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RESUMO 
 

Deminco, Felice. Variabilidade do gene S do novo coronavírus em pacientes 
atendidos no complexo Hospitalar Professor Edgard Santos-UFBA. 2022.  
Dissertação (Mestrado) – Hospital Universitário Professor Edgard Santos, 
Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2022. 
 

 

Introdução: A COVID-19 é a nova doença causada por um coronavírus humano, 
cujo agente etiológico é o SARS-CoV-2. Dois anos se passaram e o SARS-CoV-2 
possui uma grande diversidade genética, a qual favoreceu ao surgimento de 
variantes emergenciais durante diversos períodos da pandemia. Devido a 
importância empregada na vigilância viral e as limitações encontradas nas 
plataformas de sequenciamento de nova geração, o objetivo desse trabalho foi 
identificar a variabilidade na região de Spike do SARS-CoV-2, a partir de uma 
plataforma de sequenciamento de Sanger, em pacientes com COVID-19 atendidos 
pelo Hospital Universitário Professor Edgard Santos em Salvador-BA. Métodos: 
Trata-se de um estudo observacional transversal com amostras preservadas, 
positivas para SARS-CoV-2, de indivíduos maiores de 18 anos, funcionários ou 
pacientes, atendidos no Hospital Universitário Professor Edgard Santos (HUPES). 
Todas as amostras dos participantes envolvidos foram confirmadas para COVID-19 
por um ensaio de RT-qPCR. O material genético viral extraído foi utilizado para um 
ensaio de NESTED-PCR no gene S do SARS-CoV-2 e os resultados revelados em 
gel de agarose a 1,5%. A reação de sequenciamento utilizando o BigDye Terminator 
V3.1 Cycle Senquencing kit foi realizada em uma região de 1.120 pares de base e o 
resultado dessa reação foi lido pelo equipamento de eletroforese capilar SeqStudio. 
Os arquivos das sequências geradas pelo equipamento foram analisados para a 
construção da sequência consenso a partir da sequência referência e identificação 
das mutações ao logo do genoma. Resultados: De todas as 103 amostras 
sequenciadas, 69 continham variantes relevantes representadas por 20 BA.1, 13 
delta, 22 gama e 14 zeta, identificadas entre junho de 2020 e fevereiro de 2022. 
Todas as sequências encontradas foram alinhadas com sequências representativas 
do variantes. Conclusões: O protocolo desenvolvido por esse trabalho foi capaz de 
identificar e acompanhar a variabilidade do gene S do SARS-CoV-2 e, por 
consequência, identificar as variantes mais relevantes para a pandemia, podendo 
ser uma metodologia alternativa para vigilância molecular viral. 
 
Palavras-chave: SARS-CoV-2; Sequenciamento de sanger; Variantes virais; 
Vigilancia epidemiológica; 
 
 

 

 

 

 

  



ABSTRACT 

 

Deminco, Felice. Variability of the new coronavirus S gene in patients treated at 
the Professor Edgard Santos-UFBA Hospital complex. Dissertation (Master’s) – 
University Hospital Professor Edgard Santos, Federal University of Bahia, Salvador, 
2022. 
 
 
Introduction: COVID-19 is a new disease caused by a human coronavirus, whose 
etiological agent is SARS-CoV-2. Two years have passed and SARS-CoV-2 has a 
great genetic diversity, which favored the emergence of emergency variants during 
different periods of the pandemic. Due to the importance employed in viral 
surveillance and the limitations found in new generation sequencing platforms, the 
objective of this work was to identify the variability in the Spike region of SARS-CoV-
2, from a Sanger sequencing platform, in patients with COVID-19 treated at the 
University Hospital Professor Edgard Santos in Salvador-BA. Methods: This is a 
cross-sectional observational study with preserved samples, positive for SARS-CoV-
2, of individuals over 18 years of age, employees, or patients, treated at the 
Professor Edgard Santos University Hospital (HUPES). All samples from the enrolled 
participants were confirmed for COVID-19 by an RT-qPCR assay. The extracted viral 
genetic material was used for a NESTED-PCR assay on the SARS-CoV-2 S gene 
and the results revealed on a 1.5% agarose gel. The sequencing reaction using the 
BigDye Terminator V3.1 Cycle Senquencing kit was performed in a region of 1,120 
base pairs and the result of this reaction was read by the SeqStudio capillary 
electrophoresis machine. The files of sequences generated by the machine were 
analyzed for the construction of the consensus sequence from the reference 
sequence and identification of mutations throughout the genome. Results: Of all 103 
sequenced samples, 69 contained relevant variants represented by 20 BA.1, 13 
delta, 22 gamma and 14 zeta, identified between June 2020 and February 2022. All 
sequences found were aligned with sequences representative of the variants. 
Conclusions: The protocol developed by this work was able to identify and monitor 
the variability of the SARS-CoV-2 S gene and, consequently, identify the most 
relevant variants for the pandemic, which could be an alternative methodology for 
viral molecular surveillance. 
 
Keywords: SARS-CoV-2. Sanger sequencing. Viral variants. Epidemiological 
surveillance. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 A doença causada pelo Coronavírus (COVID-19) é a nova doença causada 

por um coronavírus humano, cujo agente etiológico é o SARS-CoV-2. Os primeiros 

casos dessa doença foram relatados na China em dezembro de 2019 e em março 

de 2020 esse vírus já passou a ser considerado como pandêmico (1). SARS-CoV-2 

é um vírus RNA, podendo estar mais suscetível a erros por replicação, além de 

recombinações, evento comum entre os vírus pertencentes à família Coronaviridae 

(2).  

 Após 2 anos de pandemia o SARS-CoV-2 apresenta uma grande diversidade 

genética, associada ao surgimento de variantes de importância epidemiológica 

durante diversos períodos da pandemia (3). O surgimento das variantes sempre vinha 

acompanhado pela preocupação quanto à sua capacidade replicativa, 

transmissibilidade, e evasão frente à ação protetora dos anticorpos gerados após 

vacina ou infecções prévias pelo SARS-CoV-2 e suas variantes. As medidas 

adotadas para o combate e controle desse coronavírus envolveram o uso de 

máscara, distanciamento social e adesão à política de vacinação contra a COVID-19 

(3). A detecção dos casos por meio dos testes diagnósticos ajuda no isolamento dos 

indivíduos afetados e a contenção da disseminação do vírus. Além disso, a vigilância 

epidemiológica através das técnicas de sequenciamento de genoma permite avaliar 

o potencial em interferir na resposta imune gerada por vacina, além de avaliar se as 

mutações podem afetar a acurácia dos testes diagnósticos moleculares disponíveis 

(4).  

 Duas metodologias têm sido empregadas para o monitoramento viral – 

plataformas de sequenciamento de nova geração (NGS - do inglês Next Generation 

Sequencing -) e o sequenciamento via metodologia de Sanger. As plataformas de 

NGS são as mais utilizadas, mas possuem acesso limitado devido ao seu alto custo-

operacional (5).  

 A metodologia de Sanger garante sequenciamento em menor tempo e com 

custo operacional mais acessível (6). Visto que a vigilância molecular viral deve ser 

mais abrangente e que a metodologia de Sanger pode funcionar como uma técnica 
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alternativa para detecção de mutações e variantes importantes, o objetivo desse 

trabalho é identificar a variabilidade na região de Spike do SARS-CoV-2, a partir de 

uma plataforma de sequenciamento de Sanger, em pacientes com COVID-19 

atendidos pelo Hospital Universitário Professor Edgard Santos, em Salvador-BA. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 

Identificar a variabilidade do gene S do SARS-CoV-2, a partir de uma plataforma de 

sequenciamento de Sanger, de pacientes com a COVID-19 atendidos no 

ambulatório e enfermarias do Hospital Universitário Professor Edgard Santos em 

Salvador-BA. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 PANDEMIA DA COVID-19 

Em 30 de dezembro de 2019, agentes de saúde reportaram à Organização 

Mundial de Saúde (OMS) o surgimento de casos, em Wuhan, de pneumonia cujo 

agente etiológico ainda era desconhecido (3,7). Esses casos foram relatados em 

diferentes hospitais e alguns deles tinham ligação com o mercado Huanan, em 

Wuhan (8). Algumas amostras foram enviadas para o Instituto de Virologia de Wuhan 

e o resultado revelou que 5 das 7 amostras encaminhadas foram positivas para 

coronavírus (7). A partir de mais análises subsequentes foi descoberto que o SARS-

CoV-2, anteriormente chamado de 2019-nCov, era o agente etiológico da COVID-19, 

causador de manifestações moderadas a severas (7). 

 Ao contrário de outros agentes pertencentes à família Coronaviridae, o SARS-

CoV-2 se tornou pandêmico, gerando uma crise de saúde pública mundial e 

forçando a adoção de políticas de controle como o lockdown e a pressa na 

formulação de vacinas eficazes contra o vírus. Atualmente não se sabe ao certo a 

origem desse vírus, embora saibamos que o mercado de alimentos de Wuhan tenha 

sido um possível epicentro da doença e que o SARS-CoV-2 tenha relação 

filogenética muito próxima com coronavírus relacionados ao SARS (SARSr-CoVs) 

encontrados em morcegos (7,9). 
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3.1.1 ORIGEM DO SARS-CoV-2 

Os mecanismos evolutivos dos coronavírus, principalmente os que derivaram 

no surgimento do SARS-CoV-2, é um assunto muito estudado. As especulações 

para a origem do SARS-CoV-2 trouxeram à tona a ideia de que o vírus tivesse sido 

criado em laboratório. Seguindo o caminho contrário dessa teoria, dois cenários 

foram postulados para explicar a origem: 1 – seleção natural em um reservatório 

animal, anterior à transmissão interespécie, 2 – seleção natural viral no ser humano, 

posterior à transmissão interespécie (10). Os morcegos são considerados como 

reservatórios animais do SARS-CoV-2, visto que análises filogenéticas vêm 

apontando alta similaridade com SARSr-CoVs vindo desses animais (3). O 

coronavírus encontrados nos morcegos-ferradura, Rhinolophus affinis (RaTG13), 

possui 96,2% de identidade com o SARS-CoV-2, obtendo o maior grau de 

proximidade genética já detectado (7). Coronavírus relacionados ao SARS-CoV-2 

foram encontrados em outros morcegos do gênero Rhinolophus, como nos 

Rhinolophus shameli e Rhinolophus cornutus, cujas amostras foram colhidas em 

2010 e 2013, em dois países diferentes, Cambodia e Japão, respectivamente (11,12).  

Um estudo conduzido por Temmam et al. relatou que 645 morcegos que 

viviam em cavernas de calcário, comuns em países como China, Laos e Vietnam, 

apresentavam uma grande diversidade genética de coronavírus, incluindo os 

relacionados ao SARS-CoV-2, as quais foram identificados apenas em morcegos do 

gênero Rhinolophus (13). Além disso, alguns desses coronavírus encontrados 

possuíam elevada taxa de identidade genômica com o SARS-CoV-2, assim como 

evidenciado pelo RaTG13. Esses resultados indicam a circulação desse vírus entre 

diferentes espécies de morcego, sugerindo essa espécie de animal como a mais 

provável fonte de origem do SARS-CoV-2. 

 Não é a primeira vez que um coronavírus causador de pneumonia severa em 

humanos apresenta relações filogenéticas com outros coronavírus encontrados em 

morcegos. Em 2002 o SARS-CoV, descoberto em Guangdong, província da China, 

ficou conhecido como o primeiro coronavírus pandêmico e o terceiro descoberto 

dentre os coronavírus causadores de doenças em humanos (HCoV) (9,14). Sua 

origem também está relacionada à transmissão dos morcegos para os humanos. Em 

2012 o segundo coronavírus causador de pandemia, agora descoberto na Arábia 
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Saudita, ficou conhecido como coronavírus causador da síndrome respiratória do 

oriente médio (MERS-CoV) (9,15).  

 Assim como o SARS-CoV e o SARS-CoV-2, o MERS-CoV também possuía 

relação com coronavírus, encontrados em morcegos, relacionados ao MERS 

(MERSr-CoV). Uma característica importante que SARS-CoV e MERS tem em 

comum é ausência de um ancestral comum direto e levando em consideração que a 

recombinação genética é um evento comum dentre esses vírus e que algumas 

espécies de morcegos podem comportar coronavírus de alta diversidade genética, 

tanto SARS-CoV quanto o MERS-CoV podem ter surgido a partir de eventos 

recombinantes entre ancestrais virais encontrados tanto nos morcegos quanto nos 

hospedeiros intermediários (9). As Civetas das Palmeiras e os Camelos Dromedários 

foram considerados como os hospedeiros intermediários para o SARS-CoV e MERs-

CoV, respectivamente (16,17). A proporção de pacientes infectados que tiveram 

contato com esses animais e o isolamento dos agentes etiológicos nesses animais 

permitiram identificar as possíveis fontes de origem.  

 A comercialização de animais silvestres na China já havia sido banida após o 

aparecimento do SARS-CoV, visto que o surgimento desse vírus estava relacionado 

à venda de Civetas das Palmeiras e Guaxinins (16). Esse cenário não foi muito 

diferente para o SARS-CoV-2. Worobey et al. estudaram a importância do mercado 

de frutos do mar, Huanan, de Wuhan para o surgimento de casos da COVID-19 (18).  

 Segundo eles os primeiros casos de COVID-19, identificados em dezembro 

de 2019, tiveram uma distribuição geográfica associada ao mercado de Huanan, 

visto que os casos que tinham relação ou não com mercado foram detectados nas 

suas proximidades. Além disso, amostras ambientais colhidas nesse mercado 

testaram positivo para o SARS-CoV-2, com ênfase na região sudoeste do mercado, 

onde residia a atividade de vendas de animais selvagens vivos, tais como cães-

guaxinim, texugos de porco e raposas vermelhas (18). Oito casos da COVID-19, 

detectadas em dezembro de 2019, foram de pessoas que haviam frequentado a 

mesma região do mercado. Esses resultados reforçam a ideia de que Huanan foi o 

epicentro da pandemia da COVID-19, além de sugerir a presença de um hospedeiro 

intermediário, entre os morcegos e o ser humano (18). 



 22 
 

 A venda de animais silvestres no mercado de Huanan sugeriu a possibilidade 

do contágio humano a partir desses animais possivelmente infectados, embora 

nenhuma amostra dos animais comercializados tenha sido testada para a presença 

do SARS-CoV-2 (18,19). Lam, T.TY et al. investigaram a presença do coronavírus 

relacionados ao SARS-CoV-2 em amostras de Pangolins Malaios, as quais foram 

obtidas a partir de uma operação anti-contrabando realizada por funcionários da 

alfândega de Guangxi (20). Esses animais são uma das espécies mais traficadas do 

mundo (21). Dessas amostras foram encontradas sequências completas ou parciais 

de coronavírus agrupados à mesma linhagem relatada ao SARS-CoV-2, onde 

também faz parte o vírus RaTG13 (20). Uma característica que chama muito atenção 

é a similaridade (97,4%) dos aminoácidos do Domínio de Ligação ao Antígeno (do 

inglês Binding Domain Spike - RBD) do gene Spike (S) dos coronavírus encontrados 

nos Pangolins Malaios com o SARS-CoV-2. Essa similaridade foi superior à 

encontrada entre RaTG13 e SARS-CoV-2 na mesma região, possuindo 89,2% de 

identidade. Embora a elevada similaridade encontrada em RBD, os coronavírus 

encontrados nesses animais possuíram de 85,5% a 92,4% de similaridade genômica 

com o SARS-CoV-2, sendo menor que a similaridade encontrada entre RaTG13 e 

SARS-CoV-2. Esses resultados sugerem uma evolução convergente seletiva entre o 

SARS-CoV-2 e os coronavírus encontrados nos pangolins, estabelecendo os 

pangolins como os possíveis hospedeiros intermediários do SARS-CoV-2, visto que 

o contrabando desse animal é usado para fonte de alimento e suas escamas 

destinadas para a medicina oriental chinesa (20). 
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3.1.2 GENOMA DO SARS-CoV-2 

O SARS-CoV-2 é um vírus de RNA senso positivo composto por 14 regiões 

de codificação aberta (ORF - do inglês Open Reading Frame), sendo 4 estruturais, 2 

compondo o complexo replicativo e as restantes acessórias, codificando ao todo 27 

proteínas (22). O genoma viral possui cerca de 30 mil pares de bases (pb), ou 30 

quilobases (kb), de tamanho, e além das ORFs já mencionadas, o vírus possui uma 

Região não Tradutora 5’ (UTR 5 - ’do inglês Untranslated Region), a Região não 

Tradutora 3’(UTR 3’) e uma cauda poli A (22).  

 A orientação do genoma, senso positivo, já o torna molde para a replicação 

viral, funcionando como um RNA mensageiro (mRNA). As duas primeiras ORFs, 

ORF1a e ORF1b, ocupam cerca de 70% do genoma viral e a partir dela as enzimas 

replicativas serão geradas (22). A expressão gênica dessas duas regiões é mediada 

por um mecanismo chamado -1 Mudança de Quadro de Leitura Ribossomal 

Programada (1 PRF - do inglês -1 programmed ribosomal frameshifting), que 

transcreve duas poliproteínas de ORF1a e ORF1b em uma única transcrição, 

gerando a poliproteínas pp1ab a qual será clivada em 16 proteínas não estruturais 

(nsps - do inglês non-structural proteins). A clivagem proteolítica das proteínas virais 

é mediada pelas enzimas 3CLpro e Mpro (nsp5) (22).  

 Outras enzimas muito importantes para a transcrição viral são as nsp12, 

conhecida como Polimerase de RNA dependente de RNA (RdRp) e nsp14, também 

conhecida como Domínio de Exoribonuclease (ExoN). Ambas as enzimas atuam 

ativamente na transcrição viral, onde a RdRp irá produzir uma nova fita de RNA e a 

ExonN funciona como uma enzima revisora (22,23). Os vírus de RNA não possuem um 

mecanismo de reparo/revisão do material genético, deixando-os suscetível às 

mutações por erros na replicação. Entretanto, o SARS-CoV-2 possui essa enzima 

que a protege de possíveis mutagêneses, além de serem resistentes aos análogos 

nucleosídicos (23). Embora ela tenha essa função, Gribble e colaboradores relataram 

que a ausência da ExoN levou à diminuição nos eventos de recombinação gênica 

dos coronavírus, tornando-a necessária para que ocorra as recombinações entre os 

coronavírus (23).  
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 O SARS-CoV-2 possui 4 proteínas estruturais: Spike (S), Envelope (E), 

Membrana (M) e Nucleocapsídeo (N). Dentre todas, a proteína S é a mais 

importante. A proteína spike é diretamente envolvida no processo de infecção da 

célula alvo. A entrada do vírus é mediada pela interação com a Enzima conversora 

de Angiotensina 2 (ACE2), as quais não estão presentes apenas nas células 

pulmonares, estando mais distribuídas por outras partes do organismo humano 

como o endotélio vascular e células renais (24). A proteína S é dividida em duas 

subunidades, S1 e S2.  

 A subunidade S1 atua na interação direta entre a proteína S e o receptor 

ACE2, a partir do domínio de ligação ao receptor (RBD, aminoácidos 331 a 528) e a 

subunidade de S2 que atua como a força mecânica da proteína ao promover a 

entrada do vírus (25). A subunidade S1 possui o Domínio N-Terminal (NTD - do inglês 

N-Terminal Domain, aminoácidos 14 a 306), o Motivo de Ligação ao Receptor (RBM 

- do inglês Receptor Binding Motif, aminoácidos 436 a 506) pertencente a RBD, os 

Domínios C-Terminais (CTD - do inglês C-Terminal Domain) – CTD1, aminoácidos 

528 a 591 e CTD2, aminoácidos 598 a 686) (26). A subunidade S2 possui um sítio de 

clivagem proteolítica em uma região entre S1 e S2, chamado de S1/S2 boundary 

clivagem. A clivagem proteolítica é mediada por enzimas do hospedeiro, tais como 

catepsinas, furina e TMPRSS2, e esse ação enzimática promove a ativação 

irreversível da proteína S e fusão na membrana celular (22). Essa subunidade possui 

mais outras estruturas – Peptídeo de Fusão (fusion peptide – PF, aminoácidos 816 a 

836), Região Proximal do Peptídeo de Fusão (fusion-peptide proximal region – 

FPPR, aminoácidos 837 a 857), Hélice Central (central Helix – CH, aminoácidos 986 

a 1036), Conector do Domínio (connector domain – CD, aminoácidos 1037 a 1068), 

Repetição Hepta 2 (heptad repeat 2 – HR2, aminoácidos 1164 a 1211), Segmento 

Transmembranar (transmembrane segment – TM, aminoácidos 1212 a 1234) e 

Cauda Citoplasmática (cytoplasmic tail – CT, aminoácidos 1235 a 1273). Todas 

essas estruturas compõe uma proteína com 3.821 pares de bases (22). 
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3.2 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DA COVID-19 

Desde o surgimento dos primeiros casos em Wuhan até os dias de hoje, 

foram mais de 636 milhões de casos acumulados e 6 milhões de mortes notificadas 

no mundo todo (27). Dentre todos os países afetados, os Estados Unidos, India, 

França, Alemanha e Brasil lideram em número de casos, segundo dados da 

Organização Mundial da Saúde (OMS). Além disso, quando se trata de dados de 

mortalidade, o Brasil está à frente de diversos países como India, Itália e Alemanha, 

perdendo apenas para os Estados Unidos (27).  

 Apenas no Brasil foram contabilizados cerca de 35 milhões de casos com 689 

mil mortes notificadas. A OMS estimou que a taxa de mortalidade da COVID-19 para 

o mundo todo é de 2,2% (28). Entretanto, essa taxa de mortalidade varia de país para 

país e sofre influência dos fatores de risco tais como pacientes acima de 60 anos de 

idade ou com comorbidades preexistentes como obesidade, doença cardiovascular, 

doença renal crônica, diabetes e doença pulmonar crônica (28,29). Um estudo 

utilizando dados epidemiológicos de 1.320.488 casos de COVID-19, reportado pelo 

Centro para Controle de Doenças e Prevenção dos Estados Unidos (do inglês 

Centers for Disease Control and Prevention – CDC), identificou que casos de 

hospitalização foram 6 vezes maiores em pacientes com comorbidades (45,4%) do 

que aqueles que não apresentavam nenhuma comorbidade (7,6%) e os casos de 

óbitos foram 12 vezes maior em pacientes com comorbidades (19,5%) em relação à 

aqueles que não tinham (1,6%) (30).  

 Salvador, a capital da Bahia, fica entre as 10 capitais brasileiras com maior 

número de notificações, e até junho de 2022 a capital apresentava 267.936 casos 

confirmados e 8.260 óbitos (31). A despeito do grande número de casos registrados, 

aproximadamente 96,5% evoluíram para cura, podendo essa estatística estar 

associada às medidas de combate à COVID-19 como a criação de hospitais de 

campanha, miniunidades de pronto atendimento, gripários e leitos exclusivos, 

visando um atendimento mais focado na COVID-19, evitando a sobrecarga do 

sistema de saúde municipal (31). 
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 Pessoas portadoras do Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV) sob 

contagem de células imunes CD4 baixa e sem boa adesão aos antirretrovirais estão 

suscetíveis ao desenvolvimento da COVID-19 (29). A pneumonia é uma manifestação 

severa da COVID-19, mas não é a única. Em Wuhan 41 dos pacientes testados para 

COVID-19 entre 16 de dezembro de 2019 a 2 de janeiro de 2020, 100% tiveram 

pneumonia, 29% tiveram síndrome do desconforto respiratório, 15% tiveram injúria 

cardíaca aguda e 12% tiveram infecções secundárias (29,32). Desses pacientes, 10% 

foram internados e 15% foram a óbito.  

 Embora a patogenicidade do SARS-CoV-2 não seja superior ao SARS-CoV e 

MERS-CoV, a sua taxa de transmissão e replicação é alta levando, no final do ano 

de 2020 ao surgimento de variantes virais que passaram a dominar os cenários 

epidemiológicos do mundo todo. A OMS tratou de classificá-las como Variante de 

Preocupação Mundial (VOC - do inglês variant of concern), Variante de Interesse 

Mundial (VOI - do inglês variant of interest) e Variante em Monitoramento (VUM - do 

inglês variant under monitoring) (33). A OMS também criou uma nomenclatura para 

cada variante a partir do alfabeto grego (alfa, beta, gama, delta...) com o intuito de 

facilitar a divulgação, visto que cada variante já possuía uma nomenclatura científica 

menos acessível para o público em geral. A classificação é dada de acordo com o 

grau de preocupação, sendo as VOCs de maior importância por possuírem maior 

transmissibilidade, aumento na virulência e impacto nas medidas de contenção viral 

como as metodologias de diagnóstico, eficácia das vacinas e das terapias 

disponíveis (33).  

 



 27 
 

3.2.1 VOC’s DO SARS-CoV-2 

No início da pandemia, apenas duas linhagens eram descritas para o SARS-

CoV-2, as linhagens A e B (19). Ao decorrer da pandemia novas mutações foram 

surgindo e algumas delas foram responsáveis por aumentar a taxa de transmissão 

viral, como a D614G (26). Atualmente essa mutação está prevalente em 

aproximadamente 100% dos vírus sequenciados, incluindo todas as VOCs e VOIs. 

Embora a enzima ExoN seja capaz de reduzir a taxa de mutação do SARS-CoV-2 

(0,0004 mutações por nucleotídeo por ano), ainda assim muitas mutações surgiram 

ao longo do genoma, principalmente no gene S, promovendo o surgimento de 

variantes virais, pondo em risco métodos de enfrentamento da pandemia e tornando 

realidade as reinfecções por variantes diferentes (23,26).  

 Existem dois sistemas para nomenclatura das variantes - Phylogenetic 

Assignment of Named Global Outbreak Lineage (PANGOLineage) e o sistema 

NextStrain. PANGOLineage é o sistema mais utilizado (34). Essa nomenclatura 

fornece uma letra alfabética como prefixo e numerações como sufixo, podendo 

conter até 3 numerações separados por pontos (ex: B.1.1.7).  

 A primeira variante a gerar preocupações no mundo foi a B.1.1.7, alfa, 

incialmente relatada em setembro de 2020 na Inglaterra e posteriormente 

classificada como VOC pela OMS em 18 de dezembro de 2020 (33). Entre novembro 

de 2020 e janeiro de 2021 essa variante se propagou rapidamente, promovendo 

uma mudança no cenário epidemiológico, onde a alfa passa a dominar os casos de 

COVID-19 (35). Até o segundo trimestre de 2021 a variante alfa era responsável por 

grande parte dos casos de COVID-19 nos Estados Unidos e outros países europeus 

(26). A variante alfa possui mutações e deleções importantes no gene S. A deleção 

presente na posição 69-70 da proteína (NTD) ficou conhecida por interferir na 

amplificação, por RT-qPCR, dos pares de primers e sonda destinada ao gene S do 

ensaio de qPCR TaqPath da Thermo-Fisher (36). Essa incapacidade de amplificar o 

seguimento alvo de S na variante alfa acabou sendo utilizada para identificar todas 

as variantes do SARS-CoV-2 que possuíam a mesma deleção, sendo assim 

conhecida como Falha no Alvo do Gene S (SGTF - do inglês S- gene target failure).  
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 Outras mutações encontradas nessa variante são G142D, N501Y (única 

mutação presente em RBD), A570D, D614G, P681H, T716I, S982A e D1118H (26,37).  

 Essa variante é bastante suscetível à resposta humoral gerada por anticorpos 

oriundos de plasmas de pacientes anteriormente infectados pelo SARS-CoV-2 e 

plasma de pacientes que receberam o esquema vacinal de duas doses COVID-19 

(26,38,39). 

 Assim como a variante alfa, em 18 de dezembro de 2020 a B.1.351 (beta) foi 

a segunda a ser classificada como VOC pela OMS (40). A África do Sul entrou em 

sua segunda onda de casos após pouco tempo depois de a primeira ter terminado, o 

que intensificou a vigilância epidemiológica no país pela Rede de Vigilância 

Genômica na África do Sul (NGS-AS), a qual analisou 2882 genomas completos de 

SARS-CoV-2 entre 5 de março a 10 de dezembro de 2020 (41). As análises 

filogenéticas revelaram um grupo monofilético distinto das antigas linhagens que 

dominaram o cenário epidemiológico na primeira onda de casos. Inicialmente, os 

vírus pertencentes a esse grupo não apresentavam todo o conjunto de mutações 

que definem a variante beta, indicando que esses vírus seriam os precursores da 

variante. Com o decorrer do período coletado, a frequência de mutações como 

K417N, E484K e N501Y foi se tornando mais prevalente e as variantes pertencentes 

a esse grupo já apresentavam número de mutações tanto em S quanto no genoma 

superior às antigas variantes (41).  

 A B.1.351 dominou o cenário epidemiológico e esteve associado à segunda 

onda de casos, onde mais de 30% já havia desenvolvido a COVID-19 (26).  Oito 

mutações estão presentes no gene S dessa variante – D80A, D215G, K417N, 

E484K, N501Y, P681H e deleção nas posições 242 a 244. Essas mutações, 

principalmente as detectadas em RBD, possuem importante papel para os 

mecanismos virais  (33,41). As mutações K417N, E484K e N501Y presentes em RBD 

contribuem com mecanismo de resistência viral aos anticorpos gerados por vacina e 

por infecções previas (33). A mutação E484K está localizada em um sítio de ligação 

ao anticorpo, gerando interferência na ação neutralizante desses anticorpos (26). As 

outras duas mutações, sozinhas, não conferem resistência a esses monoclonais, 

embora estejam presentes em outras variantes e contribuindo com o mecanismo de 

resistência à ação neutralizante dos anticorpos (42). 
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 Em 2020 o Brasil passou por duas ondas de casos de COVID-19, tendo a 

segunda apresentado crescimento exponencial em dezembro de 2020. Durante a 

segunda onda, a cidade de Manaus obteve destaque tanto pelo impacto que a 

COVID-19 teve no sistema de saúde quanto pelo surgimento da variante P.1, 

também conhecido como variante gama (40,43). P.1 foi classificada como VOC em 11 

de janeiro de 2021 pela OMS e foi primeiramente descrita em viajantes japoneses 

que saíram da Amazônia em direção ao Japão e ao pousar em Tokyo descobriram 

que estavam infectados pelo SARS-CoV-2, em 02 de janeiro de 2021 (44). Na 

Amazônia houve dois processos de substituição epidemiológica, evento comum na 

pandemia, onde a primeira linhagem B.1.1.95, dominante na primeira onda 

epidemiológica, foi substituída pela B.1.1.28, prevalente na fase entre os dois picos, 

que por sua vez foi substituída pela variante P.1, a qual dominou o quadro 

epidemiológico da segunda onda (43).  

 Em pouco tempo o vírus alcançou todos os estados brasileiros, evento esse 

favorecido não somente pela transmissibilidade viral, mas também pelo período no 

qual a variante gama surgiu, onde festas de final de ano o deslocamento das 

pessoas para diferentes regiões do país estava em alta (43). Antes da primeira 

detecção da variante gama, 3 membros de um grupo familiar que tinham viajado 

para Salvador em férias, em 19 de dezembro de 2020, tinham sido infectados pela 

variante gama do SARS-CoV-2 (45). Esses relatos de casos reforçaram a emergência 

epidemiológica causada por essa VOC, onde casos fora de Manaus já vinham 

acontecendo antes do primeiro relato.  

 A variante gama possui 10 mutações no gene S, sendo elas – L18F, T20N, 

P26S, D138Y, R190S, K417T, E484K, N501Y e H655Y (26,37). Assim como aparece 

na variante beta, a gama possui mutação na posição K417, entretanto a mudança no 

aminoácido é diferente. Essa variante também está associada à resistência a ação 

neutralizante de anticorpos gerados por infecções previas e pela campanha vacinal, 

podendo também gerar casos de reinfecções (42). 

 A partir de março de 2021 uma nova variante viral começou a ser relatada na 

Índia, associada ao crescimento repentino no número de casos de COVID-19 (46).  
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 Em 11 de maio de 2021 a variante B.1.617.2 ficou conhecida como delta, a 

quarta variante de preocupação mundial nomeada pela OMS (40). Em setembro de 

2021 a variante delta já havia se espalhado pelos 6 continentes e suas infecções 

possuíram características como menor tempo de incubação após a exposição (2 a 3 

dias), elevada capacidade de transmissão e elevada carga viral (47). Entre maio e 

julho de 2021 a variante delta predominou em número de casos de COVID-19 na 

Inglaterra, sendo responsável em 28 de julho por 324.192 mil casos enquanto a 

variante alfa contava com 277.303 mil casos (48).  

 Na Bahia a chegada da variante delta começou a ser notificada a partir de 

julho de 2021 e em setembro ela passou a dominar os casos de COVID-19, em um 

estado em que a grande maioria dos casos eram causados pela gama, se mantendo 

100% prevalente até dezembro do mesmo ano (49). Esses dados indicaram que além 

da alta transmissibilidade viral, ela foi capaz de substituir as VOCs dominantes em 

cada região geográfica. Além da variante delta, outras duas, B.1.617.1 (variante 

Kappa) e B.1.617.3, surgiram no mesmo período, porém não tiveram tanta 

importância epidemiológica quanto B.1.617.2, embora possuíssem em comum           

3 mutações em spike – L452R, D614G e P681R (47).  

 Além dessas 3 mutações, a variante delta possui mais 6 outras mutações em 

S – T19R, G142D, E156G, Del 157/158, T478K e D950N. A T478K é uma mutação 

presente na região de RBM e junta com Del 157/158 e E156G eram unicamente 

encontradas na variante delta (47). A presença de T478K em RBM pode aumentar a 

afinidade entre RBD e ACE2, aumentando a capacidade do vírus em invadir as 

células do hospedeiro. Embora a quantidade de mutações presentes em spike e a 

preocupação causada por essa variante quanto à eficácia das vacinas em proteger 

as pessoas de possíveis infecções e casos mais severos da doença, as políticas de 

vacinação utilizando esquema de 2 doses demonstraram eficácia contra a COVID-19 

e os casos graves no período epidemiológico da variante delta (50).   

 Ao final do ano de 2021, quando as campanhas de vacina já tinham chegado 

à sua segunda dose, uma nova variante (B.1.1.529) surgiu e seus primeiros casos 

foram reportados em Botswana e África do Sul 11 e 14 de novembro, 

respectivamente (51). Em 25 de novembro de 2021 essa nova variante foi reportada à 

OMS e no dia 26 de novembro essa nova variante foi classificada como VOC, agora 

nomeada também como Omicron (52). Uma característica peculiar explica a rapidez 
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entre o primeiro relato e a classificação pela OMS, o número de mutações presente 

em seu genoma e principalmente em spike.  

 São 34 alterações gênicas em spike, contando com 30 mutações, 3 deleções 

e 1 inserção e dentre as mutações relatadas, algumas já haviam aparecido em 

outras variantes e outras são únicas (51,53). Quinze das mutações em spike estão 

concentradas em RBD, gerando preocupação quanto a eficácia das vacinas, 

possibilidade de reinfecções em pessoas que haviam se infectado por VOCs antigas 

e taxa de transmissão viral. As mutações em S da omicron são A67V, Del69/70, 

T95I, G142D, Del143–145, Del211, L212I, ins214EPE, G339D, S371 L, S373P, 

S375F, K417N, N440K, G446S, S477N, T478K, E484A, Q493R, G496S, Q498R, 

N501Y, Y505H, T547K, D614G, H655Y, N679K, P681H, N764K, D796Y, N856K, 

Q954H, N969K e L981F (53).  

 Mutações como T478K, N501Y, D614G e a deleção 69/70 podem aumentar a 

afinidade de ligação entre RBD e ACE2 ou a velocidade nos eventos de fusões 

célula-células, características as quais podem aumentar a infectividade dessa 

variante (51). A presença de outras mutações em outras partes do gene S, tais como 

a presença dupla de Q498R-N501Y e tripla de H655Y-N679K-P681H, das quais as 

últimas 3 estão próximas ao sítio de clivagem de furina, podem conferir melhora na 

afinidade de ligação entre proteína viral e receptor da célula hospedeira e aumentar 

velocidade de clivagem enzimática na região S1/S2, respectivamente (51). Essas 

características podem aumentar a infecção e replicação viral. Quanto a resistência à 

ação humoral, mutações como S371L, N440K, G446S e Q493R conferiram 

resistência aos anticorpos gerados de infecções previas por outros VOCs (54).  

 As preocupações quanto a eficácia das vacinas contra a nova variante do 

SARS-CoV-2 foram bem justificadas por um estudo realizado por Hoffman et 

al.,2022 onde duas doses da vacina BNT162b2, da Pfizez-BioNTech, tiveram ação 

neutralizante 34 vezes menor quando comparada com a linhagem antiga B.1 e 12 

vezes menor quando comparada com a variante delta (55). Apesar da resistência 

apresentada pela omicron perante a vacina avaliada, uma terceira dose, ou dose 

reforço, aumentou o nível da resposta vacinal contra a omicron.  Entretanto, plasma 

de pacientes que já haviam contraído as formas leves ou severas da COVID-19 

mostraram uma eficiência reduzida em inibir a infecção viral. O efeito disso tem sido 
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visto nos casos de reinfecção decorrentes do surgimento da omicron e a nova onda 

epidemiológica (52). 

 A descoberta da omicron em 2021 indicou a presença de três subvariantes, 

BA.1, BA.2 e BA.3 (52).  Logo após suas descobertas, BA.1 já era responsável por 

infectar pessoas por diversos países, tais como casos de COVID-19 em diversos 

outros países, tais como Bélgica, Hong Kong, Israel, Austria, Austrália, França, 

Dinamarca e Alemanha (51). Em janeiro de 2022 a BA.2 começou a tomar proporções 

globais, sendo classificada como VOC e logo em seguida superando a BA.1 quanto 

ao número de infectados por essa subvariante (56). Ambas as subvariantes possuem 

51 mutações espalhadas pelo genoma, 32 das quais são comuns entre as duas 

variantes (57). Das 32 mutações, 21 estão presentes em S, BA.1 possui 13 mutações 

únicas em S e BA.2 possui 7 mutações únicas no mesmo gene. Uma diferença 

importante que pode servir como critério de diagnóstico são as múltiplas deleções 

em NTD de BA.1 e ausentes em BA.2, podendo diferenciá-las em qPCR através do 

ensaio de SGTF (53). Embora BA.2 possua menor quantidade de mutações em S em 

relação a BA.1 (28 e 34 mutações respectivamente), BA.2 se comportou de forma 

mais transmissível do que BA.1, podendo também reinfectar pessoas anteriormente 

infectadas pela BA.1 (56). As mutações presentes no gene S de BA.2 são - T19I, 

L24S, ins25PPA, D142D, V213G, G339D, S371L, S373P, S375F, T376A, D405N, 

R408S, K417N, N440K, G446S, S477N, T478K, E484A, Q493R, Q498R, N501Y, 

Y505H, D614G, H655Y, N679K, P681H, N764K, D796Y, Q954H, N969K, sendo 

T19I, ins25PPA, V213G, S371F, T376A, D405N e R408S únicas quando 

comparadas a BA.1 (57). As mutações A67V, Del69/70, T95I, Del143-145, Del211, 

L212I, ins214EPE, S371L, G446S, G496S, T547K, N856K, L981F são únicas em 

BA.1 quando comparadas com BA.2 (57). 

 BA.1, BA.2 e BA.3 não foram as únicas subvariantes da omicron relatadas no 

mundo. Diversas outras subvariantes foram surgindo e algumas chamaram atenção 

por conta das preocupações quanto ao potencial transmissível e de evasão da ação 

dos anticorpos gerados por vacina ou por infecções previas. BA.4 e BA.5 foram 

primeiramente identificadas na África do Sul em janeiro de 2022 e sua disseminação 

mundial levou na substituição da BA.2, a qual era a variante dominante do SARS-

CoV-2 no mundo até abril de 2022 (58). Sendo assim, além das variantes BA.1 e 

BA.2, BA.4 e BA.5 passaram a ser considerados como VOC pela OMS. As proteínas 
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spike de ambas as subvariantes, BA.4 e BA.5, são idênticas e muito semelhantes a 

da BA.2 (58,59). As diferenças proteicas encontradas em BA.4 e BA.5 são a presença 

da deleção Del69/70, as mutações L452R e F486V e a forma selvagem (wild type - 

WT) na posição Q493. A mutação L452R, também descrita na variante delta, tem 

sido associada a um aumento da afinidade entre spike e ACE2, além de estar 

associada com redução da ação neutralizante dos anticorpos (59,60). A mutação 

F486V tinha uma prevalência muito baixa antes da BA.4 e BA.5, visto que a taxa de 

mutações sinônimas e não sinônimas nesse aminoácido apontou uma seleção 

negativa, favorecendo a permanência da forma selvagem F. Entretanto, mutações 

nessa posição favorecem à evasão da proteína à ação neutralizante dos anticorpos 

(59).  

 Algumas outras subvariantes da omicron são oriundas de recombinações 

entre variantes diferentes. Como já foi dito, as recombinações são eventos muito 

importantes para explicar o surgimento das espécies dos coronavírus. As formas 

recombinantes do SARS-CoV-2 já foram relatadas, sendo a maioria oriundas a partir 

de recombinações entre BA.1 e BA.2 (2). Em janeiro de 2022 algumas sequencias 

depositadas na Iniciativa Global de Compartilhamento de Dados da Gripe Aviária 

(GISAID - do inglês Global Initiative on Sharing Avian Influenza Data) apontavam 

para formas recombinantes entre delta e omicron, posteriormente conhecidas como 

Deltacron, mas que foram removidas na plataforma após inspeções apontarem que 

essas sequencias indicavam fontes de contaminação (2). Entretanto, outras 

sequências depositadas na mesma plataforma evidenciavam pontos de 

recombinação entre delta e omicron. As subvariates XD (encontrada na França e 

Dinamarca), XF (encontrada na Inglterra) e XS (encontrada nos Estados Unidos) são 

casos de recombinação entre delta e omicron. Dentre as formas recombinantes 

entre BA.1 e BA.2 a XE é a mais importante por apresentar vantagem propagativa 

em relação a BA.2 (2).  

 Recentemente mais duas variantes da omicron começaram a ganhar 

destaque – a BQ.1 e XBB.1 (61). O Grupo Consultivo Técnico sobre Evolução do 

Vírus SARS-CoV-2 (TAG-VE) discutiu as últimas evidências sobre as variantes da 

omicron e as implicações quanto ao surgimento dessas duas novas subvariantes. 

Ambas já foram detectadas em diversos outros países e suas prevalências estão em 

crescimento. A BQ.1 foi identificada em 65 países, enquanto a XBB.1 em 35. A BQ.1 
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é uma sublinhagem da BA.5 a qual se diferencia genotipicamente com a presença 

das mutações K444T e N460K, ambas contidas em RBM. Embora não haja ainda 

nenhum indício de aumento da gravidade da doença, essas mutações adicionais 

podem conferir a essa variante evasão aos anticorpos gerados por infecções previas 

das variantes antigas da omicron, sugerindo risco de reinfecção (61). A XBB.1 é uma 

forma recombinante entre BA.2.10.1 e BA.2.75. As principais mutações associadas a 

essa variante são V445P, G446S, F486S e F490S, todas pertencentes a RBM. 

Embora as evidências de possibilidades de reinfecções em pessoas que já haviam 

se infectados pela omicron, essa variante precisa ser mais investigada (61). 
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3.3 VIGILÂNCIA MOLECULAR DO SARS-CoV-2 

Durante 2 anos de pandemia o SARS-CoV-2 esteve em constante evolução e 

o impacto disso foram as diversas ondas de casos de COVID-19 pelo mundo. Tão 

importante quanto às campanhas vacinais, destinadas ao controle de novas 

infecções e hospitalizações, as metodologias de monitoramento epidemiológico da 

COVID-19 são ferramentas essenciais para lidar com a emergência de saúde global 

gerada pelo SARS-CoV-2. Diversas são as formas de diagnóstico e vigilância, como 

testes de abordagem imunológica, que detectam antígenos e/ou anticorpos, como 

por exemplo os testes Imunoenzimáticos (ELISA), os testes de imunocromatografia 

(testes rápidos) e os testes de neutralização, e moleculares, onde o objetivo é 

investigar a presença do material genético do hospedeiro, quantificá-lo e avaliar sua 

característica genotípica (4). O diagnóstico a partir do isolamento do material genético 

viral permitiu a identificação das variantes prevalentes nas diferentes fases da 

pandemia. A melhor forma de conduzir a vigilância molecular viral é a partir das 

técnicas de sequenciamento, as quais podem ser de genoma completo ou parcial. O 

sequenciamento parcial do gene S é o suficiente para confirmar a infecção de 

variantes conhecidas (4,52). A identificação de novas variantes e suas classificações 

filogenéticas só são possíveis a partir do sequenciamento de genoma completo.  

Outras metodologias podem auxiliar na detecção de variantes, como por 

exemplo o SGTF que pode indicar ou identificar variantes como a alfa e as 

subvariantes da omicron (36). As plataformas de Sequenciamento de Nova Geração 

(NGS) e a metodologia convencional de Sanger tem sido empregadas na pandemia 

para a geração de dados de sequências de genoma completo ou parcial, auxiliando 

no monitoramento da evolução viral, identificação das variantes responsáveis pelas 

ondas de casos epidemiológicos e avaliaçãodo impacto de suas mutações na ação 

neutralizante dos anticorpos oriundos das vacinas e infecções previas, consolidando-

se como ferramentas essenciais para a vigilância molecular viral. 
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3.3.1 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERAÇÃO (NGS) 

No início do surto epidemiológico da COVID-19, o agente etiológico por trás 

desses casos foi identificado através da técnica de metagenoma de RNA, a qual é 

capaz de sequenciar múltiplos genomas em uma única amostra biológica (7). A partir 

da descoberta do SARS-CoV-2, diversas outras amostras colhidas de pacientes 

acometidos por esse patógeno foram submetidas ao sequenciamento de genoma 

completo e os dados publicados em bancos de dados genômicas como o GenBank e 

GISAID. Esses dados gerados são importantes para o monitoramento da evolução 

do agente etiológico, desenvolvimento de testes diagnósticos sejam sorológicos ou 

moleculares, análise filogenética, rastreabilidade da origem do patógeno e 

desenvolvimento de vacinas. As plataformas de NGS oferecem a detecção em 

elevado rendimento de múltiplos patógenos sem que a equipe médica dependa de 

métodos de cultura e hipóteses clínicas, incluindo bactérias, fungos, vírus e 

protozoários/parasitas (5).  

 São diversas plataformas que utilizam a tecnologia de NGS sob diferentes 

mecanismos, embora todas se apropriem dos mesmos princípios básicos (5). Em 

todas as plataformas o material genético alvo, podendo ser DNA ou RNA, será 

preparado em uma biblioteca de DNA, seja esse material previamente fragmentado 

ou não, podendo passar por etapa de amplificação por PCR, e, no caso do material 

alvo ser RNA torna-se necessária a PCR por transcrição reversa (RT), amplificando 

e sequenciando individualmente o fragmento genômico, gerando leituras (reads) que 

serão analisadas em conjunto para que o genoma seja montado com alta confiança 

(5). Como no NGS há a geração de diversas leituras por toda região alvo, podendo 

ser de todo o genoma ou de uma região parcial de um genoma, então a quantidade 

dessas leituras que abrangem um dado nucleotídeo (cobertura) vai definir o grau de 

confiança para cada posição analisada, onde posições com alta cobertura possuirão 

maior confiabilidade na hora da chamada das bases (base call). Os subtipos de NGS 

são: Pirosequenciamento, sequenciamento por síntese, sequenciamento por ligação, 

sequenciamento por ion-semicondutor e sequenciamento de molécula única em 

tempo real (5). Dentre eles, o mais comum é o sequenciamento por síntese (do inglês 

sequencing by synthesis – SBS), utilizado por diversas empresas, com destaque da 

Illumina.  
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 Dadas as possibilidades fornecidas pelas tecnologias de NGS, pesquisadores 

do mundo todo estiveram coletando amostras e sequenciando-as por diferentes 

plataformas e diferentes finalidades. No início da pandemia, na China, alguns 

laboratórios investigaram em paralelo o SARS-CoV-2, além do CDC chines a qual 

utilizou as plataformas MiSeq ou iSeq da Illumina (62). O resultado desses 

sequenciamentos permitiu a identificação não só do clado filogenético do SARS-

CoV-2, mas suas relações com outros vírus já conhecidos como o SARS-CoV, com 

79% de similaridade entre ambos os genomas, e outros coronavírus encontrados em 

morcegos, podendo estabelecer uma rota de origem para esse patógeno. Moore et 

al. utilizou a plataforma MinION, fabricada pela Oxford Nanopore Tecchnologies, 

para realizar um trabalho de metagenomica para identificar o SARS-CoV-2, a partir 

da tecnologia de NGS baseado em amplicon, onde ao invés de obter diversos 

fragmentos dos genomas contidos na amostra analisada, (procedimento comum em 

metagenomica), os autores usaram 200 pares de primers para obter produtos de 

1000 pares de bases de cada par de primer anelado ao longo do genoma do SARS-

CoV-2 (63).  Essa técnica permitiu a identificação do genoma viral com maior 

cobertura do que a metagenomica convencional. Outro trabalho realizado por 

C.Charre et al. comparou a performance entre 4 plataformas de NGS para 

sequenciamento de genoma completo do SARS-CoV-2, sendo uma dessas também 

usando sequenciamento baseado no amplicon  (64). Embora todas as plataformas 

tenham alto grau de concordância, rendendo genomas quase completos, a 

plataforma utilizando sequenciamento baseado em amplicon foi a única sensível 

para sequenciar amostras com carga viral moderada a baixa, com Cycle Threshold 

(C.T) de 33.  

 Amostras com carga viral baixa é um fator limitante para essas plataformas de 

NGS, visto que amostras com C.T superior a 25 normalmente não são bem 

sequenciadas (5). Além disso, outro ponto negativo é o custo operacional elevado 

para implementação da técnica e treinamento de pessoal, tornando essa plataforma 

de acessibilidade limitada. Visto que o SARS-CoV-2 se tornou um vírus pandêmico, 

plataformas alternativas de genotipagem devem ser empregadas para permitir uma 

vigilância molecular de forma mais globalizada. 
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3.3.2 SEQUENCIAMENTO DE SANGER 

As dificuldades envolvidas na obtenção dos dados de genoma por parte das 

tecnologias de NGS podem prejudicar o monitoramento da real situação 

epidemiológica do SARS-CoV2, visto que esse vírus está em constante evolução e 

mutações e variantes surgem periodicamente. De uma maneira alternativa, a 

tecnologia proposta por Sanger em sequenciar um fragmento de material genético 

pode ser mais viável do que sequenciar o genoma inteiro, além de servir como 

opção de custo operacional mais vantajosa (4).  

 A metodologia de Sanger funciona de forma mais simples que as plataformas 

de NGS, não exigindo produção de biblioteca de DNA e preparações bem 

elaboradas dos fragmentos do material genético alvo. O PCR ou RT-PCR, se o 

genoma for de RNA (como é o caso do SARS-CoV-2), é aplicado como uma etapa 

essencial para o sequenciamento. O sequenciamento de Sanger será realizado no 

fragmento amplificado (amplicon) alvo da PCR, ou seja, esse é um sequenciamento 

que pode ser utilizado para qualquer PCR já implementada anteriormente em um 

laboratório de diagnóstico molecular, funcionando como uma metodologia adaptável 

(65).  

 Para que o resultado do sequenciamento seja de ótima qualidade é 

necessário que a extração do material genético e a qualidade do ensaio do PCR seja 

garantida, portanto, a eficácia do processo vai depender do kit de extração utilizado, 

o conjunto de primers e os reagentes para o ensaio de PCR. Em um laboratório que 

já realize ensaios de PCR para fins de diagnóstico ou pesquisa e que já tenham 

padronizado todo o protocolo de extração de ácidos nucleicos e PCR, a adoção do 

sequenciamento de Sanger não necessitará de treinamentos adicionais de equipe.  

 Ao sequenciar a região alvo e inserir os produtos do sequenciamento na 

máquina de eletroforese capilar, os resultados serão visualizados em um 

cromatograma, a qual representa cada base identificada pelo aparelho e a análise 

dos dados envolve a interpretação desses cromatogramas e dados brutos. A 

metodologia de Sanger permite o sequenciamento de 800 a 1000 pares de base por 

fragmento alvo. A partir das sequências geradas, será montada a sequência 

consenso, referente à região alvo analisada, quee então será comparada com uma 

sequência referência para identificar os pontos de mutação na região alvo (65). 
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 Embora essa seja uma metodologia antiga, ainda é muito utilizada para 

sequenciamento de fragmentos pequenos do genoma, identificação de mutações e 

confirmação de dados de sequenciamento gerados por NGS, permanecendo como 

um padrão ouro na determinação das sequencias nucleotídicas, sejam em material 

genético isolado de amostras biológicas ou produzidos sinteticamente (5,65). A partir 

disso, alguns autores utilizaram essa metodologia para identificar as variantes virais 

do SARS-CoV-2. Um estudo conduzido por Chaki et al. foi capaz de identificar 

variantes como alfa, delta e omicron BA.2 a partir de um sequenciamento de 

fragmento curto (<275 pb) a qual faz parte de RBM, em amostras que o CT chegou 

em 35.7, considerado como carga viral baixa (66). Outro estudo relatou a identificação 

de variantes do SARS-CoV-2 em Hiroshima durante diferentes períodos da 

pandemia, sequenciando uma região de 798 pb no gene S (67). Esses trabalhos 

demonstram a capacidade da metodologia de Sanger em identificar variantes 

importantes do SARS-CoV-2 a partir da região mais variável do genoma, 

substituindo a utilização de NGS através de uma metodologia de melhor custo-

benefício e com resultados em tempo mais curto. 
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4. METODOLOGIA 

4.1 DESIGN DO ESTUDO 

 Trata-se de um estudo observacional transversal, desenvolvido no Laboratório 

de Pesquisa em Infectologia (LAPI) do Hospital Universitário Professor Edgard 

Santos (HUPES), da Universidade Federal da Bahia, Salvador, Brasil. 

 

 Foram selecionadas amostras preservadas, positivas para SARS-CoV-2, de 

indivíduos maiores de 18 anos, que chegaram a este centro com sintomas de 

infecção, bem como de profissionais de saúde do HUPES que desenvolveram 

COVID-19. Os indivíduos foram atendidos no ambulatório de pneumologia do 

HUPES de junho de 2020 a fevereiro de 2022. Todas as amostras dos participantes 

envolvidos foram confirmadas para COVID-19 por meio da detecção de SARS-CoV-

2 em amostras de saliva por um ensaio de RT-qPCR, usando o kit comercial da 

1copyTM COVID-19 qPCR 4plex Kit (1Drop, Seongnam-si), para a detecção de 

SARS-CoV-2 a partir da amplificação de 3 genes: E, N e RdRp. As amostras foram 

consideradas detectáveis com C.T igual ou inferior a 40 em todos os 3 genes. 

 

4.2 PROTOCOLO DE AMPLIFICAÇÃO 

 Utilizamos 2,5 ul de RNA extraído da saliva em um ensaio de transcrição 

reversa utilizando o kit SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitrogen, 

Massachusetts) conforme manual do fabricante. As ciclagens das duas etapas são 

72ºC a 5 minutos (1ª etapa), choque térmico a 3 minutos (após o tempo térmico) e 

50ºC a 10 minutos, 55ºC a 10 minutos, 58ºC a 10 minutos e 94ºC a 1 minuto                   

(2ª etapa). Todo os 6 uL de reação da transcriptase reversa foi usado em uma 

reação de PCR a um volume final de 25 uL. A enzima utilizada foi a Platinum                   

Taq Polimerase, Brasil (Invitrogen, Massachusetts). As sequências dos primers para 

amplificação da primeira e segunda rodada, exibidos na Tabela 1, foram                         

retiradas de trabalhos publicados (68) (https://github.com/artic-network/artic-

ncov2019/blob/master/primer_schemes/nCoV-2019/V3/nCoV-2019.tsv).                      

  

https://github.com/artic-network/artic-ncov2019/blob/master/primer_schemes/nCoV-2019/V3/nCoV-2019.tsv
https://github.com/artic-network/artic-ncov2019/blob/master/primer_schemes/nCoV-2019/V3/nCoV-2019.tsv
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 As concentrações dos reagentes, tanto da produção de cDNA quanto das 

duas rodadas de amplificação usando a enzima Platinum Taq, foram usadas com 

base nas informações dos kits enzimáticos. A ciclagem do primeiro round é 94ºC a 2 

minutos, 94º a 20 segundos, 60º a 30 segundos, 72º a 1 minuto e 30 segundos por 

35 ciclagens e 72º a 2 minutos. 2 uL do primeiro round foi utilizado para uma 

segunda rodada de PCR (NESTED PCR) em um volume final de 60 uL, sob a 

ciclagem 94º a 2 minutos, de 94º a 20 segundos, 60º a 30 segundos, 72º a 1 minuto 

e 10 segundos por 35 ciclos e 72º por 2 minutos. Ao término do PCR, 10 uL do 

produto foi destinado à eletroforese em gel de agarose a 1,5%. 

 

4.3 PURIFICAÇÃO E SEQUENCIAMENTO 

 Utilizamos o kit comercial PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, 

Massachusetts) conforme manual do fabricante, obtendo um material purificado de 

40 uL. Os primers de sequenciamento são capazes de abranger uma região de 

cerca de 1000 pb no gene S. A reação de sequenciamento foi realizada usando o kit 

BigDye Terminator V3.1 Cycle Senquencing kit. O produto da reação de BigDye foi 

purificado usando isopropanol a 75% e no final acrescentou-se 10 uL de formamida 

em cada poço para sequenciamento utilizando o equipamento SeqStudio (Applied 

Biosystems, Massachusetts). 

 

4.4 ANÁLISE DE DADOS 

 Os resultados foram analisados pelo software Geneious 9.0.5, (Dotmatics, 

Massachusetts) para a construção da sequência consenso a partir da sequência 

referência NC_045512.2 e identificação das mutações ao longo do genoma. As 

sequências que continham mutações comuns a variantes importantes foram 

alinhadas a outras sequencias depositadas na plataforma GISAID 

(EPI_ISL_12838762, EPI_ISL_12838749, EPI_ISL_12587800, EPI_ISL_7566330), 

representativas de variantes de preocupação e importância através do editor de 

sequências alinhadas BioEdit. As sequências geradas neste estudo foram 

depositadas na plataforma GISAID. A classificação adotada para as variantes foi 

com base na nomenclatura PANGOlineage, proposta por Rambaut (34). 
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5. RESULTADOS 

5.1 ARTIGO ORIGINAL 
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6. DISCUSSÃO 

 Durante 2 anos de pandemia o SARS-CoV-2 evoluiu disseminando-se pelo 

mundo todo, multiplicando-se e adquirindo mutações por todo o seu genoma. 

Mutações no gene S do vírus trouxe preocupações diante das formas de 

enfrentamento ao vírus, visto que a presença de muitas mutações nessa região 

aumentou a transmissão viral e a capacidade de evasão à ação de anticorpos 

neutralizantes, tornando o vírus capaz de superar a proteção gerada pelas vacinas e 

infecções previas, trazendo à tona casos de infecção em pacientes já vacinados e 

reinfecções em indivíduos previamente infectados pelo SARS-CoV-2 (33).  

 As plataformas de sequenciamento são essenciais para o acompanhamento 

da evolução viral e devido ao limitado acesso à essas tecnologias, a metodologia de 

sequenciamento de Sanger vem à tona como uma plataforma alternativa de 

detecção de variantes relevantes do SARS-CoV-2 de forma mais acessível (4). Neste 

trabalho utilizamos a tecnologia de sequenciamento Sanger para detectar as 

variantes mais importantes no cenário global. Conseguimos identificar 4 variantes do 

SARS-CoV-2, durante dois anos de pandemia, utilizando um protocolo simplificado 

que nos permitiu acompanhar as alterações das variantes circulantes.  

 O protocolo foi construído com o objetivo de identificar mutações-chave no 

gene S de SARS-CoV-2, RBD, região de clivagem S1/S2 e o início da subunidade 

S2. Nessa região existem mutações características de 11 variantes principais do 

coronavírus mais 7 subvariantes do ômicron (B.1 .1.529), como Alfa (B.1.1.7), Gama 

(P.1) Delta (B.1.617. 2), BA.1, BA.2, BA.4, BA.5, BQ.1, BA.2.75 e a forma 

recombinante XBB.1 (B.1 .1.529), Beta (B.1.351), Zeta (P.2), Teta (P.3), Lambda             

(C .37), Eta (B.1.525), Iota (B.1.526), Kappa (B.1.617.1), Mu (B.1.621) e Epsilon 

(B.1.427) (26,61,69).  

 Atualmente a omicron continua classificada como VOC visto que, desde sua 

descoberta em novembro de 2021, diversas variantes pertencentes a essa linhagem 

vão surgindo e obtendo vantagens sobre as variantes da omicron previamente 

circulantes (69). As principais variantes da omicron são BA.1, BA.2, BA.4, BA.5 e, as 

mais novas, BQ.1 e XBB.1 as quais estiveram associadas a ondas de casos 

epidemiológicos em diferentes períodos de 2022, causando casos e reinfecções e 

comprometendo o nível de proteção gerado pelas vacinas. A identificação das 
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subvariantes da omicron e a diferenciação entre elas torna-se possível com a 

utilização desse protocolo, por ele conseguir cobrir a região de RBM, tão importante 

para o SARS-CoV-2 e principalmente para a os vírus pertencentes à linhagem da 

omicron, já que uma grande parte das mutações acontecem em RBD e RBM (26,69).  

 Segundo o último levantamento epidemiológico molecular feito pela Secretaria 

de Saúde da Bahia (SESAB), no dia 28/11/2022, em 64 amostras analisadas, as 

novas variantes da omicron foram encontradas, sendo a BQ.1 e suas subvariantes 

possuindo a maior prevalência (75%) dentre outras como BA.5, BA.2, XBB.1 e BE.9 

(70). Embora o protocolo seja capaz de identificar e diferenciar BQ.1, XBB.1, BA.2 e 

BA.4/BA.5, não foi possível identificar essas variantes, visto que o estudo avaliou 

amostras até o período de fevereiro de 2022, onde BA.1 era a única variante da 

omicron em circulação (70). Segundo a SESAB, a BA.2 começou a entrar em 

circulação na Bahia em março de 2022, dois meses após o início da disseminação 

dessa variante no mundo (51). Além da BA.1, as variantes B.1 (linhagem selvagem), 

zeta, gama e delta foram identificadas em diferentes períodos de coleta, 

representando os momentos em que essas variantes surgiram e participaram das 

ondas de casos epidemiológicos. 

 Outros autores também utilizaram a metodologia de Sanger para identificar 

variantes importantes para a pandemia. Lim et al. foram capazes de identificar nove 

mutações essenciais para caracterização de variantes relevantes como alfa, beta, 

gama e delta a partir de cinco pares de primers com alvo no gene S de alta 

sensibilidade analítica (71). Outro estudo conduzido por M.Bloemen et al. foi capaz de 

identificar a variante omicron BA.1 a partir de um protocolo elaborado capaz de 

detectar as 15 das 34 mutações da omicron presentes no gene S (72). Nosso 

protocolo foi capaz de identificar essas variantes já relatadas por esses outros 

trabalhos, porém a metodologia criada para esse trabalho foi capaz de identificar as 

variantes mais importantes em todos os períodos coletados da pandemia sem que 

houvesse a necessidade de alteração metodológica. A explicação para isso está no 

fragmento sequenciado de 1.120 pb, a qual abrange outras mutações definidoras de 

linhagem importantes para a diferenciação entre as variantes.  
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 As plataformas de NGS são úteis para rastrear a variabilidade genética viral 

em um indivíduo infectado, bem como rastrear mutações não detectadas pela 

plataforma Sanger (73). À medida que a pandemia avançava e novas variantes 

surgiam, os dados de sequenciamento do genoma não conseguiam acompanhar o 

aumento do número de casos em todo o mundo, já que mais de 630 milhões de 

casos foram relatados até novembro de 2022 e apenas 14 milhões de sequências 

foram depositadas no banco de dados GISAID desde o início da pandemia (74). Isso 

apenas confirma a fragilidade da vigilância molecular viral atual, já que o uso dessas 

plataformas está concentrado em locais com instalações mais sofisticadas e maiores 

recursos de pesquisa. Além disso, para um vírus como o SARS-CoV-2, que não 

apresenta altas taxas de mutação observadas em outros vírus como o HIV, a 

tecnologia Sanger torna-se uma alternativa mais acessível para a triagem de 

variantes importantes associadas a novos surtos mundial (75,76). Sendo assim, os 

resultados desse trabalho confirmam a capacidade que esse protocolo tem em 

substituir o uso das plataformas de NGS para a detecção das variantes mais 

relevantes do SARS-CoV-2, a partir de uma abordagem simplificada e sem a 

necessidade de adaptações, podendo progredir com a vigilância molecular viral. 
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7. CONCLUSÃO 

 O protocolo elaborado por esse trabalho foi capaz de identificar e acompanhar 

a variabilidade do gene S do SARS-CoV-2 e, por consequência, identificar as 

variantes mais relevantes para a pandemia, sendo uma antiga VOI, duas antigas 

VOCs e uma atual VOC em um período de 2 anos de amostragem. Uma 

característica muito importante é a não necessidade em modificar o protocolo para 

conseguir identificar e diferenciar variantes, sendo assim um protocolo estável e 

capaz de continuar detectando novas variantes relevantes que estão emergindo ao 

longo da pandemia. A elaboração desse protocolo poderá contribuir com a vigilância 

molecular viral a partir do monitoramento da prevalência das variantes em diferentes 

regiões, funcionando como uma metodologia alternativa para os laboratórios que 

não conseguirem implementar plataformas de sequenciamento de nova geração. 
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