntive de VOC Alfa. Ja com a identificaca@o
de mutacdes K417N, N501Y e E484K & possivel predizer a VOC Beta. As mutacbes K417T, E4B84K e
N501Y fornecem um resultado presuntivo de
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VOC gama, enquanto as mutagSes L452R e

T478K fornecem um resultado presuntive de VOC delta Serdo utilizadas um total de 70 amostras:20 para
checar a sensibilidade do método sendo utilizadas amostras com linhagem previamente caracterizada e Ct
(cycle threshold) conhecido e determinado pelo LabCovid - HCPA E 50 amostras para validagdo sendo

amostras de linhagens previamente conhecidas pelo método de NGS.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Adequados.

Prop&e dispensa de TCLE uma vez gue somente serdo analisadas as mutagbes da porgie RBD de
amostras positivas, com o intuito de padronizar o método de Sanger para a caracterizagio da linhagem do
SARS-CoV-2. Serao utilizados, somente, o RNA com resultado positivo previamente sequenciado pelo
LABRESIS e amostras de descarte oriundas do LabCovid. Com isso, ndo se faz necessario a utilizagio dos
dados do prentuario do paciente.

As amostras criundas do LABRESIS que previamente tiveram o genoma completo sequenciado por NGS
foram obtidas através de uma solicitagdo formal ao Biobanco do HCPA. Sendo assim, ndo sera realizada a
coleta de amostras exclusivamente para a realizagio do presente estudo.

Recomendacbes:

Mada a recomendar

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

O projeto ndo apresenta pendéncias e esta apto para aprovagio.

Consideragées Finais a critério do CEP:

Lembramos que a presente aprovagdo (projeto versio 29/06/2021 e demais documentos que atendem as
solicitagbes do CEP) refere-se apenas aos aspectos éticos e metodoldgicos do projeto.

Os pesquisadores devem atentar ac cumprimento dos seguintes itens:

a) Este projeto esta aprovado para revisdo de registros de 70 participantes no Centro HCPA, de acordo com
as informagdes do projeto. Qualquer alteragio deste numero devera ser comunicada ac CEP e ao Servigo
de Gestao em Pesquisa para autorizagtes e atualizagdes cabiveis.

b) O projeto esta cadastrado no sistema AGHUse Pesquisa (20210299) para fins de avaliagio logistica e

financeira e somente podera ser iniciado apods aprovagao final do Grupo de Pesqguisa e
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Pos-Graduacgao.
c) Qualguer alteragao nestes documentos devera ser encaminhada para avaliagio do CEP.
d) Deverao ser adicionados relatorios semestrais e um relatorio final do projeto no cadastro do mesmo, no

Sistema AGHUse Pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao

Qutros FR_assinada_HCPA_20210299.pdf 05/07/2021 |Eva Monica Dias Aceito
08:24:05 | Gongalves

Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES BASICAS DO _P | 30/06/2021 Aceito

do Projeto ROJETO 1781501 pdf 13:23:36

Outros Declaracao_LGPD.pdf 30/06/2021 |Grazielle Motta Aceito
13:23:06 |Rodrigues

Projeto Detalhado / |Projeto_sequenciamento_sanger_wvocs.p| 29/06/2021 |Grazielle Motta Aceito

Brochura df 17:42:31 |Rodrigues

Investigador

Declaragao de Delegacao_de_ funcoes.pdf 29/06/2021 | Grazielle Motta Aceito

Pesquisadores 17:38:25 |Rodrigues

Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 29/06/2021 |Grazielle Motta Aceito
17:27:44 | Rodrigues

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagido da CONEP:
MNao

PORTO ALEGRE, 22 de Julho de 2021

Assinado por:
Témis Maria Félix
(Coordenador(a))
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Anexo Il - Carta de aprovacgao pelo Grupo de Pesquisa e Pés Graduagao
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HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
Grupo de Pesquisa e Pés Graduagao

Comissdo Cientifica

Projeto  2021/0299

Titule Otimizagio de um teste presuntive de VOC (variant of concern) via sequenciamento de Sanger da porgao RED
(receptor binding domain) da proteina da esplcula viral de SARS-CaV-2.

Pesquisador FERMNANDA DE PARIS

Equipe de Pesquisa:

RODRIGO MINUTO PAIVA
PRISCILA LAMB WINK

AFONSO LUIS BARTH
GRAZIELLE MOTTA RODRIGUES

FABIANA VOLPATO

Data de 26/07/2021

Este projeto foil APROVADO em seus aspectos éticos, metodologicos, logisticos e financeiros para ser realizado no Hospital
de Clinicas de Porto Alegre. Esta aprovacio estd baseada nos pareceres dos respectivos Comités de Etica e do Servigo de
Gestao em Pesqguisa.

- Os pesquisadores vinculados ao projeto ndo parficiparam de qualquer etapa do processo de avali¢ao de seus projetos.

- 0 pesquisador devera apresentar relatorios semestrais de acompanhamento e relatdrio final ao Grupe de Pesquisa e Pds-
Graduagao (GPPG)

Axmrads dgriirens por
] JOBE ROBERTD GOLDM

Grups e Prampuss & Pas-Grauscio

TR 116054
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nip Gaou uu p— AGHUse-Pesquisa por ANDERSON ZANARDO MACHADO em 26/07/2021 17:42:55
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