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“Quanto mais diversificados os descendentes de uma 

espécie se tornarem em estrutura, constituição e 

hábitos, na mesma medida eles estarão mais 

capacitados para aproveitar lugares numerosos e 

amplamente diversificados no estado de natureza, e 

assim mais capacitados para crescer em número.” 

Charles Darwin, A Origem das Espécies, 1859 



 
 

RESUMO 

Em dezembro de 2019, um novo coronavírus foi detectado em pacientes 

com síndrome respiratória aguda grave em Wuhan, China. Este Betacoronavirus, 

denominado Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), 

espalhou-se rapidamente pelo mundo, de modo que a Organização Mundial da 

Saúde (OMS) declarou estado de pandemia em março de 2020. Após o 

sequenciamento do primeiro genoma completo do vírus, esforços internacionais 

sem precedentes foram estabelecidos por meio do banco de dados GISAID, 

permitindo o acompanhamento em tempo real da evolução viral, bem como seu 

espalhamento geográfico em níveis locais, regionais, nacionais e globais. Nesse 

sentido, este trabalho objetivou realizar análises genômicas de amostras isoladas 

de SARS-CoV-2 a fim de compreender a distribuição de mutações e linhagens 

virais em nível municipal (Esteio, Rio Grande do Sul [RS], Brasil), estadual (RS) e 

nacional (Brasil). Para este fim, sequenciamos 21 amostras do município de Esteio 

na primeira fase da epidemia (maio a outubro de 2020), demonstrando a presença 

principal das linhagens B.1.1.28 e B.1.1.33, a caracterização inicial da linhagem P.2 

no estado e a contribuição principal da região Sudeste para a difusão destas 

linhagens para o sul do Brasil. Subsequentemente, analisamos 56 genomas de 13 

municípios do RS em período de aumento de hospitalizações e mortes (março de 

2021), demonstrando a rápida difusão da variante P.1 (Gama) para o estado a partir 

de múltiplas introduções vindas principalmente do Norte, bem como descrevendo 

as mutações e a difusão geográfica da sublinhagem P.1.2. Finalmente, utilizamos 

2.732 genomas de todo o território brasileiro no primeiro ano da epidemia (entre 

fevereiro de 2020 e 2021), descrevendo esforços de sequenciamento heterogêneos 

temporal e espacialmente, a rápida substituição das linhagens B.1.1.28 e B.1.1.33 

por P.1 e P.2 e complexos padrões filogeográficos, nos quais algumas linhagens 

se espalham principalmente de modo intra-estadual e, outras, interestadual. 

Portanto, ao utilizar dados epidemiológicos e genomas completos do SARS-CoV-2 

dos pacientes locais e de um conjunto representativo da diversidade viral mundial, 

caracterizamos as mutações virais observadas, a abundância de linhagens, bem 

como compreendemos padrões de espalhamento geográfico no território Brasileiro.  



 
 

ABSTRACT 

In December 2019, a novel coronavirus was detected in patients with severe acute 

respiratory syndrome in Wuhan, China. This Betacoronavirus, named Severe Acute 

Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), has spread rapidly around the 

world leading the World Health Organization (WHO) to declare a pandemic state in 

March 2020. Following the sequencing of the virus' first complete genome, 

unprecedented international efforts have been established through the GISAID 

database, allowing real-time tracking of viral evolution as well as its geographic 

spread at local, regional, national, and global levels. In this context, this work aimed 

to perform genomic analyses of SARS-CoV-2 samples in order to understand the 

distribution of mutations and viral lineages at municipal (Esteio, Rio Grande do Sul 

[RS], Brazil), state (RS) and national (Brazil) levels. To this end, we sequenced 21 

samples from the municipality of Esteio in the first epidemic phase (May to October 

2020), demonstrating the prominent presence of the B.1.1.28 and B.1.1.33 lineages, 

the initial characterization of the P.2 lineage in the state, and the major contribution 

of the Southeast region to the spread of these strains to Southern Brazil. 

Subsequently, we analyzed 56 genomes from 13 municipalities in RS during a 

period of increased hospitalizations and deaths (March 2021), demonstrating the 

rapid diffusion of the P.1 (Gamma) variant into the state from multiple introductions 

mainly from the Northern region of Brazil, as well as describing the mutations and 

geographic diffusion of the P.1.2. Finally, we used 2732 genomes from across Brazil 

in the first year of the epidemic (between February 2020 and 2021), describing 

temporally and spatially heterogeneous sequencing efforts, the rapid replacement 

of the B.1.1.28 and B.1.1.33 lineages for P.1 and P.2, and complex phylogeographic 

patterns in which some lineages spread primarily intrastate and others interstate. 

Therefore, by using epidemiological data and complete SARS-CoV-2 genomes from 

local patients and a set of genomes representative of worldwide viral diversity, we 

characterized viral mutations, lineage abundance, as well as understood patterns of 

geographic spread in the Brazilian territory. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. CLASSIFICAÇÃO E ORGANIZAÇÃO GENÔMICA DOS CORONAVÍRUS 

Os coronavírus (CoVs) são vírus envelopados1, não segmentados2, cujo 

genoma é composto por um RNA de sentido positivo de fita simples (+ ssRNA). 

Pertencem à ordem Nidovirales, família Coronaviridae e subfamília 

Orthocoronavirinae. Essa subfamília inclui quatro gêneros: Alphacoronavirus, 

Betacoronavirus, Gammacoronavirus e Deltacoronavirus, inicialmente classificados 

com base em dados sorológicos3, mas atualmente divididos por inferências 

filogenéticas4 (CHEN; LIU; GUO, 2020; FEHR; PERLMAN, 2015).  

Em nível microscópico, a partícula viral pode ser considerada esférica (70 a 

120 nanômetros de diâmetro), carregando proteínas estendidas na superfície da 

membrana (glicoproteínas5 em forma de espigão) que fornecem a estrutura típica 

de coroa vista por microscopia eletrônica (GRAHAM; DONALDSON; BARIC, 2013; 

MASTERS, 2006; PYRC; BERKHOUT; HOEK, 2007) (Figura 1). Em nível 

molecular, os coronavírus empregam uma variedade de estratégias incomuns para 

realizar um processo complexo de expressão gênica (MASTERS, 2006). 

Todos os vírus da ordem Nidovirales contêm genomas muito grandes em 

comparação aos demais vírus de RNA, sendo que os integrantes da família 

Coronavirinae possuem os maiores genomas de RNA identificados, variando de 26 

a 32 kilobases (kb). Outras características comuns à ordem Nidovirales incluem: (i) 

                                                
1 Vírus recobertos por uma camada de lipídeos (gorduras). 
2 Genoma composto por apenas um fragmento de RNA. 
3 Estudos ou exames diagnósticos do soro sanguíneo, especialmente em relação à resposta do 
sistema imunológico a patógenos. 
4 Estudo das relações evolutivas históricas entre grupos de organismos. 
5 Proteínas que contêm cadeias de oligossacarídeos (açúcares) covalentemente ligadas a cadeias 
laterais de aminoácidos. 
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Figura 1. Esquema representando as principais estruturas do vírion (partícula viral infecciosa) do 

coronavírus SARS-CoV, envolvido na epidemia de 2002-2004. 

E: Envelope; M: Membrana; N: Nucleocapsídeo; S: Spike; ssRNA: RNA de fita simples.   

Fonte: PERLMAN & NETLAND (2009). 

organização genômica altamente conservada, com um grande gene de replicase 

precedendo genes estruturais e acessórios; (ii) expressão de genes não estruturais 

por mudança de quadro ribossômico (frameshifting); (iii) atividades enzimáticas 

únicas codificadas na grande poliproteína6 replicase-transcriptase; e (iv) expressão 

de genes a jusante por síntese de RNAs mensageiros (mRNAs) sub-genômicos 

aninhados na região 3' (FEHR; PERLMAN, 2015; MASTERS, 2006). As principais 

diferenças existentes entre as diversas espécies desta ordem estão no número, 

tipo e tamanho das proteínas estruturais, as quais causam alterações significativas 

na estrutura e morfologia dos nucleocapsídeos e vírions (FEHR; PERLMAN, 2015). 

O genoma dos CoVs contém uma região 5'-cap e uma cauda 3'-poliA, 

permitindo que atue como um RNA mensageiro (mRNA) para a tradução das 

poliproteínas de replicação (replicases). O gene da replicase possui os grandes 

quadros de leitura abertos (ORFs) 1a e 1b, que codificam 16 proteínas não 

estruturais (nsp1‐ 16) necessárias para a replicação do RNA, ocupando dois terços 

                                                
6 Grande proteína que é clivada em várias proteínas menores com diferentes funções biológicas. 
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do genoma (cerca de 20 kb), enquanto as proteínas estruturais e acessórias 

correspondem a cerca de 10 kb do genoma viral (FEHR; PERLMAN, 2015; 

PEACOCK et al., 2021a; PYRC; BERKHOUT; HOEK, 2007). Na extremidade 5' do 

genoma há uma sequência líder e uma região não traduzida (UTR) que contém 

stem-loops necessários para replicação e transcrição de RNA. Além disso, no início 

de cada gene estrutural ou acessório, existem sequências reguladoras da 

transcrição (TRSs) necessárias para a expressão de cada um desses genes. A 

região 3' UTR também contém estruturas de RNA necessárias para replicação e 

síntese de RNA viral. Sendo assim, a organização geral do genoma dos CoVs é: 

5'—sequência líder—5’UTR—replicase— proteínas S (Spike)–E (Envelope)—M 

(Membrana)—N (Nucleocapsídeo)— 3'UTR—cauda poliA, com genes acessórios 

intercalados dentro dos genes estruturais na extremidade 3' do genoma (FEHR; 

PERLMAN, 2015; PERLMAN; NETLAND, 2009) (Figura 2). 

Figura 2. Organização genômica e árvore filogenética dos coronavírus. (A) Árvore filogenética dos 

CoVs representativos, com o novo coronavírus SARS-CoV-2 destacado em amarelo e os quatro 

diferentes gêneros evidenciados. (B) Estrutura do genoma de quatro gêneros de coronavírus. Pp1a 

e pp1b representam os dois polipeptídeos longos que são processados em 16 proteínas não 

estruturais. S, E, M e N indicam as quatro proteínas estruturais Spike, envelope, membrana e 

nucleocapsídeo.  
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Fonte: Adaptado de CHEN, LIU & GUO (2020). 

 Muitos dos nsps parecem ter múltiplas funções na síntese ou processamento 

de RNA viral ou em interações patógeno-hospedeiro, com o intuito de criar um 

ambiente ideal para sua replicação por meio da facilitação da entrada viral, da 

expressão gênica, da síntese de RNA ou da liberação do vírus (CHEN; LIU; GUO, 

2020; DE WILDE et al., 2018).  

Apesar da ordem dos genes estruturais essenciais ser notavelmente bem 

conservada, o mesmo não é verdadeiro para a proteína S, responsável pela ligação 

e entrada das células hospedeiras utilizando receptores celulares específicos. O 

domínio de ligação ao receptor (RBD) desta glicoproteína é pouco conservado entre 

os vírus e, consequentemente, o uso do receptor do hospedeiro varia entre gêneros 

e espécies virais (FEHR; PERLMAN, 2015; GRAHAM; DONALDSON; BARIC, 

2013; PERLMAN; NETLAND, 2009) (Tabela 1). A proteína N é importante para a 

encapsulamento do RNA viral, desempenhando um papel fundamental durante a 

auto-montagem viral (CHANG et al., 2014) e atuando como um antagonista do 

interferon (IFN) (PERLMAN; NETLAND, 2009). Também está dinamicamente 

associado a complexos de replicação-transcrição, facilitando a síntese do mRNA 

subgenômico viral (VERHEIJE et al., 2010). A proteína E apresenta papel na 

morfogênese7, montagem e brotamento, sendo sua ausência condicionante para a 

inibição completa — no caso do vírus da gastroenterite transmissível (ORTEGO et 

al., 2007) — ou  parcial  —  no  caso  do  SARS-CoV (DEDIEGO et al., 2007) — da 

liberação do vírus. Adicionalmente, possui atividade de canal iônico, que é 

necessária para uma replicação otimizada do vírus  (PERLMAN; NETLAND, 2009; 

                                                
7 Processo biológico que permite o desenvolvimento de forma para um organismo. 
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Tabela 1. Receptores celulares de hospedeiros utilizados por diferentes 

coronavírus 

Vírus Gênero Receptor 

Human coronavirus 229E (HCoV-229E) Alphacoronavirus APN 

Feline coronavirus (FCoV) Alphacoronavirus APN 

Transmissible gastroenteritis virus (TGEV) Alphacoronavirus APN 

Canine coronavirus (CCoV) Alphacoronavirus APN 

Bat coronaviruses (BCoVs) Alphacoronavirus Desconhecido 

Human coronavirus NL63 (HCoV-NL63) Alphacoronavirus ACE2 

Murine hepatitis virus (MHV) Betacoronavirus CEACAM1a 

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 

(SARS-CoV) Betacoronavirus ACE2 

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 

(SARS-CoV-2) Betacoronavirus ACE2 

Bat SARS-related coronavirus (Bat-SCoV) Betacoronavirus ACE2? 

Middle East respiratory syndrome coronavirus 

(MERS-CoV) Betacoronavirus DPP4 

Human coronavirus OC43 (HCoV-OC43) Betacoronavirus Desconhecido 

Avian infectious bronchitis virus (IBV) Gammacoronavirus Desconhecido 

Bird coronaviruses Deltacoronavirus Desconhecido 

Abreviações. APN: Aminopeptidase N; ACE2: Enzima Conversora de Angiotensina 2; CEACAM1a: 

Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1; DPP4: Dipeptidyl peptidase 4. 

Fonte: Adaptado de FEHR & PERLMAN (2015); GRAHAM, DONALDSON & BARIC (2013); 

PERLMAN & NETLAND (2009). 

WILSON et al., 2004). 

O alinhamento das sequências dos genomas de CoVs mostra 58% de 

identidade na região codificadora de nsps e 43% de identidade na região 

codificadora de proteínas estruturais entre diferentes CoVs, com 54% em todo 

genoma, sugerindo que as nsps são mais conservadas e as proteínas estruturais 

https://www.zotero.org/google-docs/?PjZ3eH
https://www.zotero.org/google-docs/?PjZ3eH
https://www.zotero.org/google-docs/?PjZ3eH
https://www.zotero.org/google-docs/?PjZ3eH
https://www.zotero.org/google-docs/?PjZ3eH
https://www.zotero.org/google-docs/?PjZ3eH
https://www.zotero.org/google-docs/?PjZ3eH
https://www.zotero.org/google-docs/?PjZ3eH
https://www.zotero.org/google-docs/?PjZ3eH
https://www.zotero.org/google-docs/?PjZ3eH
https://www.zotero.org/google-docs/?PjZ3eH
https://www.zotero.org/google-docs/?PjZ3eH
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são mais diversificadas em relação à necessidade de adaptação a novos 

hospedeiros (CHEN; LIU; GUO, 2020). 

1.2. CICLO DE VIDA 

Por se tratarem de parasitas intracelulares obrigatórios, todos os vírus 

dependem do mecanismo de tradução da célula hospedeira para a produção de 

suas proteínas e progênie8 infecciosa. Como a síntese de proteínas também é 

essencial para a resposta da célula hospedeira à infecção (resposta imune antiviral 

inata), não é surpreendente que muitos vírus de RNA, como os coronavírus, 

modulem a síntese de proteínas do hospedeiro, a fim de limitar a tradução de 

mRNAs celulares e favorecer a síntese de proteínas virais (DE WILDE et al., 2018; 

WALSH; MOHR, 2011). 

O ciclo de vida dos CoVs envolve quatro etapas essenciais: (i) ligação e 

entrada, (ii) expressão da replicase, (iii) replicação e transcrição e (iv) montagem e 

liberação (Figura 3). A ligação eficiente do vírion à célula hospedeira é iniciada por 

interações entre a proteína S e um receptor de proteína na superfície celular 

(geralmente exo ou aminopeptidase9, no caso do SARS-CoV-2 é a Enzima 

Conversora de Angiotensina 2 Humana [hACE2] [Tabela 1]), cujos RBDs presentes 

na região S1 variam dependendo do vírus. Essa interação, portanto, é o principal  

determinante  para  a  infecção  e  também governa o tropismo tecidual10 do vírus   

                                                
8 Descendência. 
9 Peptidases são um tipo de protease (ver 12) que quebram ligações peptídicas nos aminoácidos 
terminais. Exopeptidase catalisa quebra de ligação peptídica terminal. Amonopeptidase catalisa 
quebra de ligação na extremidade N-terminal. 
10 Fenômeno pelo qual certos tecidos do hospedeiro têm preferência ao crescimento e a proliferação 
de patógenos. 
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Figura 3. Ciclo de vida de CoVs, evidenciando desde a ligação ao receptor celular até a liberação 

dos vírus replicados.  

Fonte: V’KOVSKI et al. (2021) 

(DE WILDE et al., 2018; FEHR; PERLMAN, 2015; PEACOCK et al., 2021a; 

V’KOVSKI et al., 2021). Após a ligação ao receptor, o vírus deve obter acesso ao 

citoplasma da célula hospedeira, o que geralmente é realizado por clivagem 

proteolítica11 da proteína S por uma serinoprotease (em geral TMPRRS2), seguida 

pela fusão das membranas virais e celulares, com a consequente liberação do 

                                                
11 Processo de quebra das ligações peptídicas entre aminoácidos em proteínas. 
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genoma viral no citoplasma (FEHR; PERLMAN, 2015; GRAHAM; DONALDSON; 

BARIC, 2013; V’KOVSKI et al., 2021). 

O próximo passo no ciclo de vida do CoV é a tradução do gene da replicase 

contido em seu genoma. Este gene codifica dois ORFs grandes, rep1a e rep1b, que 

expressam duas poliproteínas, pp1a e pp1ab. Para expressar ambas as 

poliproteínas, o vírus utiliza sequências específicas (slippery e pseudoknot) que 

causam um sinal de mudança de quadro do ORF rep1a para ORF rep1b. As 

poliproteínas pp1a e pp1ab são clivadas principalmente pelas proteases12 do tipo 

papaína (PLpro) e pela protease principal (3CLpro) para formar os nsps 1-16, os 

quais se reúnem no complexo replicase-transcriptase (RTC) para criar um ambiente 

adequado para a síntese de RNA (DE WIT et al., 2016; FEHR; PERLMAN, 2015; 

PEACOCK et al., 2021a; PERLMAN; NETLAND, 2009; V’KOVSKI et al., 2021). 

O RTC direciona a produção de RNAs de sentido negativo por meio de 

replicação e transcrição. Durante a replicação, cópias de RNA (-) completas do 

genoma são produzidas e utilizadas como template para a geração de genomas de 

RNAs (+). Durante a transcrição, um conjunto de 7 a 9 RNAs subgenômicos 

(sgRNAs), incluindo aqueles que codificam todas as proteínas estruturais (S, E, M 

e N) e proteínas acessórias, são produzidos por transcrição descontínua13. Nesse 

processo, o RTC se liga ao final da extremidade 3′ (+) e prossegue ao longo do 

genoma na direção 3′ a 5′ sintetizando uma fita negativa. Quando o RTC atinge um 

TRS, a fita negativa recém-sintetizada pode ser translocada para a sequência líder 

5’ do genoma, onde é copiada. Isto forma um sgRNA (-) que é copiado para o 

                                                
12 Enzimas que quebram ligações peptídicas entre os aminoácidos das proteínas utilizando 
moléculas de água (hidrólise). 
13 Processo único aos vírus de RNA que ocorre durante a síntese de RNAs de fita negativa.  
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sgRNA (+) (CHEN; LIU; GUO, 2020; DE WIT et al., 2016; HUSSAIN et al., 2005; 

PEACOCK et al., 2021a; V’KOVSKI et al., 2021). Esta natureza descontínua tem 

como consequência um alto grau de recombinação14 resultante da inserção de 

sequências virais e não virais ou frequentes deleções no genoma, o que pode levar 

tanto à formação de genomas viáveis como de RNAs interferentes defeituosos 

(PEACOCK et al., 2021a). 

Uma vez que o processo de expressão e replicação viral esteja em 

andamento, os vírus da progênie podem começar a se reunir. Primeiramente, as 

proteínas estruturais são traduzidas e inseridas no retículo endoplasmático (RE). 

Essas proteínas se movem ao longo da via secretora para o compartimento 

intermediário ER-Golgi (ERGIC). Os genomas virais encapsulados pela proteína N 

brotam nas membranas do ERGIC contendo proteínas estruturais virais e formando 

vírions maduros. A proteína M direciona então a maioria das interações proteína-

proteína necessárias para a montagem. Contudo, apesar de seu papel dominante, 

não é auto-suficiente para a formação dos vírions, necessitando sua expressão 

junto à proteína E para a produção dos envelopes virais. Adicionalmente, a 

capacidade da proteína S de trafegar para o ERGIC e interagir com a proteína M é 

crítica para sua incorporação nos vírions. A proteína M também se liga ao 

nucleocapsídeo e essa interação promove a conclusão da montagem do vírion 

(FEHR; PERLMAN, 2015; MASTERS, 2006). 

Após a montagem, os vírions são transportados para a superfície celular em 

vesículas e liberados por exocitose. Ainda é investigado se neste processo é 

                                                
14 Processo que ocorre quando pelo menos duas linhagens virais distintas co-infectam a mesma 
célula hospedeira e trocam segmentos genéticos. 
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utilizada a via tradicional para o transporte de grandes cargas do Complexo de Golgi 

ou uma via separada única para sua própria saída. Em vários coronavírus, 

proteínas S que não são montadas em vírions transitam para a superfície celular, 

onde atua na fusão célula-célula entre células infectadas e células adjacentes não 

infectadas. Isso leva à formação de células gigantes multinucleadas, que permitem 

que o vírus se espalhe dentro de um organismo infectado sem ser detectado ou 

neutralizado por anticorpos neutralizantes15 específicos ao vírus (FEHR; 

PERLMAN, 2015). Com relação ao SARS-CoV-2, evidências recentes mostram que 

as células infectadas egressam pela via de tráfico lisossômico em detrimento das 

vias secretoras biossintéticas, as quais são mais comumente utilizadas por outros 

vírus envelopados (GHOSH et al., 2020). 

1.3. SÍNDROMES RESPIRATÓRIAS CAUSADAS POR CORONAVÍRUS 

 Os coronavírus são patógenos importantes para humanos e vertebrados. 

Podem infectar o sistema respiratório, gastrointestinal, hepático e nervoso central 

de humanos, pássaros, morcegos, camundongos e outros animais selvagens 

(CHEN; LIU; GUO, 2020; VIJAYKRISHNA et al., 2007). Esses vírus geralmente 

infectam seus hospedeiros de maneira espécie-específica e as infecções podem 

ser agudas ou persistentes, sendo transmitidas principalmente pelas vias 

respiratória e fecal-oral (MASTERS, 2006). 

Os coronavírus humanos (HCoVs), compostos pelos gêneros 

Alphacoronavirus e Betacoronavirus, foram por muito tempo considerados 

patógenos pouco relevantes por serem associados ao resfriado comum em 

pessoas saudáveis. No entanto, no século XXI, 2 HCoVs altamente patogênicos — 

                                                
15 Anticorpos capazes de impedir e neutralizar a ligação do vírus ao receptor da célula humana. 
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coronavírus da síndrome respiratória aguda grave (SARS-CoV) e coronavírus da 

síndrome respiratória do Oriente Médio (MERS-CoV) — emergiram de 

reservatórios animais para causar epidemias globais de doenças respiratórias com 

taxas de morbidade16 alarmantes (PAULES; MARSTON; FAUCI, 2020). Em 

dezembro de 2019, outro HCoV patogênico, denominado posteriormente SARS-

CoV-2, foi identificado em Wuhan (China) como agente etiológico de uma 

pandemia17 global (COVID-19) que, com dois anos de duração, já atingiu 

aproximadamente 270 milhões de pessoas em cerca de 200 países e levou a óbito 

cerca de 5,3 milhões de pessoas (JOHNS HOPKINS CORONAVIRUS RESOURCE 

CENTER, 2021; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021a), provocando o 

colapso de diversos sistemas de saúde nacionais e regionais. 

Além destes três novos coronavírus altamente patogênicos, pelo menos 

outros quatro HCoVs (229E, NL63, OC43 e HKU1) são endêmicos em todo o 

mundo e representam 10% a 30% das infecções do trato respiratório superior em 

adultos (FEHR; PERLMAN, 2015; PAULES; MARSTON; FAUCI, 2020). 

1.3.1. SÍNDROME RESPIRATÓRIA AGUDA GRAVE (SARS) 

 Em novembro de 2002, um surto de uma pneumonia atípica infecciosa, 

posteriormente chamado de síndrome respiratória aguda grave (SARS), foi relatado 

no sudeste da China (Guangdong) e em Hong Kong. Acelerada pelas viagens 

aéreas e aglomerações em hospitais e regiões urbanas, a doença se espalhou 

rapidamente para várias partes do mundo. Como os surtos de SARS ocorreram no 

                                                
16 Taxa de portadores de determinada doença em relação à população total estudada, em 
determinado local e em determinado momento. 
17 Quando há disseminação de uma nova doença em diferentes continentes com transmissão 
sustentada de pessoa para pessoa. 
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sudeste da Ásia, América do Norte e Europa, pode-se dizer que deram origem à 

primeira pandemia do século XXI (ZHONG et al., 2003). Descobriu-se que o vírus, 

um Betacoronavirus da linhagem B, denominado SARS-CoV, foi transmitido para 

humanos a partir de reservatórios zoonóticos18, sendo os morcegos os prováveis 

reservatórios do vírus, enquanto as civetas de palma mascarada (Paguma larvata) 

e cães-guaxinim (Nyctereutes procyonoides) serviram como hospedeiros 

intermediários (GUAN et al., 2003; LI et al., 2005). 

Durante o surto, que se estendeu de 2002 a 2003, 8.098 casos foram 

confirmados, com 774 mortes, representando uma alta taxa de morbidade de 9.5% 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003). Essa taxa foi muito maior em idosos, 

alcançando cerca de 50% em indivíduos acima de 60 anos. Estima-se que entre 20 

e 30% dos indivíduos com SARS necessitaram de tratamento em Unidades de 

Terapia Intensiva (UTIs) (FEHR; PERLMAN, 2015). Embora em termos de número 

de mortes não seja comparável à influenza, HIV ou vírus da hepatite C, a pandemia 

causou preocupação mundial e afetou seriamente a economia global, cujas perdas 

foram estimadas em 30 a 100 bilhões de dólares (KEOGH-BROWN; SMITH, 2008). 

Os sintomas da infecção por SARS-CoV são correspondentes àqueles das 

doenças do trato respiratório inferior. Além da febre, mal-estar e linfopenia19, os 

indivíduos afetados apresentam contagens plaquetárias ligeiramente diminuídas, 

perfis prolongados de coagulação e enzimas hepáticas séricas20 levemente 

elevadas. Além destes sintomas relacionados a doenças respiratórias graves, o 

SARS-CoV também pode causar infecção em outros órgãos, como intestino e rins, 

                                                
18 Animais não humanos que carregam patógenos cuja doença pode romper a barreira entre 
espécies e infectar humanos. 
19 Baixo nível de linfócitos (células de defesa) no sangue. 
20 Enzimas encontradas no fígado. 
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uma vez que alguns indivíduos afetados tiveram diarreia aquosa e o vírus também 

pode ser detectado nas fezes e na urina (PEIRIS et al., 2003). 

1.3.2. SÍNDROME RESPIRATÓRIA DO ORIENTE MÉDIO (MERS) 

Quase uma década após o surto controlado de SARS-CoV, emergiu o 

próximo coronavírus zoonótico: o coronavírus da Síndrome Respiratória do Oriente 

Médio (MERS-CoV) (DE GROOT et al., 2013). O vírus foi isolado pela primeira vez 

em junho de 2012 em um homem da Arábia Saudita de 60 anos de idade que 

morreu de SARS, falência múltipla de órgãos e insuficiência renal (ZAKI et al., 

2012). Embora a maioria dos casos de MERS tenha ocorrido na Arábia Saudita e 

nos Emirados Árabes Unidos, foram relatados casos na Europa, Estados Unidos 

da América (EUA) e Ásia em viajantes do Oriente Médio ou de seus contatos 

(ZUMLA; HUI; PERLMAN, 2015). 

Estudos sorológicos identificaram anticorpos de MERS-CoV em camelos 

dromedários e verificou-se que suas linhagens celulares eram permissivas para a 

replicação deste vírus, fornecendo evidências de que estes animais possivelmente 

sejam o hospedeiro natural ou intermediário, uma vez que eles abrigavam vírus 

similares a MERS-CoV há décadas (MEYER et al., 2014). 

Estima-se que houve 1.728 casos confirmados durante o surto (2012-2015) 

de MERS em 27 países, incluindo 624 mortes, o que implica uma altíssima taxa de 

morbidade de 36%, quatro vezes maior em relação à SARS (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2016). Ainda é incerto quantos casos de MERS-CoV podem ser 

atribuídos a um hospedeiro intermediário em comparação com a transmissão de 

humano para humano, embora tenha sido demonstrado que a transmissão de 

camelos para humanos contribuiu para o surto (FEHR; PERLMAN, 2015). Até o 
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presente, continuam sendo reportados casos de MERS, tanto que em 2019 foram 

notificados 212 casos no Oriente Médio, incluindo 57 mortes. Na Arábia Saudita, 

dos 198 casos, 118 eram primários (51 relataram contato com camelos), 41 foram 

adquiridos em hospitais ou serviços de saúde e 32 por contatos domiciliares. Sendo 

assim, desde 2012 até 2019 foram relatados 2.494 casos, incluindo 912 óbitos 

(EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2019). 

As características clínicas do MERS variam de doença assintomática a 

SARS e falência múltipla de órgãos, resultando, nesses casos, em morte, 

especialmente em indivíduos com comorbidades subjacentes (WHO MERS-COV 

RESEARCH GROUP, 2013). Apesar dos sintomas similares ao SARS, os pacientes 

com MERS têm um tempo menor para a manifestação do início dos sintomas. 

Adicionalmente, os indivíduos acometidos apresentam maior necessidade de 

suporte ventilatório e cargas virais no trato respiratório mais altas durante a primeira 

semana da doença em relação aos pacientes com SARS (MEMISH et al., 2014). 

1.3.3. COVID-19 

 Os coronavírus voltaram a assombrar a humanidade em dezembro de 2019, 

quando um grupo de pacientes foi internado em hospitais chineses com diagnóstico 

inicial de pneumonia com etiologia desconhecida. Posteriormente, essas infecções 

foram associadas à possível transmissão zoonótica em um mercado atacadista de 

frutos do mar e animais selvagens em Wuhan (província de Hubei, China), cidade 

que possui cerca de 11 milhões de habitantes (LI et al., 2020; LU; STRATTON; 

TANG, 2020). O subsequente isolamento do vírus e a caracterização molecular 

mostraram que o patógeno era um novo HCoV, o 2019-nCoV, posteriormente 

chamado de SARS-CoV-2 (ZHOU et al., 2020b; ZHU et al., 2020). 
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Na primeira fase, de dezembro de 2019 a meados de janeiro de 2020, 41 

casos foram confirmados. A segunda fase começou em 13 de janeiro, marcada pela 

rápida disseminação do vírus nos hospitais (infecção hospitalar) e pela transmissão 

familiar por contato próximo, de modo que, em 23 de janeiro, 29 províncias da China 

e seis outros países já somavam 846 casos. Apesar do decreto de isolamento 

social, 5 milhões de pessoas já haviam deixado Wuhan em virtude do término das 

comemorações do Ano Novo chinês. A terceira fase começou em 26 de janeiro, 

marcada pelo rápido aumento de casos agrupados resultantes de transmissão 

comunitária, tanto que em 30 de janeiro, atingiram-se 9.826 casos confirmados, e 

a Organização Mundial da Saúde (OMS) declarou esta epidemia uma Emergência 

de Saúde Pública de Âmbito Internacional (SUN et al., 2020; WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2020b). A partir disso, a doença atingiu todos os continentes do 

mundo, sendo considerada uma pandemia pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS) em março de 2020 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020a). Essa 

pandemia perdura até a presente data, provocando centenas de milhões de casos 

e milhões de mortes principalmente nos EUA, Brasil, Índia e em países europeus 

(JOHNS HOPKINS CORONAVIRUS RESOURCE CENTER, 2021; WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2021a). 

Os sintomas da infecção por SARS-CoV-2 aparecem após um período de 

incubação de aproximadamente 5,2 dias (LI et al., 2020). Tais sintomas são 

semelhantes aos relacionados a SARS e MERS, como febre, tosse seca, dispneia21 

e opacidade bilateral em vidro fosco22 nas tomografias computadorizadas de tórax. 

                                                
21 Falta de ar ou dificuldade de respirar. 
22 Padrão frequentemente observado em tomografias computadorizadas de alta resolução do tórax, 
que indica que está havendo um processo inflamatório ou infeccioso nos pulmões. 
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Além destas, algumas características clínicas únicas que incluem o acometimento 

das vias aéreas inferiores, evidenciadas por sintomas como rinorreia23, espirros e 

dor de garganta foram observadas (HUANG et al., 2020a). Após o surgimento das 

Variantes de Preocupação (VOCs) como Delta e Ômicron, o tempo de incubação24 

passou a ser menor (entre 3 e 4 dias) e os aspectos clínicos (especialmente 

sintomatologia) da doença sofreram algumas alterações (GRANT et al., 2021; 

JANSEN et al., 2021). 

1.4. EPIDEMIOLOGIA GENÔMICA 

“A vigilância em saúde pública consiste na coleta, análise e interpretação 

sistemática e contínua de dados relacionados à saúde, necessários para o 

planejamento, implementação e avaliação das práticas de saúde pública” (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2021b). A vigilância é realizada para (i) promover um 

melhor gerenciamento das doenças e levar a ações de saúde pública, como a 

detecção de surtos; (ii) medir a magnitude, o impacto e as tendências da doença; 

(iii) melhorar o conhecimento de causas, fontes, reservatórios, riscos e morbidade; 

(iv) orientar programas para medir a eficácia das intervenções; e (v) ajudar os 

formuladores de políticas a definir prioridades (DENG; DEN BAKKER; 

HENDRIKSEN, 2016). 

Os avanços recentes nas tecnologias de sequenciamento de nova geração 

(NGS) e nas ferramentas de bioinformática tornaram o sequenciamento uma 

solução viável e avançada para a vigilância epidemiológica. O termo Epidemiologia 

Genômica tem sido cada vez mais utilizado para descrever a utilização de NGS 

                                                
23 Congestão nasal ou coriza. 
24 Intervalo entre a data de contato com o vírus até o início dos sintomas. 
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para comparar sequências de ácidos nucleicos de importância epidemiológica, tais 

como os elementos genômicos que apresentam taxas de mutação variáveis 

durante a evolução dos microrganismos (como bactérias e vírus). Estes, por sua 

vez, são alvos para investigações epidemiológicas em diferentes escalas temporais 

e geográficas (DENG; DEN BAKKER; HENDRIKSEN, 2016). 

A epidemiologia genômica possui aplicações diversas, especialmente para 

o enfrentamento de patógenos bacterianos causadores de surtos (e. g., 

intoxicações alimentares), fornecendo um alto poder discriminatório na 

diferenciação de isolados intimamente relacionados (DENG; DEN BAKKER; 

HENDRIKSEN, 2016), bem como auxiliando na possível identificação da origem, 

evolução e disseminação de genes de resistência a antimicrobianos (DOWNING, 

2015). 

O sequenciamento do genoma do agente etiológico da SARS (SARS-CoV) 

foi fundamental para permitir a inferência das relações evolutivas existentes entre 

diferentes isolados de pacientes por meio de análises filogenéticas (ROTA et al., 

2003). Uma combinação de informações genômicas e epidemiológicas permitiu às 

autoridades chinesas rastrear as variações genotípicas25 determinantes para 

disseminação viral (RUAN et al., 2003). Durante a atual pandemia (COVID-19), 

esforços internacionais colaborativos sem precedentes têm permitido a ampla 

disponibilização de genomas sequenciados em diferentes províncias e países,  bem 

como: (i) a investigação da história evolutiva do vírus, ajudando a inferir sua origem 

natural zoonótica ou artificial a partir da comparação com isolados proximamente 

relacionados de outros animais selvagens (ANDERSEN et al., 2020; WORLD 

                                                
25  Variações na composição genética de um indivíduo. 



35 
 

HEALTH ORGANIZATION, 2021c); (ii) o estudo estrutural e funcional do receptor 

hACE2 responsável pela facilitação da entrada do vírus à célula hospedeira em 

humanos em relação a outros animais, a fim de verificar se o vírus é capaz de 

transpor a barreira e infectar diferentes espécies mais facilmente (KIM et al., 2020; 

MUNNINK et al., 2021; ORESHKOVA et al., 2020; SHI et al., 2020); (iii) a 

compreensão do espalhamento viral em nível local, regional, nacional e 

internacional (MULLEN et al., 2021a; RAMBAUT et al., 2020a); (iv) entre outros 

estudos para compreender mudanças na transmissibilidade, na virulência26 e na 

resposta às vacinas pelas novas variantes de interesse (VOIs) e preocupação 

(VOCs) (ALTMANN; BOYTON; BEALE, 2021; DAVIES et al., 2021; GREANEY et 

al., 2021; MCCORMICK; JACOBS; MELLORS, 2021; WEISBLUM et al., 2020).  

1.5. EVOLUÇÃO MOLECULAR 

A evolução é uma teoria que postula que os organismos mudam ao longo do 

tempo, de modo que os descendentes diferem estrutural e funcionalmente de seus 

ancestrais, uma vez que herdam características morfológicas27 e fisiológicas28 

destes (DARWIN, 1859). Existem três mecanismos principais pelos quais a 

evolução pode ocorrer: (i) a existência de condições de crescimento que afetam o 

desenvolvimento (i.e., fatores ambientais e doenças infecciosas); (ii) o mecanismo 

de reprodução sexual que assegura a mudança de uma geração para outra, 

formando uma combinação única a partir dos cromossomos de dois genitores; e (iii) 

                                                
26 A relativa infecciosidade ou quantificação da patogenicidade de um microrganismo causador de 
doenças. 
27 Características que definem a forma do organismo. 
28 Referente às funções orgânicas de um organismo ou aos processos quem o mantêm vivo. 
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a mutação seguida de seleção e a deriva genética29 que podem produzir mudanças 

nos genes e nos cromossomos (SIMPSON; SIMPSON, 1949). 

A teoria da evolução de Darwin sugere que, em nível fenotípico30, são 

selecionados traços em uma população que aumentam a sobrevivência (seleção 

positiva), enquanto traços que reduzem a aptidão (fitness) não são selecionados 

(seleção negativa ou purificadora) (DARWIN, 1859).  

Um ponto de vista evolutivo convencional considera que as seleções positiva 

e negativa também operam sob as sequências de DNA. Portanto, para avaliar se a 

seleção ocorreu nas sequências analisadas, pressupõe-se que a porção de DNA 

que codifica uma proteína pode ter substituições tanto sinônimas quanto não-

sinônimas. Para uma mudança de nucleotídeo em um determinado códon31, uma 

substituição sinônima não altera o aminoácido que é codificado, enquanto uma 

substituição não-sinônima o modifica. Consequentemente, a razão das taxas de 

substituição não-sinônima (dN) versus substituição sinônima (dS) pode revelar 

evidências de seleção positiva ou negativa. Se dS for maior que dN, considera-se 

que a sequência está sob seleção negativa, do contrário está sob seleção positiva 

(NEI; GOJOBORI, 1986). 

Por outro lado, Kimura propôs um modelo diferente para explicar a evolução 

em nível de DNA. Nesta teoria, denominada teoria neutralista, a maioria das 

substituições de DNA observadas deve ser neutra (ou quase neutra) e a principal 

causa da variabilidade em nível molecular é a deriva genética. Portanto, sob esse 

                                                
29 Mudança na frequência dos alelos que ocorre, diferentemente da seleção natural, de maneira 
aleatória. 
30 Manifestação visível ou detectável de um genótipo, ou seja, conjunto de características 
observáveis de um organismo, incluindo características morfológicas e fisiológicas. 
31 Sequência de três bases nitrogenadas consecutivas do RNA mensageiro que especifica o 
aminoácido a ser codificado durante a síntese de proteínas de uma célula. 
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modelo se considera que a maioria das mutações não-sinônimas são deletérias, 

não sendo observadas como substituições na população, bem como a seleção 

positiva tem um papel limitado (KIMURA, 1983). 

Os métodos de máxima verossimilhança têm sido comumente usados para 

estimar dN e dS entre sequências. Nesse caso, um modelo de substituição de 

códon (semelhante ao modelo de substituição de nucleotídeos) que inclui um 

parâmetro (⍵), especificando a proporção de substituições não-sinônimas em 

relação a sinônimas, permitindo estimar os parâmetros do modelo por meio da 

maximização da função de verossimilhança (GOLDMAN; YANG, 1994). 

Contudo, tal modelo simples que assume uma pressão seletiva uniforme 

(dN/dS) sobre todas as linhagens da filogenia é biologicamente irrealista, uma vez 

que algumas pressões seletivas são exercidas apenas episodicamente sobre a 

população (e. g., de vírus) durante um determinado período de sua história 

evolutiva. Para lidar com a complexidade crescente dos processos evolutivos, 

modelos de códon ligeiramente mais complexos foram projetados para acomodar 

as pressões seletivas variáveis que são evidentes em diferentes linhagens (LAM; 

HON; TANG, 2010). Estes foram implementados, por exemplo, nas ferramentas 

HyPhy (POND; FROST; MUSE, 2005) (Figura 4) e PAML (YANG, 2007). 
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Figura 4. O dN/dS para cada códon do gene Hemaglutinina (HA) do vírus da influenza humana A 

(H3N2) (n = 100) estimado usando HYPHY. Embora a razão geral dN/dS do gene seja 0,20 (IC 95% 

= 0,18-0,23) indicando seleção purificadora, alguns códons dentro do gene HA, como mostrado 

pelas barras superiores (vermelhas), têm uma razão dN/dS > 1 (eixo y no gráfico). O painel superior 

mostra a estrutura do gene HA do vírus da influenza humana A (H3N2), de modo que apenas regiões 

parciais do peptídeo sinal e HA2 foram incluídas devido à remoção de algumas colunas com gaps 

no alinhamento.  

Fonte: Adaptado de LAM, HON & TANG (2010). 

1.6. GENÔMICA COMPARATIVA E FILOGENÉTICA 

Nos últimos anos, pesquisadores têm usado vários métodos para alinhar e 

comparar os genomas sequenciados visando responder questões importantes 

sobre a função e evolução dos organismos, área que ficou conhecida como 

genômica comparativa (MILLER et al., 2004). Quando consideramos uma proteína 

(ou gene), uma das questões mais fundamentais é quais são as outras proteínas 

relacionadas. Essas sequências biológicas muitas vezes formam famílias de genes 

derivados de ancestral comum (homólogos), podendo ser genes relacionados 

dentro de um organismo resultantes de duplicação gênica (parálogos) ou genes em 

espécies diferentes gerados por eventos de especiação (ortólogos) (PEVSNER, 

2015). 

Acredita-se que genes homólogos são relativamente conservados ao longo 

da evolução, enquanto regiões não codificadoras tendem a mostrar graus variáveis 

de conservação. Desta forma, a análise comparativa de vários genomas 

filogeneticamente diversos pode fornecer pistas sobre as pressões seletivas que 

governam o agrupamento de genes e oferecer insights sobre seus mecanismos de 

evolução. Por outro lado, comparações genômicas de espécies intimamente 

relacionadas também podem ajudar a determinar a base genética para a variação 
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fenotípica observada, revelando regiões específicas (assinaturas) mais suscetíveis 

à variação molecular (CHAIN et al., 2003). 

Com o objetivo de estudar essas mudanças nos genes e proteínas ao longo 

dos diferentes ramos da árvore da vida e reconstruir a história evolutiva das 

espécies, são realizadas análises filogenéticas. Historicamente, foram baseadas 

em características facilmente observáveis, como a presença ou ausência de asas 

ou de medula espinhal. Recentemente, essas análises também se baseiam em 

dados de sequências moleculares de DNA, RNA e proteínas. O fluxo de trabalho 

envolvido nas análises filogenéticas moleculares pode ser dividido em cinco etapas: 

(i) seleção de sequências homólogas para análise, (ii) alinhamento múltiplo das 

sequências de interesse, (iii) escolha do método e da ferramenta de inferência 

filogenética, (iv) especificação de um modelo evolutivo, e (v) avaliação das 

filogenias geradas (PEVSNER, 2015). 

Após a escolha das sequências homólogas de interesse, pode ser realizado 

o alinhamento múltiplo de sequências, que consiste em parear uma coleção de três 

ou mais sequências parcial ou completamente. Para a realização do alinhamento, 

geralmente são consideradas cinco abordagens algorítmicas: (i) métodos exatos 

(NEEDLEMAN; WUNSCH, 1970), (ii) alinhamento progressivo, implementado no 

programa ClustalW (FENG; DOOLITTLE, 1987), (iii) abordagens iterativas, 

implantadas em MAFFT, PRALINE, IterAlign e MUSCLE (EDGAR, 2004), (iv) 

métodos baseados em consistência, implementados em MAFFT, ProbCons e T-

Coffee (NOTREDAME; HIGGINS; HERINGA, 2000), e (v) métodos baseados em 

estrutura que incluem informações sobre uma ou mais estruturas proteicas 

tridimensionais conhecidas para facilitar a criação de um alinhamento de 
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sequências múltiplas (ARMOUGOM et al., 2006). Atualmente, as abordagens (iii) e 

(iv) são as mais utilizadas por sua maior velocidade e robustez metodológica. Em 

geral, MUSCLE e MAFFT são consideradas as ferramentas mais rápidas e precisas 

e, portanto, mais indicadas para o alinhamento de grandes números de sequências 

proximamente relacionadas (PEVSNER, 2015). 

Há muitas maneiras de se construir uma árvore filogenética, mas 

consideraremos quatro métodos principais: (i) métodos baseados em distância: 

começam analisando alinhamentos em pares das sequências e simplesmente 

usam as distâncias genéticas para inferir a relação entre todos os taxa 

(FELSENSTEIN, 1984); (ii) máxima parcimônia (MP): método baseado em 

caracteres no qual colunas de resíduos são analisadas no alinhamento múltiplo 

para identificar a árvore com o menor comprimento total de ramos possível 

(CZELUSNIAK et al., 1990); (iii) máxima verossimilhança (ML): abordagem 

estatística baseadas em modelos, projetada para determinar a topologia da árvore 

e comprimentos de ramos que têm a maior probabilidade de produzir o conjunto de 

dados observados, a partir do cálculo da verossimilhança para cada resíduo em um 

alinhamento com a especificação de um modelo evolutivo (FELSENSTEIN, 1981); 

(iv) inferência Bayesiana: abordagem estatística para modelagem da incerteza em 

modelos complexos, a qual calcula a probabilidade dos dados fornecidos pelo 

modelo (P(dados|modelo)), ou seja, busca a probabilidade condicional de uma 

árvore em relação aos dados fornecidos (HUELSENBECK et al., 2001). Cada um 

destes métodos possui inúmeras ferramentas que os implementam (Tabela 2). 

As análises filogenéticas também dependem de modelos de substituição de 

nucleotídeos  ou  aminoácidos,  os  quais  podem  ser implícitos ou explícitos. Para  
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Tabela 2. Principais funcionalidades de algumas das ferramentas de inferência filogenética 

mais utilizadas 

Ferramenta Classificação e funcionalidade Link do software 

BEAST 

Realiza inferência Bayesiana baseada em MCMC 

utilizando modelos de relógio molecular e 

permitindo a inferência de processos 

filogeográficos e filodinâmicos 

http://beast.community/ 

GARLI 
Utiliza algoritmos genéticos para buscar por 

árvores com ML 

https://code.google.com/archiv

e/p/garli/ 

HYPHY 

Gera modelos de evolução molecular utilizando 

ML, em particular para inferências de seleção 

natural 

http://www.hyphy.org/ 

IQ-TREE 

Possui um algoritmo rápido e estocástico para 

inferir filogenias com ML, incluindo um método de 

seleção de modelos evolutivos que testa 

rapidamente > 200 modelos 

http://www.iqtree.org/ 

MEGA 
Inclui métodos de distância, MP e ML em interface 

gráfica 
https://www.megasoftware.net/ 

MrBayes 

Realiza inferência Bayesiana baseada em MCMC 

para estimar a distribuição a posteriori dos 

parâmetros do modelo 

http://nbisweden.github.io/MrBa

yes/ 

PAUP Inclui métodos de distância, MP e ML 
https://paup.phylosolutions.com

/ 

PHYLIP Inclui métodos de distância, MP e ML 
http://evolution.gs.washington.e

du/phylip.html 

PhyML Programa rápido que realiza inferência por ML 
http://www.atgc-

montpellier.fr/phyml/ 

RAxML 
Programa rápido que realiza inferência por ML 

utilizando modelo GTR 

https://cme.h-

its.org/exelixis/web/software/ra

xml/ 

Abreviações. GTR: General time reversible; MCMC: Markov chain Monte Carlo. 

Fonte: Adaptado de YANG & RANNALA (2012). 

métodos baseados em distância e para a máxima parcimônia, são utilizados 

modelos de substituição implícitos, baseados no número de alterações entre os 

pares de sequências e o menor comprimento de ramos possível, respectivamente. 

Para a máxima verossimilhança e abordagens Bayesianas, modelos estatísticos 

http://beast.community/
https://code.google.com/archive/p/garli/
https://code.google.com/archive/p/garli/
http://www.hyphy.org/
http://www.iqtree.org/
https://www.megasoftware.net/
http://nbisweden.github.io/MrBayes/
http://nbisweden.github.io/MrBayes/
https://paup.phylosolutions.com/
https://paup.phylosolutions.com/
http://evolution.gs.washington.edu/phylip.html
http://evolution.gs.washington.edu/phylip.html
http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/
http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/
https://cme.h-its.org/exelixis/web/software/raxml/
https://cme.h-its.org/exelixis/web/software/raxml/
https://cme.h-its.org/exelixis/web/software/raxml/
https://www.zotero.org/google-docs/?YGjMrI


42 
 

explícitos são aplicados a caracteres individuais (resíduos) a fim de estimar a 

topologia32 mais provável, bem como outros parâmetros, tais como taxas de 

substituição ao longo de ramos individuais (PEVSNER, 2015). 

Os modelos evolutivos, portanto, descrevem a probabilidade de que cada 

nucleotídeo (ou aminoácido) mude para outro. Os mais conhecidos são: (i) Jukes-

Cantor (JC69): possui um parâmetro, assumindo que todas as mutações têm as 

mesmas probabilidades (JUKES; CANTOR, 1969) (Figura 5a); (ii) Kimura-2P (K80): 

possui dois parâmetros, permitindo diferentes taxas para transições33 e 

transversões34 e contabilizando com maior fidedignidade a probabilidade de 

transversões causarem mutações não-sinônimas nas regiões codificadoras de 

proteínas (KIMURA, 1980) (Figura 5b); (iii) Tamura: estende o modelo de dois 

parâmetros de Kimura para ajustar o conteúdo de guanina e citosina (GC) das 

sequências de DNA (TAMURA, 1992) (Figura 5c). Contudo, tais modelos 

representam simplificações importantes do processo evolutivo, de modo que 

modelos como General Time Reversible (GTR) (TAVARE, 1986) com oito 

parâmetros livres e Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) (HASEGAWA; KISHINO; 

YANO, 1985) com quatro parâmetros podem ser mais apropriados e flexíveis, uma 

vez que permitem desigualdades nas frequências de bases. 

Para a avaliação das filogenias geradas, os principais critérios utilizados são: 

consistência, eficiência e robustez  (HILLIS, 1995). A abordagem mais comum é a  

                                                
32 A forma como os nós (pontos de união entre os ramos ou pontos de divergência) se relacionam 
entre si em uma árvore filogenética. 
33 Tipo de substituição de base na qual uma base nitrogenada é alterada para a outra base da 
mesma classe. Ou seja, as purinas podem trocar umas com as outras (A  G e vice-versa). Por 
outro lado, as pirimidinas podem trocar entre si (C  T e vice-versa). 
34 Outro tipo de substituição em que há alteração para uma base de outra classe. Ou seja, as purinas 
convertem-se em pirimidinas e as pirimidinas convertem-se em purinas. 
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Figura 5. Exemplos de modelos de substituição de nucleotídeos. (a) O modelo JC69 assume que 

cada resíduo de nucleotídeo tem a mesma probabilidade de mudar para qualquer dos outros três 

resíduos e que as quatro bases estão presentes em proporções iguais. (b) O modelo K80 permite 

diferentes taxas para transições e transversões. (c) No modelo de Tamura, um modelo mais 

complexo, existem parâmetros distintos para diferentes substituições de nucleotídeos e tais 

parâmetros são direcionais (e.g., a taxa de mudança de T → C difere da taxa de C → T). 

Fonte: PEVSNER (2009). 

análise de bootstrapping, a qual avalia a robustez da topologia das árvores. Nessa 

técnica, o programa: (i) cria um conjunto de dados artificial do mesmo tamanho do 

conjunto de dados original (por reamostragem), escolhendo aleatoriamente colunas 

do alinhamento múltiplo; (ii) estima a árvore filogenética usando o mesmo método 

de inferência para cada uma das replicatas (bootstrap); (iii) as árvores bootstrap 

são então comparadas às árvores originais inferidas, de modo que se obtém a 

frequência com que cada clado35 é observado na árvore original. Sendo assim, esta 

métrica permite inferir margens de erros com base em uma distribuição 

desconhecida da qual foram extraídos os dados (FELSENSTEIN, 1985). 

A genômica comparativa e a filogenética têm sido utilizadas para a análise 

genética de vírus endêmicos, permitindo estudos que compreendessem a 

epidemiologia e dinâmica de transmissão do vírus da imunodeficiência humana 

                                                
35 Grupo de organismos originados a partir de um único ancestral comum exclusivo. 
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(HIV) (HEMELAAR et al., 2011; LEWIS et al., 2008), as origens e posterior evolução 

de síndromes respiratórias agudas graves (SARS e MERS) (ANDERSON et al., 

2004; COTTEN et al., 2013; DUDAS et al., 2018; RUAN et al., 2003), bem como as 

origens, a evolução e a sazonalidade dos vírus da gripe (KOELLE et al., 2006; 

SMITH et al., 2009). 

1.7. FILODINÂMICA 

 Os genomas virais podem ser estudados de várias maneiras, incluindo a 

análise das taxas evolutivas de vírus de RNA em rápida evolução, a identificação 

de mutações resistentes e vacinas e terapias, bem como a reconstrução da 

filogenia de linhagens de vírus estreitamente relacionadas para identificar e ligar 

epidemiologicamente os pacientes infectados em um surto ou evento de 

transmissão (LAM; HON; TANG, 2010). 

Para a inferência das relações evolutivas, temporais e geográficas existentes 

entre os organismos, as análises filogenéticas devem considerar algumas teorias e 

pressupostos evolutivos importantes. O primeiro deles é o conceito de relógio 

molecular, o qual assume que para cada gene (ou proteína), a taxa de evolução 

molecular é aproximadamente constante (MARGOLIASH, 1963; ZUCKERKANDL; 

PAULING, 1962). Uma vez que as sequências de ácidos nucleicos e proteínas 

evoluem a taxas constantes, então elas podem ser utilizadas para estimar o tempo 

pelo qual tais sequências divergiram (PEVSNER, 2015). Evidentemente, algumas 

exceções a esta teoria existem, tal como a existência de variação na taxa de 

evolução de alguns organismos, como os vírus. Para estes casos particulares, 

existem métodos estatísticos que realizam a datação da árvore relaxando a 
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hipótese do relógio molecular e permitindo que cada ramo da filogenia tenha sua 

própria taxa de substituição (DRUMMOND et al., 2006).  

A disponibilidade de dados genômicos em nível de espécie oferece 

oportunidades sem precedentes para responder questões evolutivas emergentes. 

Quando integradas com dados genômicos, informações demográficas e 

geográficas fornecem pistas sobre a evolução dos organismos, incluindo sua 

dispersão regional e o entendimento de eventos evolutivos como especiação, 

radiação adaptativa e extinção (BERMINGHAM; MORITZ, 1998; KNOWLES, 

2009). Para tratar desta integração entre dados filogenéticos e geográficos, surgiu 

o conceito de filodinâmica, que consiste na análise estatística de dados 

populacionais de espécies intimamente relacionadas para inferir parâmetros e 

processos populacionais tais como tamanho populacional efetivo36, padrões e taxas 

de crescimento, migração e transmissão (YANG; RANNALA, 2012). Portanto, é 

considerada uma ponte que liga o estudo dos processos micro e 

macroevolucionários (BERMINGHAM; MORITZ, 1998). 

Embora estudos epidemiológicos prevejam que alguns organismos (e.g., 

vírus de RNA) têm ancestrais que datam de milênios, as populações virais 

atualmente em circulação possuem um ancestral muito mais recente, indicando a 

contínua rotatividade de linhagens (HOLMES, 2008). Nesse sentido, o estudo da 

filodinâmica e evolução viral permite esclarecer tópicos importantes da 

epidemiologia de doenças infecciosas, tanto (i) na predição de quais novas 

infecções irão ocorrer; (ii) quais serão seus reservatórios; (iii) e em que locais 

                                                
36 Número de indivíduos em uma população que contribuem com descendentes para a próxima 
geração. 
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surgirão e se propagarão nas populações humanas (KILPATRICK et al., 2006); 

quanto no manejo de doenças em andamento, como a COVID-19. 

Uma vez que os vírus se disseminam e infectam humanos, a demografia das 

populações humanas tem um papel importante na variação genética das 

populações virais. Sendo assim, padrões de variação genética viral são afetados 

tanto pela seleção natural atuando sobre os genomas virais, quanto pela rapidez 

com que a transmissão ocorre e pelas medidas adotadas para contê-la (VOLZ; 

KOELLE; BEDFORD, 2013). Portanto, tais padrões espaciais de dispersão podem 

ser recuperados por meio de análises filodinâmicas. O princípio básico da 

abordagem filodinâmica é que processos epidemiológicos como taxas de 

crescimento/declínio populacional e seleção natural estão implicitamente escritos 

em sequências genômicas e podem ser recuperados usando um conjunto de 

técnicas filogenéticas (HOLMES, 2008). Desde o surgimento do termo em 2004 

(GRENFELL et al., 2004), a pesquisa relacionada à filodinâmica viral tem se 

concentrado na dinâmica de transmissão de epidemias e pandemias, visando 

esclarecer como essas dinâmicas impactam a variação genética viral e vice-versa 

(VOLZ; KOELLE; BEDFORD, 2013). 

A unidade matemática mais fundamental da epidemiologia de doenças 

infecciosas é o número básico de reprodução (R0), definido como o número de 

casos secundários produzidos quando um patógeno é introduzido em uma 

população suscetível (DIEKMANN; HEESTERBEEK; METZ, 1990). Outro conceito, 

relacionado à genética de populações37, chamado de teoria coalescente, é muito 

                                                
37 Área da biologia que estuda a composição genética das populações e as mudanças nesta 
composição que resultam da influência de vários fatores (tamanho da população, mutação, deriva 
genética, seleção natural, diversidade ambiental, migração, etc.) 
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importante em estudos filodinâmicos. O objetivo da teoria coalescente é inferir 

processos evolutivos chave a partir da distribuição de eventos de ramificação em 

árvores filogenéticas de isolados de uma única espécie (KINGMAN, 1982), 

permitindo a estimativa de R0 e a datação dos eventos de ramificação diretamente 

a partir de dados de sequências genéticas e fornecendo uma ligação natural entre 

a análise evolutiva das sequências genômicas e a epidemiologia das doenças 

infecciosas (GRENFELL et al., 2004; PYBUS et al., 2001). A rápida taxa de 

evolução dos vírus permite que modelos de relógio molecular sejam estimados a 

partir de sequências genéticas, fornecendo assim uma taxa anual de evolução do 

vírus, a qual permite a inferência da data do ancestral comum mais recente38 

(MRCA) para um conjunto de sequências (VOLZ; KOELLE; BEDFORD, 2013) 

A maioria das análises filodinâmicas começa com a reconstrução de uma 

árvore filogenética. Como múltiplas sequências genéticas são frequentemente 

amostradas em múltiplos pontos no tempo, podem-se estimar as taxas de 

substituição e o tempo do MRCA utilizando um modelo de relógio molecular e 

algoritmos Bayesianos baseados em Markov Chain Monte Carlo (MCMC) que 

incorporam e quantificam as incertezas do modelo estimado (DRUMMOND et al., 

2002).  

A filogeografia se refere à estimativa de taxas de movimentação de 

linhagens virais entre localizações geográficas e a reconstrução das localidades 

das linhagens ancestrais. Convenientemente, estas variáveis podem ser estimadas 

utilizando modelos de cadeias de Markov semelhantes àqueles que modelam 

substituições de bases. Isso é possível porque a localização geográfica é tratada 

                                                
38 Indivíduo mais recente do qual todos os organismos de um grupo descendem diretamente. 
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como um estado de caracter (discreto ou contínuo), permitindo que a mesma possa 

ser usada para inferir matrizes de transição geográfica (LEMEY et al., 2009). O 

resultado final é usualmente uma taxa, medida em termos de anos ou de 

substituições de nucleotídeos por sítio, que uma linhagem de uma região se 

desloca para outra região ao longo do curso da árvore filogenética (Figura 6). Em 

uma rede de transmissão geográfica, algumas regiões/países podem apresentar 

clusters de transmissão, enquanto outras regiões podem estar mais isoladas 

(VOLZ; KOELLE; BEDFORD, 2013). 

 Por exemplo, em um estudo que caracterizou os quatro principais sorotipos 

circulantes do vírus da dengue de diferentes regiões das Américas, foi possível 

investigar fatores que influenciam a taxa e intensidade da transmissão deste vírus, 

elucidando sua dinâmica espaço-temporal. Foram realizadas análises Bayesianas 

incorporando um modelo de relógio relaxado com taxas de substituição ramo-

específicas e um conjunto de sequências temporal e geograficamente diversas 

(ALLICOCK et al., 2012). Adicionalmente, baseado em um grande conjunto de 

dados de 1.610 genomas (mais de 5% dos casos conhecidos), foi realizada a 

reconstrução espaço-temporal da evolução e propagação do vírus Ebola durante a 

epidemia na África Ocidental de 2013-2016 (Figura 7) (DUDAS et al., 2017). Ambas 

análises foram implementadas utilizando o software BEAST (DRUMMOND; 

RAMBAUT, 2007; SUCHARD et al., 2018), uma ferramenta que incorpora a 

inferência da dinâmica espacial e temporal das linhagens virais para visualização e 

investigação de hipóteses filogeográficas utilizando inferência Bayesiana (LEMEY 

et al., 2009).  
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Figura 6. Princípios dos métodos de relógio molecular e filogeografia. (a) Filogenias moleculares 

enraizadas podem ser estimadas a partir de sequências de genes ou genomas virais. Esta filogenia 

não tem escala de tempo, portanto o comprimento do ramo representa a divergência genética do 

ancestral (círculo preto) em substituições por sítio . (b) A mesma filogenia também pode ser 

reconstruída usando um modelo de relógio molecular, que define uma relação entre distância 

genética e tempo. Nesse caso, as sequências foram amostradas em pontos de tempo conhecidos 

e os ramos da filogenia têm comprimentos em unidades de anos, permitindo a estimativa da idade 

dos eventos de ramificação. (c) Os dados filodinâmicos também podem demonstrar a evolução das 

mutações ao longo do tempo. (d) Sequências virais também podem ser analisadas utilizando 

filogeografia temporal. No exemplo, as nove sequências foram amostradas na França (verde, A), no 

Reino Unido (azul, B) e em dois locais na Espanha (vermelho, C1 e C2). Métodos estatísticos podem 

ser usados para reconstruir o histórico de propagação de patógenos, de modo que cada ramo seja 

rotulado com sua posição geográfica estimada. (e) Os princípios de análises coalescentes, que 

incorporam um modelo explícito da população amostrada. Cada círculo representa uma infecção, e 

os círculos na mesma linha ocorrem durante o mesmo período de tempo. A largura crescente de 

cada fileira reflete o crescimento da epidemia ao longo do tempo. A partir das infecções amostradas 

(vermelho), as linhagens amostradas (linhas pretas) podem ser rastreadas por meio de infecções 

não amostradas (cinza) até o ancestral comum (círculo preto). A taxa na qual as linhagens 

amostradas coalescem depende de processos populacionais como dinâmica e estrutura 

populacional e seleção natural. 

Fonte: PYBUS & RAMBAUT (2009).  
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Figura 7. Análise filogeográfica e filodinâmica da epidemia do vírus Ebola na África Ocidental (2013-

2016), abrangendo a estimativa simultânea dos dados de sequência e informações geográficas. Os 

gráficos mostram uma fotografia do espalhamento geográfico e uma árvore de credibilidade máxima 

de clado (MCC) que sumariza os resultados de maior probabilidade posterior da inferência 

Bayesiana.  

Fonte: Adaptado de SUCHARD et al. (2018). 

Portanto, o estudo da filodinâmica de uma doença infecciosa a partir de 

diferentes tipos de dados de uma série temporal de indivíduos infectados fornece 

um meio de quantificar e compreender os processos ecológicos, imunológicos e 

epidemiológicos que impulsionam sua dinâmica e evolução, o que é determinante 

para seu correto manejo e para a redução do número de mortes que ocorrem 

durante surtos, epidemias e pandemias (COBEY; KOELLE, 2008). 

1.8. EVOLUÇÃO MOLECULAR DO SARS-COV-2 

1.8.1. POSSÍVEIS ORIGENS DO SARS-COV-2 

 Apesar dos esforços colaborativos internacionais para a descoberta das 

origens do SARS-CoV-2, ainda não existem evidências suficientes para afirmar que 
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tenha ocorrido um spillover39 direto de morcegos para humanos ou que algum 

hospedeiro intermediário tenha transmitido o vírus inicialmente para seres humanos 

cruzando a barreira das espécies, como ocorreu com o SARS-CoV e o MERS-CoV. 

A hipótese de escape de um laboratório de virologia também permanece sendo 

investigada, assim como a origem recombinante (LYTRAS; MACLEAN; 

ROBERTSON, 2020) e a possível transmissão crítica e adaptação em humanos 

antes da detecção dos primeiros casos na China (ZHANG; HOLMES, 2020). 

 Uma revisão sistemática publicada em 2001 identificou 1.415 espécies de 

organismos infecciosos capazes de se tornarem patogênicos em humanos, sendo 

217 (15,3%) vírus ou príons. Importantemente, 132 (75%) das 175 espécies 

patogênicas consideradas emergentes se transmitem de animais para humanos 

(zoonoses) (TAYLOR; LATHAM; WOOLHOUSE, 2001). 

 Em um trabalho inicial, uma revisão e análise comparativa de dados 

genômicos de coronavírus forneceu uma visão geral sobre as características 

notáveis do genoma do SARS-CoV-2 e discutiu cenários pelos quais o vírus poderia 

ter emergido. Observou-se que (i) o SARS-CoV-2 parece ser otimizado para se ligar 

ao receptor hACE2, (ii) que a proteína Spike tem um local de clivagem polibásico 

funcional na junção S1/S2 com a inserção de 12 nucleotídeos, (iii) o RBD da 

proteína Spike é a parte mais variável do seu genoma. Dadas estas três 

características, os autores propuseram dois cenários: (1) seleção natural em um 

hospedeiro animal antes da transferência zoonótica; e (2) seleção natural em 

humanos após a transferência zoonótica (ANDERSEN et al., 2020). 

                                                
39 Transmissão de um patógeno de um animal vertebrado infectado para um humano rompendo a 
barreira das espécies. 
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 Dada a semelhança do SARS-CoV-2 com os coronavírus circulantes em 

morcegos, é provável que os morcegos serviram como reservatório para seu 

progenitor. A diversidade de vírus SARS-like em morcegos foi evidenciada em um 

estudo no qual foram coletadas 411 amostras de morcegos na província de Yunnan 

(China) de maio de 2019 a novembro de 2020. Foram recuperados 24 genomas 

completos de coronavírus, incluindo quatro novos proximamente relacionados ao 

SARS-CoV-2 e três relacionados ao SARS-CoV. Destes, o RpYN06 exibiu 94,5% 

de identidade com o SARS-CoV-2 em todo o genoma e possuía a maior 

similaridade dentre todos os coronavírus já amostrados nos genes ORF1ab, 

ORF7a, ORF8, N e ORF10. Uma modelagem ecológica estimou a coexistência de 

até 23 espécies de morcegos Rhinolophus no Sudeste Asiático e sul da China, 

demonstrando que CoVs proximamente relacionados ao SARS-CoV-2 circulam em 

espécies selvagens em uma ampla região geográfica (ZHOU et al., 2021). Essa 

grande distribuição espacial e a necessidade de priorização do Sudeste Asiático 

para esforços de vigilância de coronavírus no futuro foram reforçados após a 

identificação de vírus relacionados ao SARS-CoV-2 em dois morcegos Rhinolophus 

shameli no Camboja em estudo retrospectivo com amostras de 2010. Os CoVs 

RshSTT182 e RshSTT200 apresentaram 92,6% de identidade nucleotídica ao 

longo do genoma, a maior identidade já registrada na região de nsp4 a nsp8 na 

ORF1ab, porém grande dissimilaridade40 na proteína S (DELAUNE et al., 2021).  

 Em outro estudo que avaliou as possíveis origens evolutivas da linhagem 

que deu origem a pandemia de COVID-19, observou-se que os vírus pertencentes 

ao subgênero Sarbecovirus passam por frequentes recombinações e exibem ampla 

                                                
40 Diferença significativa nos resíduos de aminoácidos de ambos os organismos investigados.  
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diversidade genética e espacial na China. Utilizando três abordagens distintas, as 

datas de divergência (MRCA) entre o SARS-CoV-2 e o seu possível reservatório 

em morcegos (RaTG13) foram estimadas em 1948 (1879-1999), 1969 (1930-2000) 

e 1982 (1948-2009), indicando que a linhagem que deu origem ao SARS-CoV-2 

tem circulado há décadas nos morcegos sem ser notada (BONI et al., 2020). Muito 

embora o isolado RaTG13 amostrado de Rhinolophus affinis tenha ~96% de 

identidade ao SARS-CoV-2 (ZHOU et al., 2020b), sua Spike diverge no RBD, o que 

sugere que pode não se ligar eficientemente ao hACE2 (WAN et al., 2020). Por 

estar associado a eventos de recombinação, outros três vírus (RmYN02, RpYN06 

e PrC31) são mais similares ao longo do genoma (particularmente ORF1ab) e, 

portanto, compartilham um ancestral comum mais recente com o SARS-CoV-2 em 

relação ao RaTG13 (LYTRAS et al., 2021).  

Em um esforço para compreender a diversidade de vírus SARS-like em Laos 

(península da Indochina) foram capturados 645 morcegos pertencentes a seis 

famílias e 46 espécies. O estudo, disponibilizado em setembro de 2021, 

demonstrou que três genomas (BANAL-52, BANAL-102 e BANAL-236) possuem 

alta similaridade ao SARS-CoV-2, com um a dois resíduos diferindo no RBD 

apenas. A sequência BANAL-52 possui a maior similaridade ao longo do genoma 

identificada até o momento, possuindo alta conservação no domínio S1 (TEMMAM 

et al., 2021).  

A partir de uma análise metagenômica41 de amostras de 227 morcegos 

coletadas na província de Yunnan (China), entre maio e outubro de 2019, um novo 

                                                
41 Abordagem que engloba o sequenciamento de todo o material genético de uma amostra, 
permitindo o estudo de genomas de microrganismos sem a necessidade de realizar cultivos 
celulares individuais. 
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CoV derivado de morcegos (RmYN02) foi identificado. Apesar de possuir somente 

93,3% de identidade nucleotídica com o SARS-CoV-2 no genoma completo e 

97,2% de identidade na ORF1ab, o RmYN02 mostrou baixa identidade (61,3%) no 

RBD, provavelmente não sendo capaz de se ligar à hACE2. Porém, apesar de não 

ser o progenitor imediato, esse CoV possui o sítio de clivagem de furinas42 

característico do SARS-CoV-2, indicando que tais eventos de inserção podem 

ocorrer naturalmente em Betacoronavirus que infectam animais (ZHOU et al., 

2020a). Essa hipótese foi reforçada com a demonstração de que estes sítios de 

clivagem localizados na junção S1/S2 são comuns e emergiram de modo 

independente em múltiplos coronavírus (WU; ZHAO, 2021), incluindo 

Alphacoronavirus de felinos, MERS-CoV, HCoV-OC43, HCoV-HKU1 e HKU9-1 

(HOLMES et al., 2021). 

Em uma análise metatranscriptômica43 na qual foram amostrados 1.725 

animais de caça de 16 espécies e cinco ordens de mamíferos da China, foram 

identificados 71 vírus patogênicos em mamíferos, sendo 45 descritos pela primeira 

vez. Dezoito deles foram considerados de alto risco potencial para humanos e 

animais domésticos, os quais foram principalmente carregados pelas civetas 

(Paguma larvata). Adicionalmente, foram detectadas transmissões do coronavírus 

HKU8 de um morcego para uma civeta, assim como saltos de espécies de 

morcegos para ouriços e de aves para porcos-espinhos. Portanto, estes dados 

evidenciam o papel predominante dos animais selvagens para o surgimento de 

doenças infecciosas nas populações humanas (HE et al., 2021).  

                                                
42 Consiste em quatro aminoácidos PRRA codificados na proteína Spike, os quais são clivados por 
furinas, separando as porções S1 e S2 e mediando a fusão das membranas celulares e virais. 
43 Técnica que utiliza sequenciamento completo e estuda a expressão de genes de comunidades 
microbianas complexas. 
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Em março de 2021, a OMS publicou um documento após investigações na 

China de quatro possíveis fontes de emergência: (i) transmissão zoonótica direta 

para humanos (spillover); (ii) introdução por meio de um hospedeiro intermediário 

seguido de spillover; (iii) introdução por meio da cadeia de alimentos frios; e (iv) 

introdução por meio de um incidente de laboratório. Os pesquisadores 

consideraram a probabilidade de cada um desses eventos dadas as evidências 

prévias e levantadas no estudo, sendo (i) de possível a provável; (ii) muito provável; 

(iii) possível; e (v) extremamente improvável (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2021c). Contudo, alguns especialistas em evolução molecular argumentaram que 

os dados publicados neste documento não traziam evidências conclusivas e 

balanceadas para ambas as hipóteses (origem natural ou escape de laboratório), 

de modo que consideraram as afirmações demasiadamente definitivas (BLOOM et 

al., 2021). 

Após tais argumentações, um dos autores identificou um conjunto de dados 

contendo 13 sequências do SARS-CoV-2 do início da epidemia de Wuhan que foi 

excluído do Sequence Read Archive (BLOOM, 2021) e verificou que os genomas 

do Mercado de Frutos do Mar de Huanan — uma das possíveis fontes de origem 

do vírus e o foco do relatório conjunto da OMS—, não são representativas de todos 

os SARS-CoV-2 circulantes em Wuhan no início da epidemia. Sendo assim, há 

duas identidades plausíveis para o progenitor de todos os SARS-CoV-2 

conhecidos: uma é a proCoV2 (KUMAR et al., 2021) e outra é um dos novos 

genomas que carrega três mutações (C8782T, T28144C e C29095T) relativas ao 

Wuhan-Hu-1 (usada como referência atualmente e isolada no Mercado de Huanan). 

Mesmo ainda não respondendo às questões sobre origem natural ou escape de 
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laboratório, esses achados demonstram que tal remoção de dados, apesar de 

prática comum e permitida, pode ter sido propositalmente realizada para esconder 

pistas sobre o surgimento da doença. 

Mais recentemente, valendo-se de registros das vendas de animais 

selvagens nos mercados de Wuhan entre maio de 2017 e novembro de 2019, 

observou-se a venda de 47.381 indivíduos de 38 espécies, incluindo 31 espécies 

protegidas. Além disso, demonstraram-se as más condições de higiene sob as 

quais estes animais foram mantidos antes da venda. Contudo, a ausência de 

representação de pangolins nesse conjunto de dados sugere que os pangolins 

dificilmente serviram como hospedeiros intermediários do SARS-CoV-2 em sua 

origem. Porém, a presença de outros animais suscetíveis ao SARS-CoV-2, como 

cães-guaxinim e minks não descarta a participação de algum hospedeiro 

intermediário e a origem zoonótica do vírus (XIAO et al., 2021). Além disso, uma 

análise detalhada da diversidade do SARS-CoV-2 durante o início da pandemia 

aponta para a presença de erros de sequenciamento ou montagem de genomas 

intermediários entre as linhagens A e B devido à observação repetida de pares de 

genomas com homoplasias44 improváveis, o que põe em dúvida a presença de 

intermediários entre tais linhagens e torna plausível a transmissão do vírus para 

humanos em múltiplos mercados de Wuhan com cadeias de fornecimento 

compartilhadas para venda de animais selvagens (PEKAR et al., 2021b).  

Em uma revisão crítica sobre as teorias de origem natural (zoonótica) e 

escape de laboratório escrita por alguns dos principais especialistas em biologia 

evolutiva do mundo, são levantadas todas as evidências epidemiológicas e 

                                                
44 Mutações que ocorrem de modo independente em diferentes ramos da árvore filogenética. 
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evolutivas disponíveis até o momento (HOLMES et al., 2021). Muito embora a 

hipótese de manipulação proposital ou escape acidental não possam ser 

completamente descartadas, a introdução de características complexas como 

patogenicidade45 ou transmissibilidade em um vírus geralmente não é viável exceto 

em sistemas muito limitados e bem caracterizados (GRONVALL, 2021). Além disso, 

não há associação dos primeiros casos a laboratórios de pesquisa de Wuhan, nem 

evidências de que estes possuíam ou trabalhavam em um CoV semelhante ao 

SARS-CoV-2 antes da pandemia que permitisse estudos de ganho de função que 

resultassem no causador da COVID-19. Portanto, o corpo de evidências sobre 

coronavírus anteriores — incluindo o surgimento no mesmo período da SARS que 

indica certo grau de sazonalidade nas infecções causadas por coronavírus 

(GRONVALL, 2021)—, a associação epidemiológica aos mercados de venda de 

animais, a ampla subamostragem de CoVs em morcegos e animais selvagens, bem 

como a evolução natural do SARS-CoV-2 durante a pandemia apontam para uma 

origem natural (HOLMES et al., 2021; LYTRAS et al., 2021). Além disso, uma 

investigação minuciosa dos primeiros casos em Wuhan demonstrou que a maioria 

deles se concentrou em torno do mercado de Huanan — mesmo na ausência de 

contato direto por trabalho ou visita —, o que sugere que havia transmissão 

comunitária do SARS-CoV-2 em Wuhan em dezembro de 2019 antes mesmo de 

sua detecção e notificação às autoridades chinesas (WOROBEY, 2021). 

                                                
45 Termo qualitativo relacionado à capacidade potencial de desencadear doenças. 
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1.8.2. NOMENCLATURA DINÂMICA E ACOMPANHAMENTO DO 

ESPALHAMENTO VIRAL 

Desde o sequenciamento do primeiro genoma do SARS-CoV-2 (ZHOU et 

al., 2020b), esforços internacionais sem precedentes de sequenciamento viral 

permitiram a disponibilização de cerca de sete milhões de genomas do SARS-CoV-

2 no banco de dados Global initiative on sharing all influenza data (GISAID) até o 

momento (SHU; MCCAULEY, 2017), que podem ser utilizados para estudos de 

epidemiologia genômica que permitem acompanhar a história e a dinâmica 

evolutiva do SARS-CoV-2 ao longo do espaço e do tempo (RAMBAUT et al., 

2020a). 

Para capturar a história evolutiva e o espalhamento geográfico do SARS-

CoV-2 no mundo foi criada uma nomenclatura dinâmica para classificação dos 

isolados. Nesta abordagem, uma linhagem é um conjunto (cluster) de sequências 

que estão associadas a um evento epidemiológico, isto é, a introdução (isto é, 

importação) do vírus em uma área geográfica distinta com evidência de propagação 

posterior.  

De um modo geral, os rótulos das principais linhagens começam com uma 

letra. Na raiz46 da filogenia do SARS-CoV-2 estão duas linhagens que foram 

denominadas A (sequência de 05 de janeiro de 2020: Wuhan/WH04/2020) e B 

(representante de 26 de dezembro de 2019: Wuhan-Hu-1). Para as demais 

linhagens descendentes da linhagem A ou B se atribui um valor numérico (por 

exemplo, A.1 ou B.2), seguindo as seguintes condições: (1) cada linhagem 

descendente deve apresentar evidência filogenética de aparecimento em outra 

                                                
46 Linhagem ancestral que deu origem a todos os organismos da árvore filogenética, sendo estimada 
com base nas sequências observadas. 
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população geograficamente distinta, o que implica uma transmissão substancial. 

Para mostrar evidência filogenética, a nova linhagem deve: (a) apresentar uma ou 

mais substituições nucleotídicas compartilhadas da linhagem ancestral; (b) possuir, 

pelo menos, cinco genomas com >95% do genoma sequenciado; (c) apresentar, 

pelo menos, uma mudança nucleotídica compartilhada entre seus genomas; e (d) 

um valor de suporte (bootstrap) >70% para o ramo da árvore que leva à linhagem. 

(2) as linhagens identificadas no passo 1 podem agir como ancestrais para 

linhagens de vírus que subsequentemente emergem em outras áreas geográficas 

ou em momentos posteriores, desde que satisfaçam os critérios (a-d). Isto resulta 

em uma nova designação de linhagem (por exemplo, A.1.1); (3) o procedimento 

iterativo na etapa 2 pode proceder para um máximo de três subníveis (por exemplo, 

A.1.1.1), após o qual as novas linhagens descendentes recebem uma letra (em 

ordem alfabética inglesa de C), de modo que A.1.1.1.1 se tornaria C.1 e A.1.1.1.2 

se tornaria C.2 (RAMBAUT et al., 2020a).  

Portanto, essa nomenclatura é capaz de: (i) capturar padrões locais e globais 

de diversidade genética do vírus de maneira coerente; (2) rastrear linhagens 

emergentes à medida que se movem entre países e populações dentro de cada 

país; (3) ser suficientemente robusta e flexível para acomodar a nova diversidade 

de vírus à medida que ela é gerada; e (4) ser dinâmica, de modo que possa 

incorporar tanto o nascimento quanto a morte de linhagens virais ao longo do tempo 

(RAMBAUT et al., 2020a). A atribuição das linhagens globais (PANGO lineages) 

seguindo tal nomenclatura foi implementada no software pangolin 

(https://github.com/cov-lineages/pangolin), que é amplamente usado pela 

comunidade científica para a classificação dos genomas recém sequenciados. 

https://github.com/cov-lineages/pangolin
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Adicionalmente, o grupo responsável disponibiliza uma página onde podem ser 

feitos filtros por linhagem para obter os países com maior frequência, a quantidade 

de sequências atribuídas àquela linhagem, a data da primeira detecção, entre 

outros (https://cov-lineages.org/lineages.html).  

Iniciativas como o Nextstrain (https://nextstrain.org/; (HADFIELD et al., 2018) 

fornecem um fluxo padronizado e interativo para a interpretação e visualização dos 

resultados filogenéticos e filogeográficos, sendo diariamente atualizado e 

gerenciado por um grupo ativo de pesquisadores e desenvolvedores. Diariamente, 

são amostrados genomas representativos e construída uma árvore filogenética 

global (https://nextstrain.org/ncov/global) e análises focadas nos continentes (por 

exemplo, América do Sul: https://nextstrain.org/ncov/south-america). Além do 

SARS-CoV-2, essa ferramenta também pode ser usada para a vigilância genômica 

de outros patógenos, já tendo sido aplicado aos vírus Influenza, West Nile virus, 

Zika virus, Ebolavirus, Dengue virus, entre outros. 

 A ferramenta CoV-GLUE (http://cov-glue.cvr.gla.ac.uk/#/replacement; 

SINGER et al., 2020) permite o acompanhamento de substituições não-sinônimas, 

inserções e deleções nas sequências do SARS-CoV-2 depositadas no GISAID, 

fornecendo uma interface interativa e a disponibilidade de vários filtros que 

permitem a visualização das mutações mais frequentes no mundo e em regiões 

específicas. 

 Uma ótima ferramenta para acompanhar relatórios de mutações e linhagens 

específicas é o outbreak.info (MULLEN et al., 2021a), que agrega a frequência 

destas em diferentes países ao longo do tempo e permite customizações para 

https://cov-lineages.org/lineages.html
https://nextstrain.org/
https://nextstrain.org/ncov/global
https://nextstrain.org/ncov/south-america
http://cov-glue.cvr.gla.ac.uk/#/replacement
https://www.zotero.org/google-docs/?PFodfe
https://www.zotero.org/google-docs/?KcviP7
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investigações mais direcionadas. Também permite comparar as mutações comuns 

e diferentes que definem as linhagens. 

 No Brasil, pesquisadores da Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz) 

disponibilizam alguns gráficos que mostram a quantidade de genomas 

sequenciados no Brasil por mês e por estado, a frequência das principais linhagens 

no país, nas regiões geográficas e nos estados, a quantidade de linhagens por 

estado, entre outras informações (http://www.genomahcov.fiocruz.br/grafico/). 

1.8.4. ESPALHAMENTO VIRAL NO TERRITÓRIO BRASILEIRO 

No Brasil (Figura 8), o SARS-CoV-2 chegou oficialmente em 25 de fevereiro 

de 2020, em um viajante que retornava da Itália, e os primeiros esforços foram 

feitos tanto em nível nacional quanto regional para caracterizar as introduções 

internacionais e a transmissão viral comunitária nesta primeira onda epidêmica. 

A dinâmica inicial de transmissão do SARS-CoV-2 no território brasileiro foi 

investigada por meio do sequenciamento de 490 genomas amostrados de modo 

proporcional ao número de casos por estado brasileiro até o final de abril de 2020. 

Foi determinado que: (i) B.1.1 e linhagens derivadas foram predominantes no início 

da pandemia; (ii) houve >100 introduções internacionais independentes no país; (iii) 

um movimento significativo do vírus entre as regiões brasileiras foi observado após 

restrições de viagens internacionais; e (iv) medidas não-farmacológicas foram 

capazes de reduzir o número de reprodução (R0) de >3 para ≅1. Adicionalmente, a 

maioria (76%) desses genomas brasileiros pertencia a três clados que foram 

introduzidos da Europa entre 22 de fevereiro e 11 de março de 2020. O clado 1 

circulava predominantemente no estado de São Paulo  (n =159, 85,4%),  enquanto  

http://www.genomahcov.fiocruz.br/grafico/
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Figura 8.  Mapa do Brasil, evidenciando as cinco regiões brasileiras e os 26 estados brasileiros 

somados ao Distrito Federal.  

Fonte: MUNDO EDUCAÇÃO, 2021. 

o clado 2 foi considerada a linhagem mais difundida espacialmente, representado 

por sequências de 16 estados do Brasil. O clado 3, por outro lado, concentrou-se 

no estado do Ceará (n=16, 89%), fazendo parte de um cluster47 global composto 

principalmente por sequências da Europa (CANDIDO et al., 2020b). 

Em Pernambuco, no Nordeste brasileiro, 88% das 101 sequências foram 

classificadas como linhagem B.1.1 e foram observados seis clados locais, com a 

estimativa de, pelo menos, cinco eventos de importação internacional (PAIVA et al., 

2020). Em Minas Gerais (Sudeste), 92,5% dos 40 genomas de março de 2020 

                                                
47 Conceito similar a clado, no qual é formado um grupo de sequências de diferentes pacientes que 
compartilham um ancestral comum. 



63 
 

pertenciam à linhagem B (principalmente B.1.1) e uma análise epidemiológica 

revelou que a distribuição de casos e mortes foi mais uniforme espacialmente, 

enquanto em outros estados do Sudeste foi mais centralizada em torno das capitais 

(XAVIER et al., 2020). No Amazonas, 250 genomas de diferentes municípios do 

estado foram amostrados entre março de 2020 e janeiro de 2021 e observou-se 

que a primeira fase de crescimento exponencial foi impulsionada, principalmente, 

pela disseminação da linhagem B.1.195, que foi gradualmente substituída pela 

linhagem B.1.1.28 (NAVECA et al., 2021a). 

 Dentre os três clados brasileiros relatados por CANDIDO et al. (2020), dois 

deles se espalharam amplamente pelo Brasil, sendo denominados como linhagens 

B.1.1.33 e B.1.1.28. Após um amplo predomínio destas linhagens por grande parte 

do ano de 2020, as linhagens P.1 (FARIA et al., 2021; NAVECA et al., 2021) e P.2 

(VOLOCH et al., 2021) — ambas derivadas de B.1.1.28 — substituíram-nas 

rapidamente. A variante P.1 rapidamente foi classificada como uma VOC 

(denominada Gama) devido à constelação de mutações na proteína Spike, bem 

como sua associação a maiores cargas virais (NAVECA et al., 2021a), 

transmissibilidade, evasão imune e letalidade (FARIA et al., 2021), suplantando 

todas as demais linhagens no Brasil até meados de 2021. Durante este período, 

também foram identificadas mais algumas novas linhagens no Brasil, como: P.4 

(BITTAR et al., 2021) no interior de São Paulo, N.9 (RESENDE et al., 2021c) e N.10 

(RESENDE et al., 2021b) majoritariamente no Norte e Nordeste e P.1.2 no Sudeste 

(FRANCISCO JUNIOR et al., 2021b) e Sul (FRANCESCHI et al., 2021b) do país, 

entre outras; bem como foram detectadas VOCs importadas ao país, como: B.1.1.7 

(Alfa) (CLARO et al., 2021) a B.1.351 (Beta) (SLAVOV et al., 2021), e B.1.617.2 
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(Delta) (LAMARCA et al., 2021a), a qual passou a predominar no Brasil juntamente 

com suas sublinhagens em Agosto de 2021. 

1.8.5. EMERGÊNCIA DE VARIANTES DE INTERESSE E PREOCUPAÇÃO 

A mutação é um aspecto comum no ciclo de vida de um vírus de RNA. Como 

estes vírus empregam uma RNA polimerase intrinsecamente propensa a erros na 

replicação, seus genomas acumularão mutações durante cada ciclo de cópia. Além 

disso, estes ciclos ocorrem na ordem de horas, assegurando que uma população 

diversificada de vírus será gerada mesmo dentro de um único hospedeiro infectado. 

Contudo, espera-se que a maioria das mutações tenha impacto negativo no 

funcionamento do vírus fazendo com que estas sejam removidas por seleção 

natural (GRUBAUGH; PETRONE; HOLMES, 2020). Sendo assim, embora uma 

mutação (ou uma combinação delas) que muda a forma como um vírus é 

transmitido, sua patogenicidade, sua gama de hospedeiros48 ou sua 

antigenicidade49 possa aparecer prontamente em uma população viral, não se 

espalhará rapidamente, a menos que seja evolutivamente vantajosa (GRUBAUGH; 

PETRONE; HOLMES, 2020; HARVEY et al., 2021; PEACOCK et al., 2021b). O 

espalhamento de mutações e variantes virais é governado por uma série de fatores, 

incluindo processos demográficos, como crescimento populacional, expansão 

geográfica, efeitos fundadores50, deriva genética, bem como efeitos da seleção 

positiva em casos de aumento de transmissibilidade (VOLZ et al., 2021a). 

                                                
48 Amplitude de organismos que um parasita é capaz de infectar. 
49 A capacidade de induzir uma resposta imune. 
50 Perda de variação genética que ocorre quando uma nova população é estabelecida por um 
número muito pequeno de indivíduos de uma população maior. 



65 
 

A diversidade limitada do SARS-CoV-2 relatada durante o ano de 2020 pode 

ser parcialmente atribuída ao mecanismo de revisão durante a replicação do RNA 

(proofreading) realizado por uma exoribonuclease presente no complexo não-

estrutural (nsp10-nsp14), a qual aumenta significativamente a fidelidade na 

incorporação de nucleotídeos, mantendo a integridade do seu genoma 

especialmente grande para vírus de RNA (LIU et al., 2021b; MA et al., 2015; 

OGANDO et al., 2020). Por este motivo, inicialmente foi postulado que as vacinas 

baseadas em uma única sequência da proteína Spike, provavelmente, gerariam 

proteção imunológica para todas as variantes circulantes (DEARLOVE et al., 2020). 

Porém, desde o final de 2020, algumas linhagens do SARS-CoV-2 

emergiram, carregando principalmente mutações na glicoproteína Spike (S), que é 

responsável por mediar a interação com o receptor hACE2. Trata-se, portanto, do 

principal alvo dos anticorpos neutralizantes (anti-SARS-CoV-2) e do 

desenvolvimento de vacinas (WALLS et al., 2020). Atualmente, existem cinco 

linhagens de maior preocupação mundial: B.1.1.7, B.1.351, P.1, B.1.617.2 e 

B.1.1.529/BA.1. Para evitar a estigmatização dos países de origem e promover a 

facilitação da comunicação entre especialistas e público leigo, foi criada pela OMS 

uma nomenclatura baseada em letras gregas. Desta forma, as VOCs são 

chamadas Alfa, Beta, Gama, Delta e Ômicron, respectivamente (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2021d).  

A primeira (Alfa) surgiu no Reino Unido em meados de setembro de 2020 e 

se caracteriza por 14 substituições de aminoácidos de linhagem específica e se 

espalhou rapidamente pelo Reino Unido e pela Europa desde sua primeira aparição 

(RAMBAUT et al., 2020b). Duas substituições presentes nesta linhagem merecem 
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atenção especial: N501Y e P681H. O sítio 501, no qual ocorre a mutação de uma 

asparagina para uma tirosina (N501Y), está localizado na porção S1 do RBD e é 

um dos quatro principais sítios de contato que interagem com hACE2, já o sítio 681, 

onde ocorre a substituição de uma prolina por uma histidina (P681H), é um dos 

quatro sítios que compõem a inserção que cria um sítio de clivagem de furinas entre 

S1 e S2, que não é encontrado nos coronavírus proximamente relacionados (XIA 

et al., 2020).  

A segunda variante (Beta), provavelmente, emergiu na África do Sul em 

agosto de 2020 e abriga três mutações principais no RBD: K417N, E484K e N501Y 

(TEGALLY et al., 2021). Ainda em 2020, emergiu a terceira VOC (Gama), 

denominada P.1. Esta é derivada da B.1.1.28 e foi identificada inicialmente em 

japoneses que estavam em Manaus (estado do Amazonas, Brasil) e retornaram 

infectados ao seu país. Possui as mesmas três mutações presentes no RBD da 

linhagem primeiramente detectada na África do Sul, exceto pela substituição na 

posição 417, onde a lisina original (K) é substituída por uma treonina (T), em vez 

de uma asparagina (N). Porém, seu surgimento foi independente das demais 

linhagens (FARIA et al., 2021). Na primeira metade de 2021, a linhagem B.1.617.2, 

primeiramente detectada na Índia, também foi caracterizada como VOC, 

principalmente, por possuir uma constelação de mutações na proteína Spike 

(especialmente L452R e P681R) (PEACOCK et al., 2021b), por seu amplo 

espalhamento pelo mundo suplantando inclusive outras VOCs (MULLEN et al., 

2021b) e pela reduzida sensibilidade a anticorpos de indivíduos vacinados 

(PLANAS et al., 2021b).  
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Em novembro de 2021, a variante B.1.1.529/BA.1 (Ômicron) foi identificada, 

inicialmente, em países com baixas taxas de vacinação (África do Sul e em 

Botswana), sendo rapidamente associada ao aumento de casos nessas 

localidades. Além de mutações na proteína S comuns a outras VOCs e VOIs, esta 

possui muitas substituições adicionais (e. g., A67V, N211I, Δ212, G339D, S371L, 

S373P, S375F, Q493R, G496S, Q498R, Y505H, T457K, N764K, entre outras). A 

rápida identificação e caracterização permitiram o acompanhamento em tempo real 

de seu espalhamento globalmente. Até a metade de dezembro de 2021, foram 

depositadas mais de 7 mil sequências de 67 países no banco de dados GISAID. 

Sendo assim, muito embora estudos ainda estejam em andamento, extrapola-se 

que se trata de uma variante mais transmissível e capaz de evadir a resposta imune 

devido às suas mutações e sua rápida difusão, já substituindo a variante Delta e se 

tornando predominante mundialmente (KARIM; KARIM, 2021).  

Além das cinco VOCs, linhagens como B.1.427/429 (Califórnia, EUA) (DENG 

et al., 2021), B.1.526 (Nova Iorque, EUA) (LASEK-NESSELQUIST et al., 2021a), 

C.37 / Lambda (Peru), B.1.617 (Índia), B.1.621 / Mu (Colômbia) e P.2 (Brasil) 

(VOLOCH et al., 2021) foram categorizadas como VOIs. O surgimento 

independente destas linhagens (VOCs e VOIs) com substituições compartilhadas 

— como K417N/T, L452R, E484K, D614G, N501Y, P681H/R (Figura 9) — sugere 

processos evolutivos convergentes51 e uma grande mudança global nos padrões 

seletivos do SARS-CoV-2 ocorrendo desde o final de 2020 (FARIA et al., 2021; 

MARTIN et al., 2021; RAMBAUT et al., 2020b; TEGALLY et al., 2021). Tais padrões  

  

                                                
51 Processo pelo qual organismos não intimamente relacionados (não monofiléticos), adquirem 
independentemente características semelhantes na necessidade de adaptação a ambientes 
similares. 
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Figura 9. Mutações na proteína Spike do SARS-CoV-2 compartilhadas entre as cinco principais VOCs. Linhas representam as diferentes VOCs e colunas mostram 

as substituições. O gradiente de cores iniciando em rosa claro (0%) até roxo escuro (100%) indica a frequência da substituição dentro da linhagem. Dados atualizados 

em 11/01/2022. Ao longo de 2021, várias linhagens foram categorizadas como VOIs, mas, ao serem superadas pelas VOCs, foram removidas desta denominação, 

restando atualmente Lambda e Mu como VOIs juntamente com as VOCs Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gama (P.1), Delta (B.1.617.2) e Ômicron (B.1.1.529/BA.1).  

Fonte: MULLEN et al. (2021c).

https://www.zotero.org/google-docs/?I1mQD8
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evolutivos virais podem comprometer a eficácia das campanhas de vacinação 

mundiais iniciadas no final de 2020, mas que seguem ritmos diferentes conforme o 

planejamento, os investimentos e a situação da pandemia nos diferentes países. 

Após estudos aprofundados com as mutações presentes especialmente em 

VOCs (Tabela 3), há evidências importantes da alteração da antigenicidade da 

proteína Spike do SARS-CoV-2. Essas substituições e deleções de aminoácidos 

na proteína Spike que impactam a ação dos anticorpos neutralizantes estão 

presentes em frequências significativas na população global do vírus. Além disso, 

há evidências de variantes que exibem resistência à imunidade mediada por 

anticorpos produzidos pelas vacinas. Como em geral tais variantes também estão 

associadas à maior transmissibilidade, observa-se um aumento preocupante em 

sua frequência pelo mundo. Contudo, historicamente, a evolução da resistência às 

vacinas normalmente ocorre mais lentamente e menos frequentemente do que a 

evolução da resistência a medicamentos como os antimicrobianos, por exemplo 

(KENNEDY; READ, 2017). Ainda assim, diante da reduzida eficácia das vacinas 

frente às VOCs, os fabricantes devem preparar plataformas para uma possível 

atualização das sequências utilizadas nas vacinas, acompanhando de perto as 

mudanças genéticas e antigênicas na população viral e os experimentos que 

elucidam os impactos fenotípicos dessas mutações (HARVEY et al., 2021). 



19 
 

 

Tabela 3. Principais características moleculares, epidemiológicas e clínicas das cinco VOCs melhor caracterizadas mundialmente 

desde o início da pandemia 

Linhagem PANGO B.1.1.7 B.1.351 P.1 B.1.617.2 B.1.1.529/BA.1 

Clado GISAID 
GRY (inicialmente 

GR/501Y.V1) 
GH/501Y.V2 GR/501Y.V3 G/452R.V3 GRA 

Clado Nextstrain 20I/S:501Y.V1 20H/S:501Y.V2 20J/S:501Y.V3 21A/S:478K 21K/L/M 

Nome OMS Alpha Beta Gamma Delta Ômicron 

Primeiras amostras 

documentadas 
Setembro 2020 Maio 2020 Novembro 2020 Outubro 2020 Novembro 2021 

País de origem provável Reino Unido África do Sul Brasil Índia 
Botswana / Hong Kong / 

África do Sul 

Países com sequências 

depositadas 
175 115 72 160 115 

Mutações-chave 

ORF1ab: del3675/3677 

S: del69/70, del144/145, 

N501Y, A570D, P681H 

ORF1ab: del3675/3677 

S: K417N, E484K, 

N501Y 

ORF1ab: del3675/3677 

S: K417T, E484K, 

N501Y 

S: del157/158, L452R, 

T478K, P681R 

>25 mutações 

definidoras em S 

Transmissibilidade +++ + ++ +++ ++++ 

Evasão imune — ++++ +++ ++ +++++ 

Redução na efetividade 

de vacinas* 
+ +++ ++ +++ ++++ 

Para transmissibilidade, evasão imune e efetividade das vacinas é feito um comparativo entre as cinco VOCs, de modo que aquela com mais sinais possui 

efeitos mais significativos. Informações mais detalhadas sobre estes tópicos serão abordadas mais detalhadamente na discussão. 

Fonte: MULLEN et al. (2021a); O’TOOLE et al. (2021). 

https://www.zotero.org/google-docs/?3xKxJg
https://www.zotero.org/google-docs/?3xKxJg
https://www.zotero.org/google-docs/?3xKxJg
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2. OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 Realizar análises genômicas de amostras isoladas de SARS-CoV-2 a fim de 

compreender a distribuição de mutações e linhagens virais em nível municipal 

(Esteio, Rio Grande do Sul [RS], Brasil), estadual (RS) e nacional (Brasil). 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

● Realizar análises mutacionais de variant calling a fim de identificar mutações 

sofridas pelo vírus durante a pandemia da COVID-19; 

● Realizar análises filogenéticas de máxima verossimilhança em genomas de 

SARS-CoV-2 para identificar clados bem-suportados; 

● Realizar estudos filogeográficos e filodinâmicos Bayesianos dos genomas 

de SARS-CoV-2, a fim de compreender os padrões geográficos e temporais 

de dispersão local e sua relação com a dispersão regional, nacional e global 

do vírus; 

● Discutir o impacto de mutações positivamente selecionadas para o fitness 

viral, aumento de transmissibilidade e escape imunológico frente à infecção 

natural e vacinação.  
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3. CAPÍTULO I 

O manuscrito que constitui este capítulo, intitulado “Genomic epidemiology 

of SARS-CoV-2 in Esteio, Rio Grande do Sul, Brazil” objetivou acompanhar a 

evolução molecular e a propagação do SARS-CoV-2 no município de Esteio (RS) 

usando inferências filogenéticas e filodinâmicas utilizando 21 novos genomas 

amostrados entre maio e outubro de 2020 no contexto regional e global. Encontra-

se publicado na revista BMC Genomics (https://bmcgenomics.biomedcentral.com/), 

com fator de impacto JCR 2021 = 3,969 e Qualis/CAPES = A2. O manuscrito e os 

materiais suplementares estão disponíveis na íntegra (Open access) no seguinte 

link: https://bmcgenomics.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12864-021-07708-

w. Todas as análises descritas no manuscrito, assim como a sua redação, foram 

realizadas pelo aluno Vinícius Bonetti Franceschi, sendo os demais autores 

responsáveis por colaborações na escrita ou análises, bem como na sua orientação 

e obtenção de fomento. Abaixo, todas as páginas do manuscrito publicado foram 

anexadas para compor o Capítulo I da presente dissertação. 

  

https://bmcgenomics.biomedcentral.com/
https://bmcgenomics.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12864-021-07708-w
https://bmcgenomics.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12864-021-07708-w
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4. CAPÍTULO II 

O manuscrito que constitui este capítulo, intitulado “Mutation hotspots and 

spatiotemporal distribution of SARS-CoV-2 lineages in Brazil, February 2020-2021” 

visou acompanhar a evolução molecular e a distribuição espaço-temporal do 

SARS-CoV-2 no território brasileiro realizando inferências filogenéticas e 

filogeográficas a partir de genomas virais depositados até Fevereiro de 2021. 

Encontra-se publicado na revista Virus Research 

(https://www.journals.elsevier.com/virus-research), com fator de impacto JCR 2021 

= 3,303 e Qualis/CAPES = A3. O manuscrito e os materiais suplementares estão 

disponíveis mediante assinatura no seguinte link: 

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0168170221002392. Todas 

as análises descritas no manuscrito, assim como a sua redação, foram realizadas 

pelo aluno Vinícius Bonetti Franceschi, sendo os demais autores responsáveis por 

colaborações na escrita ou análises, bem como na sua orientação e obtenção de 

fomento. Abaixo, todas as páginas do manuscrito publicado foram anexadas para 

compor o Capítulo II da presente dissertação. 

  

https://www.journals.elsevier.com/virus-research
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0168170221002392
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5. CAPÍTULO III 

O manuscrito que constitui este capítulo, intitulado “Predominance of the 

SARS-CoV-2 Lineage P.1 and Its Sublineage P.1.2 in Patients from the Metropolitan 

Region of Porto Alegre, Southern Brazil in March 2021” buscou identificar se a 

linhagem P.1, detectada no final de 2020 no estado do Amazonas, já representava 

grande parte dos casos na região metropolitana de Porto Alegre em Março de 2021, 

além de caracterizar a evolução e padrões de espalhamento geográfico das 

amostras sequenciadas. Encontra-se publicado na revista Pathogens 

(https://www.mdpi.com/journal/pathogens), com fator de impacto JCR 2021 = 3,492  

e Qualis/CAPES = A2. O manuscrito e os materiais suplementares estão 

disponíveis na íntegra (Open access) no seguinte link: https://www.mdpi.com/2076-

0817/10/8/988/html. Todas as análises descritas no manuscrito, assim como a sua 

redação, foram realizadas pelos alunos Vinícius Bonetti Franceschi e Gabriel Dickin 

Caldana, sendo os demais autores responsáveis por colaborações na escrita ou 

análises, bem como na sua orientação e obtenção de fomento. Abaixo, todas as 

páginas do manuscrito publicado foram anexadas para compor o Capítulo III da 

presente dissertação. 

  

https://www.mdpi.com/journal/pathogens
https://www.mdpi.com/2076-0817/10/8/988/html
https://www.mdpi.com/2076-0817/10/8/988/html
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6. DISCUSSÃO 

 No presente estudo, realizamos a análise de genomas isolados de pacientes 

acometidos pela COVID-19 para a compreensão da distribuição de linhagens e 

padrão de espalhamento geográfico em nível municipal (Esteio, RS, Brasil), 

estadual (RS) e nacional (Brasil). 

A seguir, serão apresentados estudos relevantes conduzidos na primeira 

fase da pandemia no Brasil. Em nosso estudo realizado em Esteio, entre maio e 

outubro de 2020, verificamos a provável dominância das linhagens B.1.1.33 e 

B.1.1.28, assim como ocorreu em território nacional (FRANCESCHI et al., 2021c; 

REDE GENÔMICA FIOCRUZ, 2021). Também evidenciamos a grande contribuição 

da região Sudeste na difusão de ambas as linhagens para outros estados e países, 

o que é consistente com a observação de que as metrópoles Rio de Janeiro e São 

Paulo eram os locais com maior risco de importações virais devido a sua 

conectividade aérea internacional e nacional (CANDIDO et al., 2020a). Nesse 

sentido, uma modelagem matemática sugeriu que 17 cidades foram responsáveis 

por 98-99% dos casos iniciais e 26 rodovias federais foram responsáveis por cerca 

de 30% da propagação do SARS-CoV-2 (NICOLELIS et al., 2021). Adicionalmente, 

trajetórias do centro geográfico da epidemia ao longo de 2020 demonstraram que, 

após a introdução em São Paulo, tanto os casos quanto as mortes se deslocaram 

progressivamente para o norte até meados de junho de 2020, quando voltaram a 

se deslocar para o sudeste (CASTRO et al., 2021). 

Importantemente, conseguimos realizar, à época, a primeira detecção da 

linhagem P.2 no RS em outubro, em data próxima à sua detecção no Rio de Janeiro 

(FRANCESCHI et al., 2021a; FRANCISCO JUNIOR et al., 2021a). Por ter sido 

realizado em um pequeno município, fomos capazes de rastrear dois conjuntos de 
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mutações virais em pacientes epidemiologicamente relacionados, destacando a 

importância do rastreamento da disseminação viral em pequenas áreas da 

comunidade e a formação de sublinhagens. 

Em uma investigação retrospectiva dos primeiros casos de cada um das 15 

Coordenadorias Regionais de Saúde do RS, foi evidenciado o papel das 

introduções nacionais e internacionais para o estabelecimento da pandemia no 

estado. Foram detectadas as linhagens A (n=1), B.1 (33,3%) e B.1.1 (13,3%) 

relacionadas à diversidade viral inicial em outros países, e as linhagens B.1.1.28 

(26,7%) e B.1.1.33 (10,0%), que, possivelmente, se originaram no Brasil. 

Adicionalmente, foram investigadas 75 amostras das quatro cidades com maior 

incidência cumulativa (Santo Ângelo, Passo Fundo, Caxias do Sul e Porto Alegre) 

durante os três picos epidêmicos do RS. Esta análise, embora com 

representatividade espacial e temporal limitada, indicou a predominância de 

B.1.1.33 (50%) e B.1.1.28 (35%) durante o primeiro pico epidêmico (julho a agosto 

de 2020), o surgimento e ampla distribuição de P.2 (55,6%) no segundo pico 

(novembro a dezembro de 2020) e disseminação massiva de P.1 e derivadas (P.1-

like-II, P.1.1 e P.1.2; 78,4%) no terceiro pico (fevereiro a abril de 2021) (VARELA et 

al., 2021). 

Em um estudo mais abrangente, que sequenciou 340 genomas de 33 

cidades do RS, entre abril e novembro de 2020, foi constatada a presença de cinco 

linhagens principais: B.1.1.28 (n=117; 27,9%), P.2 (n = 14; 4,1%), B.1.1.33 (n = 183; 

53,8%), B.1.91 (n = 9; 2,6%), e B.1.195 (n = 3; 0,9%). A linhagem B.1.1.33 teve 

maior frequência até o mês de outubro, seguida da B.1.1.28. Contudo, a partir de 

então as linhagens P.2 e VUI-NP13L (P.7) passaram a representar uma importante 

fonte de diversidade genética no território gaúcho. A VUI-NP13L foi identificada 
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dentro do cluster de B.1.1.28, sendo representada por 22 genomas com a 

substituição N:P13L, além de ORF3a:T151I e ORF9b:P10S. Apesar das primeiras 

amostras dessa nova linhagem no RS terem sido identificadas no final de agosto 

de 2020, análises filodinâmicas dataram a sua emergência em junho de 2020, 

seguida de espalhamento para outras regiões brasileiras e demais continentes 

(SANT’ANNA et al., 2021). 

A linhagem B.1.1.33 foi estudada em maiores detalhes utilizando 190 

genomas de 13 estados brasileiros, mostrando uma abundância variável em 

diferentes estados (variando de 2% em Pernambuco a 80% no Rio de Janeiro) e 

uma frequência moderada em países da América do Sul (5-18%). 

Surpreendentemente, esta linhagem foi primeiramente detectada no início de 

março em outros países americanos (por exemplo, Argentina, Canadá e EUA). 

Análises mais detalhadas sugerem a existência de uma linhagem intermediária 

(B.1.1.33-like) que, muito provavelmente, surgiu na Europa e foi posteriormente 

disseminada para o Brasil, onde sua disseminação deu origem à linhagem B.1.1.33 

(RESENDE et al., 2021a), a qual possivelmente desencadeou surtos secundários 

na Argentina e no Uruguai (MIR et al., 2021; RESENDE et al., 2021a). A linhagem 

B.1.1.28, apesar de aparentemente menos abundante que B.1.1.33 em várias 

regiões brasileiras (FRANCESCHI et al., 2021c), rapidamente se diversificou em 

duas novas variantes: a VOC P.1 e a VOI P.2. 

O surgimento da VOI P.2, derivada de B.1.1.28, carregando a mutação 

S:E484K foi datado, em um estudo retrospectivo, no final de fevereiro de 2020 no 

Sudeste (São Paulo e Rio de Janeiro), seguida pela transmissão para o Sul 

(especialmente RS). A partir de então, foram observadas múltiplas rotas de 

dispersão entre os estados brasileiros, especialmente no final de 2020 e início de 

https://www.zotero.org/google-docs/?zXsJYu
https://www.zotero.org/google-docs/?zXsJYu
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2021 (LAMARCA et al., 2021b). Entretanto, esta linhagem não foi relatada até 

outubro de 2020, quando foi detectada pela primeira vez no estado do Rio de 

Janeiro (VOLOCH et al., 2021) e no pequeno município de Esteio, no RS 

(FRANCESCHI et al., 2021a). Além disso, o aumento da frequência de B.1.1.28 e 

linhagens derivadas foi corroborado por outro estudo que incluiu amostras de vários 

municípios do RS em novembro de 2020 e constatou que 86% dos genomas foram 

classificados como B.1.1.28 e ~50% destes pertenciam à nova linhagem P.2 

(FRANCISCO JUNIOR et al., 2021a). 

Após a primeira onda de casos em Manaus (Amazonas), dominada pelas 

linhagens B.1.195 e B.1.1.28, a segunda onda coincidiu com o surgimento da VOC 

P.1. Esta variante, provavelmente, evoluiu de um clado local composto por 

sequências B.1.1.28 no final de novembro de 2020 e substituiu sua linhagem 

parental em menos de dois meses (NAVECA et al., 2021a). Intermediários 

evolutivos entre B.1.1.28 e P.1 (denominados P.1-like I e P.1-like-II) foram 

identificados, sugerindo que a diversidade de variantes do SARS-CoV-2 que 

abrigam mutações da proteína Spike em Manaus pode ser maior do que 

inicialmente esperado e que essas variantes provavelmente circularam e se 

diversificaram por algum tempo antes do surgimento e expansão da P.1 (GRÄF et 

al., 2021a; NAVECA et al., 2021a). 

Outro estudo que acompanhou a evolução da linhagem P.1 também estimou 

seu surgimento em novembro de 2020, precedido por um período de evolução 

molecular acelerada. Além disso, demonstrou que as migrações do vírus entre o 

Amazonas e as metrópoles urbanas do Sudeste do Brasil seguem padrões de 

mobilidade aérea nacional, uma vez que os estados que reportaram a identificação 

da P.1 até o final de fevereiro de 2021 receberam cerca de 100.000 passageiros 
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aéreos de Manaus em novembro. Dentre as 10 novas mutações não-sinônimas na 

proteína Spike (L18F, T20N, P26S, D138Y, R190S, K417T, E484K, N501Y, H655Y, 

T1027I) comparadas a seu ancestral imediato (B.1.1.28), as análises de seleção 

positiva encontraram evidências de que oito delas estejam sob seleção positiva 

(FARIA et al., 2021). 

No início de 2021, o Brasil se tornou novamente o epicentro52 da pandemia 

de COVID-19 no mundo. Por exemplo, no Rio Grande do Sul, um crescimento 

exponencial de casos, hospitalizações e mortes por COVID-19 ocorreu em fevereiro 

de 2021. Das 27 amostras sequenciadas em fevereiro de 2021 no Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre, 24 (88,9%) foram classificadas como linhagem P.1, contra 

uma (6,7%) de 15 amostras obtidas em janeiro de 2021, gerando preocupações 

quanto a uma possível associação entre a linhagem P.1 e o rápido crescimento dos 

casos e internações no estado (MARTINS et al., 2021). 

Em nosso estudo realizado em Março de 2021 – período de altas dramáticas 

no número de casos, hospitalizações e mortes por COVID-19 no estado – com 56 

amostras de 11 municípios da região metropolitana (n=51) e dois da região 

intermediária de Santa Maria (n=5) foi possível confirmar a altíssima frequência da 

P.1. Além de descrever a frequência das principais linhagens no Brasil, no RS e na 

Argentina durante a pandemia, verificamos que 96,4% (n=54) das amostras recém 

geradas pertenciam à linhagem P.1 e aproximadamente 20% (n=11) dessas 

caracterizavam uma nova sublinhagem derivada da P.1 que abrigava três mutações 

na ORF1ab (synC1912T, D762G e T1820I), uma na ORF3a (D155Y) e uma na 

proteína N (synC28789T), a qual havia sido recentemente detectada no RJ e países 

estrangeiros (DE ALMEIDA et al., 2021). As análises filogenéticas indicaram a 

                                                
52 Centro da pandemia, lugar com maior número de casos em determinado momento. 
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presença de 4 clados, 5 clusters e 13 sequências isoladas (singletons). Além disso, 

como as sequências deste estudo foram acomodadas em ramos distintos da 

filogenia com mutações definidoras, supôs-se que múltiplas introduções no RS 

ocorreram, o que foi confirmado pela análise filogeográfica. Destaca-se o 

surgimento da P.1.2 (clado 1), possivelmente, no RS em meados de dezembro de 

2020 e a difusão dos três demais clados principalmente em janeiro de 2020.  

Inicialmente, verificamos que nossas sequências eram mais proximamente 

relacionadas àquelas de fora do cluster do RJ, pois não carregavam a mutação 

S:A262S. Quando realizamos a análise, havia apenas 93 sequências de três 

estados brasileiros (RJ, RS e SP) e cinco outros países com esse conjunto de 

mutações disponíveis no GISAID, sendo a mais antiga do RS (município turístico 

de Gramado), onde a emergência dessa linhagem foi estimada em meados de 

dezembro de 2020 (FRANCESCHI et al., 2021b). Contudo, uma análise 

filogeográfica mais recente com mais genomas disponíveis (11 estados brasileiros 

e 10 países), estimou sua primeira divergência em SP entre o fim de 2020 e início 

de 2021, muito embora essa linhagem tenha se espalhado rapidamente, 

alcançando boa parte dos estados brasileiros e demais países amostrados no final 

de janeiro de 2021 (FRANCISCO JUNIOR et al., 2021b). Essas observações 

demonstram que a ausência de coordenação nacional de vigilância genômica e 

atrasos em sequenciamento e compartilhamento de dados podem dificultar 

inferências precisas sobre datas e locais de emergência de novas linhagens.  

Em um estudo semelhante, 71 amostras de 16 municípios de três regiões do 

RS (especialmente região metropolitana) no período de meados de dezembro de 

2020 a final de abril de 2021 foram sequenciadas. Como resultado, a VOC P.1 

(Gama) foi a mais frequente (67,14%, n=47), seguida pela VOI P.2 (Zeta) (27,14%, 



85 
 

n=20) e B.1.1.28 (5,71%, n=4) considerando todo o período. Realizando uma 

estratificação mensal, a P.2 predominou durante janeiro e fevereiro de 2021, 

enquanto a P.1 passou a se estabelecer fortemente entre março e abril 

(DEMOLINER et al., 2021), corroborando os dados de vigilância genômica 

(CENTRO ESTADUAL DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE, 2021) e nosso estudo. 

Uma análise filogenômica realizada na segunda maior metrópole brasileira 

(Rio de Janeiro) entre dezembro de 2020 a maio de 2021 (MOREIRA et al., 2021), 

demonstrou, utilizando 244 isolados de todas as semanas epidemiológicas deste 

período, que a P.1 (Gama) tem circulado localmente desde as primeiras semanas 

de 2021 e apenas sete semanas foram necessárias para que ela atingisse uma 

frequência acima de 70%, de modo similar ao detectado em Manaus. Utilizando 

métodos filogeográficos Bayesianos, foram sugeridos, pelo menos, 13 introduções 

no município vindas de várias regiões brasileiras, bem como se demonstrou maior 

carga viral em pacientes infectados pela variante, reforçando seu aumento de 

transmissibilidade e distinto comportamento epidemiológico anteriormente 

demonstrado (FARIA et al., 2021; NAVECA et al., 2021a). 

Ao realizar o sequenciamento de 185 amostras de três das cinco regiões 

brasileiras, incluindo Amazonas (região Norte), Rio Grande do Norte, Paraíba e 

Bahia (região Nordeste), e Rio de Janeiro (região Sudeste), um estudo demonstrou 

a ampla dispersão das linhagens P.1 e P.2 pelas regiões brasileiras. P.2 foi a 

linhagem predominante identificada no país, exceto em Manaus. Esse estudo 

também identificou amostras mais recentes da linhagem P.2, estimando sua origem 

em fevereiro de 2020 e sua divisão em novos clados. A transmissão interestadual 

da P.2 foi detectada desde março, mas atingiu seu pico entre dezembro de 2020 e 

janeiro de 2021 (LAMARCA et al., 2021b). 



86 
 

Finalmente, utilizando 1.188 genomas (0,6% dos casos diagnosticados) do 

estado do Amazonas entre 01 de janeiro e 06 de julho de 2021, observou-se um 

aumento acentuado na frequência de sublinhagens de P.1 que abrigam dois tipos 

de substituições adicionais na proteína Spike: deleções no domínio N-terminal 

(NTD) (particularmente Δ141-144) ou mutações na junção S1/S2 (N679K e 

P681H/R). Estas novas linhagens derivadas da P.1 (designadas como P.1.3 a 

P.1.8) somaram quase a totalidade de casos positivos sequenciados no estado do 

Amazonas em julho de 2021 e algumas surgiram ou se espalharam para outros 

estados brasileiros. Portanto, esses resultados sugerem que a VOC P.1 não teria 

atingido seu pico evolutivo e que seu espalhamento está relacionado à contínua 

evolução viral para sublinhagens que podem ser ainda mais transmissíveis, uma 

vez que a carga viral foi em média 6 vezes maior. Apesar de tais deleções estarem 

associadas ao escape de anticorpos anti-NTD ou aumento de afinidade ou clivagem 

pelo sítio polibásico de furinas, a ausência de superrepresentação em vacinados 

infectados (breakthrough) sugere que essas novas sublinhagens não sejam mais 

eficientes para evadir a resposta imunológica elicitada por vacinas quando 

comparadas à linhagem parental (NAVECA et al., 2021b). 

Análises filogeográficas demonstraram o papel essencial do Sudeste para a 

difusão viral no Brasil, contribuindo com 40% dos movimentos virais, seguido pela 

região Norte (25%) (GIOVANETTI et al., 2021). Em relação à Gama, a difusão se 

deu a partir da região Norte no final de 2020, com amplificação das transições no 

início de 2021 a partir da região Sudeste. Já a P.2 teve seu fluxo concentrado 

principalmente nas regiões Sul e Sudeste, com clusters locais ocorrendo a partir de 

outubro de 2020 (GIOVANETTI et al., 2021; GRÄF et al., 2021b). Importantemente, 

o potencial de aumento de transmissibilidade foi confirmado pela divisão das 
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estimativas de número reprodutivo efetivo (Re) de Gama e P.2 em seus epicentros 

(estados do Amazonas e Rio de Janeiro, respectivamente). Como o epicentro da 

P.2 é a região sudeste mais bem conectada e esta linhagem demonstrou menores 

taxas de difusão do que a Gama, que surgiu na região norte historicamente mais 

isolada, é provável que a dinâmica espaço-temporal diferente entre estas linhagens 

tenha sido moldada, principalmente, pela maior transmissibilidade intrínseca da 

Gama (GRÄF et al., 2021b).  

Em nosso estudo realizado com a utilização de cerca de 2700 genomas do 

SARS-CoV-2 durante o primeiro ano da pandemia no Brasil (Fevereiro 2020-2021), 

revelou heterogeneidades temporais e geográficas no sequenciamento do SARS-

CoV-2 no território brasileiro. Temporalmente, os esforços foram concentrados 

especialmente na primeira fase da epidemia (maio e abril de 2020), ficando abaixo 

de 1% dos casos até o fim do período investigado. Geograficamente, houve 

representatividade desproporcionalmente maior do Sudeste, Nordeste e Sul, 

enquanto as regiões Norte e Centro-Oeste contribuíram com cerca de 12,5% das 

sequências somadas. Ainda, estados com maior taxa de sequenciamento, 

identificaram maior número de linhagens circulantes. Adicionalmente, foram 

confirmadas as sucessivas substituições das linhagens B.1.1.28 e B.1.1.33 por P.2 

e P.1 que caracterizaram as duas primeiras ondas epidêmicas. Finalmente, 

demonstramos padrões filogeográficos complexos de espalhamento viral, de modo 

que alguns clados identificados permaneceram mais restritos geograficamente, 

demonstrando maior papel da difusão intra-estadual, e outros estiveram mais 

difusos em várias regiões por espalhamento interestadual e inter-regional, 

provavelmente por rodovias e aeroportos. Muito embora a quantidade de amostras 

tenha crescido para 78.366 sequências brasileiras no início de dezembro de 2021, 
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sendo 91,9% (n=72.040) com data de coleta de 2021, os dois maiores estados do 

Sudeste (SP e RJ) sequenciaram juntos ~65% desses genomas, e registraram 

~26% dos casos brasileiros de COVID-19 do país (SHU; MCCAULEY, 2017). 

Portanto, o sequenciamento no Brasil continua a ser temporalmente e 

geograficamente enviesado.  

Além do surgimento e espalhamento de novas linhagens do SARS-CoV-2 

no território nacional, a introdução de VOCs oriundas de outras nações 

representaram um capítulo importante na história evolutiva do SARS-CoV-2 no 

Brasil. Em dezembro de 2020, a linhagem B.1.1.7 (Alfa) foi detectada em dois 

pacientes no estado de São Paulo, e após o rastreio de contatos e análises 

filogenéticas, verificou-se que se tratavam de duas introduções separadas, bem 

como foi confirmada a hipótese de transmissão comunitária em curso (CLARO et 

al., 2021). Também em São Paulo, 217 sequências genômicas completas foram 

obtidas dos maiores departamentos regionais de saúde em março, documentando 

a primeira introdução da linhagem B.1.351 (Beta) no Brasil e demonstrando a maior 

frequência da P.1 (Gama) (64,05%), seguida por B.1.1.28 (25,34%) e B.1.1.7 

(5,99%) (SLAVOV et al., 2021). A lenta progressão das variantes Alfa e Beta após 

suas introduções no território brasileiro sugere, portanto, uma vantagem 

competitiva da VOC Gama.  

 Nos primeiros meses de 2021, a linhagem B.1.617.2 (Delta), originária da 

Índia, espalhou-se rapidamente pelo mundo e substituiu VOCs já amplamente 

distribuídas, como a Alfa e Beta, em alguns países em poucos meses (MULLEN et 

al., 2021b). No Brasil, a VOC Delta foi detectada inicialmente em membros da 

tripulação de um navio que viajou da Malásia ao Maranhão (Nordeste brasileiro), 

passando pela África do Sul, em maio de 2021 (DOS SANTOS et al., 2021). 
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Subsequentemente, o primeiro aumento de casos associado à variante Delta foi 

detectado no estado do Rio de Janeiro, o qual possui um programa de vigilância 

genômica bem estabelecido. Em meados de junho de 2021, 0,57% dos genomas 

(n=2) sequenciados foram classificados como Delta. Cerca de um mês após, entre 

junho e julho, a VOC Delta alcançou uma frequência de 61,8%, enquanto em 

meados de agosto já representava 89,2% das sequências do estado (DE ALMEIDA 

et al., 2021). Análises filogenéticas e filodinâmicas indicam a ocorrência de pelo 

menos seis introduções e a formação de três clados principais dessa variante no 

Brasil (LAMARCA et al., 2021a). Em meados de dezembro de 2021, apenas um 

mês após sua possível emergência no continente africano, a variante Ômicron já 

registrava 19 casos (regiões Sudeste, Sul e Centro-Oeste) (REDE GENÔMICA 

FIOCRUZ, 2021), mas acreditava-se que já havia transmissão comunitária no país. 

Em meados de janeiro de 2022, apesar da defasagem de cerca de um mês entre a 

coleta e o sequenciamento das amostras, a Ômicron já representa cerca de 20% 

dos genomas depositados de dezembro de 2021 (REDE GENÔMICA FIOCRUZ, 

2021), e os casos confirmados sobem de modo expressivo no Brasil, muito embora 

o patamar de hospitalizações mantenha-se sob controle devido ao avanço da 

vacinação, aos altos níveis de infecção natural e à potencial menor severidade da 

nova variante.  

 Muito embora o estado do Amazonas tenha presenciado o surgimento e a 

diversificação da variante P.1 (Gama) em novas sublinhagens com mutações 

adicionais no RBD e NTD, um estudo mais recente, incluindo amostras entre 01 de 

julho a 15 de outubro de 2021 e utilizando 1132 genomas do estado (4,5% dos 

casos confirmados), demonstrou uma redução acentuada da frequência de Gama 

em detrimento do aumento de Delta. Essa VOC dominante mundialmente 
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representava 1% dos casos sequenciados no Amazonas em julho de 2021, 

enquanto em outubro já correspondia a 89%. Contudo, essa substituição foi 

acompanhada de uma redução do número de casos, muito provavelmente devido 

aos altos níveis de imunidade natural e ao avanço da vacinação no estado 

(NAVECA et al., 2021c).  

Em dois estudos independentes (FERRAREZE et al., 2021; RESENDE et 

al., 2021c), foram detectadas, entre os meses de novembro de 2020 e fevereiro de 

2021, uma nova variante de interesse (N.9) descendente da linhagem B.1.1.33 que 

também abriga a mutação S:E484K, bem como três mutações adicionais na 

ORF1ab (NSP3:A1711V, NSP6:F36L e NS7b:E33A). Sua emergência foi estimada 

em agosto de 2020, já sendo encontrada no início de 2021 em quatro regiões 

brasileiras. Esses achados demonstram que a mutação E484K emergiu quase 

simultaneamente e de modo independente nas duas linhagens brasileiras mais 

frequentes na primeira fase da epidemia (B.1.1.28 e B.1.1.33) (RESENDE et al., 

2021c). Adicionalmente, foi detectada em dois estados brasileiros (Amapá e 

Maranhão) outra linhagem derivada de B.1.1.33 (N.10), porém com 14 mudanças 

genéticas definidoras, incluindo V445A e E484K no RBD e várias mutações não-

sinônimas (P9L, I210V e L212I), e três deleções (∆141-144, ∆211 e ∆256-258) no 

NTD da proteína Spike. Também foi identificada a truncagem da ORF7b devido a 

uma deleção de frame-shifting (RESENDE et al., 2021b). Além das mutações de 

preocupação no RBD, as deleções encontradas na linhagem N.10 estão localizadas 

dentro ou próximas a regiões de deleções recorrentes que compõem o super sítio 

antigênico do NTD, podendo conferir resistência à neutralização por anticorpos anti-

NTD (CERUTTI et al., 2021; RESENDE et al., 2021b). 
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 Uma característica marcante das VOCs é que muitas delas adquirem um 

alto número de mutações definidoras em um curto período de tempo. Embora as 

estimativas filogenéticas atuais da taxa evolutiva do SARS-CoV-2 sugerem que seu 

genoma acumula cerca de 2 mutações por mês, as VOCs podem possuir até 15 

mutações definidoras. Portanto, podem emergir ao longo de alguns meses, 

implicando que a taxa evolutiva seria algumas vezes maior.  

Ao analisar desde modelos de relógio molecular mais simples (e. g., strict 

clock) até mais complexos (e. g. uncorrelated relaxed clock e fixed local clock), e 

verificar os mais adequados para a estimativa da taxa evolutiva das VOCs, foi 

evidenciado que o surgimento dessas variantes é impulsionado por um aumento 

episódico na taxa evolutiva de cerca de quatro vezes em relação à taxa filogenética 

de ramos externos (background) (TAY et al., 2021). Atualmente, cinco cenários 

podem ser considerados plausíveis para que tal evolução molecular acelerada 

ocorra: (i) evolução intra-hospedeiro53 em pacientes imunocomprometidos 

cronicamente infectados; (ii) adaptação a novos hospedeiros animais; (iii) 

recombinação entre diferentes linhagens circulantes; (iv) evolução intra-hospedeiro 

em superspreads; e (v) evolução gradual em regiões com baixa vigilância 

genômica. 

Um primeiro cenário, já comprovado por uma série de estudos (AVANZATO 

et al., 2020; BAZYKIN et al., 2021; CHOI et al., 2020; KEMP et al., 2021; TRUONG 

et al., 2021), demonstra que infecções crônicas podem acelerar a evolução viral e 

reduzir a sensibilidade aos anticorpos neutralizantes em indivíduos 

imunocomprometidos. Isso ocorre pois pacientes imunocomprometidos possuem 

deficiências no sistema imunológico que o tornam incapazes de eliminar a infecção, 

                                                
53 Acúmulo de mutações virais que ocorrem durante a replicação viral dentro do hospedeiro. 
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fornecendo espaço para o surgimento de mutações associadas a escape 

imunológico54, especialmente as localizadas na proteína Spike. Além disso, o 

tratamento com plasma convalescente55 foi associado a forte pressão seletiva 

sobre o SARS-CoV-2, sendo associado ao surgimento de variantes virais que 

apresentam menor susceptibilidade à neutralização por anticorpos nestes 

indivíduos. Mutações identificadas nestes pacientes durante sucessivos pontos no 

tempo da sua infecção persistente e tratamento com plasma convalescente incluem 

as regiões do NTD (Δ69-70, ΔY144, e Δ157-158), do super sítio da NTD, do RBD 

(K417N, E484K, N501Y) e do sítio de clivagem de furinas (P681H/R) (COREY et 

al., 2021), os quais possuem vários epítopos antigênicos56 e são alvos das 

principais classes de anticorpos. Como estas substituições são associadas à VOCs 

e VOIs, e como tais variantes adquirem mutações na Spike a uma taxa muito mais 

rápida do que o esperado, especula-se que este fenômeno seja determinante para 

a emergência de linhagens mais transmissíveis e capazes de evadir o sistema 

imune. 

Outro aspecto importante foi relatado em uma análise genômica de um 

paciente com linfoma57 sofrendo de COVID-19 crônica. Durante os quatro meses 

da doença, foram observadas 18 novas mutações, incluindo S:Y453F e Δ69-70 

(combinação ΔF), anteriormente associadas a clusters detectados em minks 

(EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2020; 

                                                
54 Ocorre quando o o sistema imunológico do hospedeiro não é mais capaz de reconhecer e eliminar 
um patógeno. 
55 Utilização do sangue possivelmente rico em anticorpos de pacientes recuperados de uma doença 
para tentar ajudar outras pessoas a se recuperarem. 
56 Área da molécula do antígeno (substância que é capaz de estimular uma resposta imunológica) 
que se liga aos receptores celulares e aos anticorpos. 
57 Tipo de câncer que se origina no sistema linfático, o qual é composto por um conjunto de órgãos 
(linfonodos ou gânglios) e tecidos que produzem as células responsáveis pela imunidade. 
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KOOPMANS, 2021; ORESHKOVA et al., 2020). Contudo, a análise filogenética 

indica que a linhagem deste paciente não está relacionada com tais clusters, 

indicando que estas mutações foram adquiridas independentemente. Como ambas 

as mutações são encontradas em frequências intermediárias no paciente, destaca-

se o papel da evolução intra-hospedeiro. Portanto, a aquisição independente de um 

par idêntico de mutações em um mink e em um paciente com linfoma, bem como 

entre múltiplos pacientes imunossuprimidos, sugere convergência evolutiva 

(BAZYKIN et al., 2021). Além disso, como a transmissão do SARS-CoV-2 entre 

minks tem sido associada à aquisição recorrente de uma série de mutações, esta 

adaptação a novos hospedeiros pode estar vinculada ao surgimento de novas 

variantes. 

 Uma terceira, e menos provável, via para o surgimento das VOCs está 

relacionada a eventos de recombinação entre as linhagens circulantes do SARS-

CoV-2. Embora este seja um fenômeno bastante recorrente entre os 

Betacoronavirus (DUDAS; RAMBAUT, 2016; HON et al., 2008; LAI et al., 1985), 

apenas um estudo até o momento demonstrou a existência de múltiplos 

recombinantes amostrados no Reino Unido entre o final de 2020 e início de 2021. 

Tais eventos estiveram relacionados à linhagem B.1.1.7 e outras linhagens 

circulantes no mesmo período. Em quatro casos houve transmissão comunitária 

dos vírus recombinantes, incluindo um cluster de 45 casos sequenciados ao longo 

de dois meses. Contudo, acredita-se que estes vírus foram extintos e não 

continuam circulando local ou globalmente (JACKSON et al., 2021). Em uma 

análise de novembro de 2021, demonstrou-se que um cluster de B.1.628 originou-

se por recombinação entre as linhagens B.1.631 e B.1.634. Importantemente, esse 

evento de recombinação é suportado pela distribuição espaço-temporal destas três 
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linhagens, as quais co-circularam no México e nos Estados Unidos por cerca de 

nove meses (dezembro de 2020 a agosto de 2021) (GUTIERREZ et al., 2021). 

Outro fenômeno relevante é a presença de superspreads, que foi 

evidenciada em estudo de vigilância genômica do Rio de Janeiro (FRANCISCO 

JUNIOR et al., 2021b), consistente com achados anteriores (YANG et al., 2021). 

Estes representavam a grande maioria dos vírus circulantes (>90%) entre os 

indivíduos sintomáticos no estado, podendo desempenhar um papel importante na 

dinâmica de disseminação do vírus. O aumento da taxa de replicação viral nestes 

indivíduos pode, portanto, colaborar para o acelerado surgimento de novas 

mutações e a consequente diversificação em novas linhagens (FRANCISCO 

JUNIOR et al., 2021b). 

Uma última possibilidade é a de que tais variantes podem ter evoluído 

gradativamente em partes do mundo onde há pouca ou inexistente vigilância 

genômica, mas circulação viral generalizada, fator que pode maximizar a ação da 

seleção natural gerando variantes com alta capacidade de escape imunológico 

(OUDE MUNNINK et al., 2021).  

Estruturalmente, a proteína Spike (S) possui 1273 aminoácidos. Apresenta-

se na forma de homotrímero58, estando presente na superfície viral do SARS-CoV-

2 e sendo composta de duas subunidades funcionais, S1 e S2. Cada protômero59 

de S possui um domínio S1 (resíduos 1-686), o qual abriga principalmente o 

domínio de ligação do receptor (RBD) na porção distal – responsável pela ligação 

do vírus na superfície celular – e o domínio N-Terminal (NTD) na região proximal, 

também crítico para as propriedades de ligação. Complementarmente, o domínio 

                                                
58 Produto de reação de três moléculas idênticas cujas subunidades também são iguais. 
59 Unidade estrutural de uma proteína oligomérica (com número finito de pequenas moléculas). 
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S2 (resíduos 687-1273) desempenha a função de fusão das membranas celulares 

e virais (HUANG et al., 2020b; WALLS et al., 2020; WRAPP et al., 2020).  

A estrutura da proteína S foi determinada por microscopia crioeletrônica60 a 

nível atômico, revelando diferentes conformações do domínio RBD nos estados 

aberto (para cima) e fechado (para baixo), bem como suas funções 

correspondentes (WALLS et al., 2020; WRAPP et al., 2020). No estado nativo, a 

proteína existe como um precursor inativo. Durante a infecção viral, as proteases 

da célula-alvo ativam a proteína S, clivando-a nas subunidades S1 e S2 utilizando 

a serinoprotease TMPRSS2 como primer (BERTRAM et al., 2013). Adicionalmente, 

o RBD adquire uma conformação aberta (para cima) acessível ao receptor, o que 

é necessário para ativar o domínio de fusão da membrana após a entrada viral nas 

células alvo (HOFFMANN et al., 2020; LAN et al., 2020; V’KOVSKI et al., 2021). 

Substituições individuais constantemente sofrem pressão seletiva, podendo 

apresentar maior ou menor aptidão (fitness) para interação com a célula hospedeira 

por meio de alterações conformacionais, replicação, transmissão, evasão imune, 

entre outras características. Utilizando a metodologia de cristalografia de raio-X61 

para resolver a estrutura do RBD da proteína S de SARS-CoV-2 ligada ao receptor 

celular hACE2, demonstrou-se que o modo de ligação entre ambos é quase idêntico 

em relação ao RBD de SARS-CoV. Adicionalmente, a maioria dos resíduos 

essenciais para a ligação à hACE2 são altamente conservados ou compartilham 

propriedades semelhantes de cadeia lateral ao SARS-CoV, indicando a 

                                                
60 Tipo de microscopia eletrônica de transmissão na qual a amostra biológica é estudada a 
temperaturas muito baixas, permitindo desde a análise da estrutura de proteínas de membrana até 
biomoléculas maiores e mais complexas. 
61 Técnica que consiste em fazer passar um feixe de raios-X através de um cristal da substância em 
estudo, permitindo a determinação da estrutura dos cristais ou moléculas por meio do fenômeno da 
difração. 



96 
 

possibilidade de evolução convergente entre os RBDs do SARS-CoV-2 e do SARS-

CoV para uma melhor ligação à hACE2 (LAN et al., 2020). 

Devido ao seu papel chave para a ligação do vírus à célula hospedeira, 

acredita-se que mutações na proteína S, especialmente no RBD, possam conferir 

mudanças conformacionais que aumentem a afinidade ao receptor, confiram 

incompatibilidade com epítopos antigênicos (evasão imune) e possam conferir 

maior transmissibilidade e letalidade. Tratam-se de forças seletivas independentes 

que impulsionam a diversidade genética viral. Muito embora as substituições mais 

preocupantes na proteína S seriam aquelas que simultaneamente aumentassem a 

transmissão, a gravidade da doença e conferissem evasão imune, análises 

estruturais apontaram para a ausência de tal combinação nas variantes B.1.1.7 e 

B.1.351 (CAI et al., 2021). 

A seguir, são apresentadas as principais mutações e deleções observadas 

na proteína spike do SARS-CoV-2, bem como suas principais características 

(Tabela 4). A primeira mutação de relevância na proteína S do SARS-CoV-2 

(D614G) surgiu no final de janeiro de 2020, e rapidamente se tornou dominante em 

praticamente todas as sequências mundiais derivadas da linhagem B.1 (KORBER 

et al., 2020). D614G é uma substituição de ácido aspártico por glicina no 

aminoácido 614 da subunidade S1. Apesar de não ocorrer perto do RBD e não 

modificar diretamente a afinidade de ligação ao hACE2, tal mutação interrompe um 

ou mais contatos interprotoméricos62, resultando em uma maior probabilidade de 

que um (ou mais) dos três RBDs estejam em um aberto (para cima) em detrimento 

à posição fechada (para baixo) e, portanto, compatível com uma ligação aprimorada 

à hACE2 (YURKOVETSKIY et al., 2020) e podendo resultar em taxas de replicação  

                                                
62 Entre os protômeros (ver 59) de uma proteína oligomérica. 
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Tabela 4. Resumo das principais mutações e deleções observadas na proteína spike do SARS-CoV-2, representando as principais 

linhagens que as apresentam, sua localização e relevância, principais características e perfis de resistência à neutralização. 

Mutação spike /  
Características 

D614G E484K N501Y L452R P681H/R Deleções no NTD 

Linhagens que 
a apresentam 

Linhagens derivadas 
da B.1 que 

começaram a 
predominar desde o 

início de 2020 
globalmente 

VOCs (Beta e Gama) 
e VOIs (Eta, Iota, Mu, 

Theta e Zeta) 

VOCs (Alfa, Beta, 
Gama e Omicron) e 
VOIs (Theta e Mu) 

VOC Delta and 
VOIs (Kappa e 

Épsilon) 

VOCs: Alfa e 
Omicron (P681H) e 

Delta (P681R) 

Comum em VOCs, 
VOIs e pacientes com 

infecções crônicas 

Localização e 
relevância 

Fora da RBD, mas 
aumenta a 

probabilidade de que 
um ou mais 

protômeros de S 
estejam em estado 

aberto 

Troca de carga em 
um loop flexível, 

aumentando afinidade 
com hACE2 

Um dos seis 
principais resíduos 

do RBD que 
interagem com 

hACE2  

Sem contato direto 
com hACE2, mas 

forma uma mancha 
hidrofóbica na 

superfície do RBD 

Região importante 
para a 

infecciosidade, 
virulência e 
potencial 

pandêmico 

Essencialmente 
localizadas no 

supersítio antigênico 
do NTD 

Principais 
características 

Aumento na 
expressão em células 

pulmonares e nas 
cargas virais 

Importante escape 
imune em indivíduos 

vacinados e 
convalescentes 

Aumento na 
afinidade ao receptor 

e replicação viral 

Estabiliza a ligação 
com hACE2 e pode 
promover a entrada 

de um maior 
número de 

partículas virais 

Aumento nas 
cargas positivas na 

interface RBD-
ACE2 e na clivagem 

na junção S1/S2 

Associadas com 
maiores cargas virais 
e infectividade (Δ69-

70), mas 
especialmente confere 

evasão imune 

Perfil de 
resistência 

Igualmente suscetível 
à neutralização por 

anticorpos 
neutralizantes, não 
sendo determinante 
para gravidade da 

doença 

Adquirida de forma 
convergente, e 

localizado dentro de 
um epítopo 

reconhecido por 
muitos anticorpos 

Incapaz de alterar 
significativamente a 

ligação e a 
neutralização  

Resistência 
moderada à 

neutralização 

Não há indícios de 
que modifique a 
neutralização de 

modo significativo 

Elevada resistência à 
neutralização 

Fonte: Adaptado de TAO et al. (2021).
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em células epiteliais pulmonares humanas (PLANTE et al., 2020) e cargas virais 

mais elevadas (KORBER et al., 2020; VOLZ et al., 2021a).  D614G também parece 

estar associada com um aumento no número de proteínas Spike por vírion (ZHANG 

et al., 2020) e na taxa de clivagem na região S1/S2 (GOBEIL et al., 2021b). 

Entretanto, os mutantes G614 são similarmente (ou até mais) suscetíveis à 

neutralização imunológica do que a variante original D614 (WEISSMAN et al., 2021; 

YURKOVETSKIY et al., 2020), de modo que tal substituição não foi considerada 

uma determinante para a gravidade/severidade da COVID-19 (KORBER et al., 

2020; VOLZ et al., 2021a). 

Atualmente, VOCs e VOIs do SARS-CoV-2 em circulação compartilham 

várias mutações que permitem que o vírus se espalhe mesmo com o aumento da 

imunidade da população, enquanto mantém ou aumenta sua capacidade de 

replicação (TAO et al., 2021). A substituição do ácido glutâmico (E) por lisina (K) na 

posição 484 do RBD (E484K) resulta em uma mudança de carga em um loop 

flexível, formando um par iônico favorável contactando o aminoácido 75 de hACE2 

(NELSON et al., 2021). Além de potencialmente aumentar a afinidade ao receptor, 

essa mutação tem sido considerada a mais preocupante, uma vez que está 

associada a escape imunológico a anticorpos neutralizantes de indivíduos 

recuperados e vacinados (BAUM et al., 2020; GREANEY et al., 2021a; WANG et 

al., 2021a) pela sua localização dentro de um epítopo imunodominante63 

reconhecido por muitos anticorpos neutralizantes (GOBEIL et al., 2021a). Sua 

vantagem evolutiva e imunológica fica evidente à luz da evolução convergente, uma 

                                                
63 Subunidades do antígeno que são mais facilmente reconhecidas pelo sistema imunológico e, 
portanto, influenciam mais a especificidade do anticorpo induzido. 
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vez que grande parte das VOCs (Beta e Gama) e VOIs (Eta, Iota, Mu, Theta e Zeta) 

carrega tal substituição (MULLEN et al., 2021c). Neste trabalho, fomos capazes de 

detectar a substituição E484K em sua fase inicial de espalhamento no RS 

carregada pela linhagem P.2 (Zeta) (FRANCESCHI et al., 2021a), bem como 

amplamente distribuída no início de 2021 na linhagem P.1 (Gama) (FRANCESCHI 

et al., 2021b). 

A substituição de asparagina para uma tirosina na posição 501 (N501Y) 

localizada no RBD da proteína S começou a causar preocupação após sua 

emergência nas VOCs Alfa e Beta. Trata-se de um dos seis principais resíduos de 

contato do RBD interagindo com a hACE2 e foi associado com o aumento da 

afinidade ao receptor (GU et al., 2020; STARR et al., 2020), bem como na 

replicação viral nas células do trato respiratório superior de humanos e hamsters 

(LIU et al., 2021d). Utilizando métodos de dinâmica molecular, verificou-se um 

aumento nas interações eletrostáticas devido à formação de uma forte ligação de 

hidrogênio entre a S:T500 e o ACE2-D355 próximo ao local da mutação (ALI; 

KASRY; AMIN, 2021). Adicionalmente, a convergência evolutiva de múltiplas VOCs 

(Alfa, Beta, Gama e Ômicron) e VOIs (Theta e Mu) (MULLEN et al., 2021c) reforça 

que esta substituição possa estar relacionada a um aumento de transmissibilidade 

(LEUNG et al., 2021). Contudo, não é capaz de alterar significativamente a ligação 

e a neutralização pela maioria dos anticorpos (WANG et al., 2021a; WEISBLUM et 

al., 2020). 

Apesar do resíduo L452 não contatar diretamente com o receptor hACE2, a 

substituição por arginina (R) forma juntamente com os resíduos F490 e L492 uma 

mancha hidrofóbica64 na superfície do RBD, estabilizando a interação entre a 

                                                
64 Um grupo acessível de átomos apolares vizinhos 
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proteína S e o receptor hACE2 e podendo promover a entrada de um maior número 

de partículas virais em organóides65 de pulmão (DENG et al., 2021). Além disso, as 

linhagens portadoras da mutação L452R parecem apresentar uma resistência 

moderada à neutralização por anticorpos elicitados por infecção prévia (4 a 6,7 

vezes) ou vacinação (2 vezes) (DENG et al., 2021; GREANEY et al., 2021b). 

Importantemente, a mutação L452R está presente nas VOIs Kappa e Epsilon, bem 

como na VOC Delta (MULLEN et al., 2021c), sendo esta última a variante mais 

transmissível até o momento, capaz de suplantar outras VOCs e alcançar 

dominância global rapidamente (MULLEN et al., 2021b). Contudo, acredita-se que 

a combinação de mutações presente, e não somente L452R, confira tal vantagem 

evolutiva a esta VOC. 

Diferentes mutações no sítio K417 surgiram em diferentes VOCs, sendo 

K417N em Beta e Ômicron e K417T em Gama. Contudo, K417N/T raramente 

ocorre isoladamente, sendo majoritariamente acompanhada por outras 

substituições no RBD (TAO et al., 2021). Uma possível causa para este fenômeno 

é seu efeito na redução da ligação à hACE2 (GREANEY et al., 2020; WANG et al., 

2021c), necessitando de mutações compensatórias que aumentem o fitness viral. 

K417N é capaz de reduzir significativamente a susceptibilidade a alguns anticorpos 

monoclonais66 (etesevimab e casirivimab), mas se mantém suscetível a outros 

(bamlanivimab, imdevimab e sotrovimab). Importantemente, K417N/T retém 

suscetibilidade completa a amostras de plasma de pacientes previamente 

                                                
65 Versão miniaturizada e simplificada de um órgão produzido in vitro em três dimensões e com 
anatomia realista. 
66 Anticorpos produzidos por um único clone de um único linfócito B parental, que é clonado e 
imortalizado, produzindo sempre os mesmos anticorpos em resposta a um agente patogênico. 



101 
 

infectados ou imunizados com pelo menos uma dose de vacinas de mRNA (TAO 

et al., 2021; WANG et al., 2021a, 2021c).  

N439K é uma substituição que causou preocupação no Reino Unido devido 

ao seu aumento significativo de frequência em duas linhagens independentes 

(B.1.141 e B.1.258) até setembro de 2020, o que foi rapidamente dissipado pela 

emergência da VOC Alfa (THOMSON et al., 2021). Foi demonstrado que esta 

mutação aumenta a afinidade da proteína S ao receptor hACE2 (STARR et al., 

2020; THOMSON et al., 2021) e adiciona uma ponte salina na interface RBD-ACE2, 

muito embora não aumente o fitness viral e a severidade da doença (THOMSON et 

al., 2021). Apesar de N439K conferir resistência a alguns anticorpos monoclonais 

e respostas policlonais67 de indivíduos recuperados, os níveis de redução de 

neutralização são baixos (~2 vezes) (GREANEY et al., 2021a; THOMSON et al., 

2021). 

Múltiplas mutações localizadas em posições adjacentes ao sítio de clivagem 

de furinas – região importante para a infectividade, virulência e potencial pandêmico 

do SARS-CoV-2 (HOFFMANN; KLEINE-WEBER; PÖHLMANN, 2020) –, incluindo 

Q675H/R, Q677H/P, N679K e P681H/R, emergiram independentemente em 

variantes do SARS-CoV-2 (HODCROFT et al., 2021). A mutação P681H surgiu 

inicialmente na VOC Alfa no Reino Unido, mas também de modo independente em 

Ômicron e em diferentes VOIs (e.g., Theta e Mu) (LASEK-NESSELQUIST et al., 

2021b; MULLEN et al., 2021c). Outra substituição no mesmo sítio (P681R) emergiu 

na VOC Delta e na VOI Kappa (MULLEN et al., 2021c). O aumento de cargas 

positivas associadas na interface RBD-ACE2 tanto em P681H quanto em P681R 

                                                
67 Respostas provenientes de anticorpos que são originados de diferentes linfócitos B, cada um 
reconhecendo um epítopo (ver 56) diferente. 
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parece influenciar o tropismo do vírus aumentando a clivagem na região S1/S2 em 

células epiteliais das vias aéreas humanas (JOHNSON et al., 2021a; PEACOCK et 

al., 2021b; SAITO et al., 2021). De um modo especial, P681R parece diminuir a 

infectividade viral ao passo que confere maior resistência a anticorpos 

neutralizantes (SAITO et al., 2021). Além de facilitar e acelerar a clivagem da 

proteína S por furinas, está associada a um aumento e aceleração na fusão célula-

célula por TMPRSS2 e no espalhamento viral in vitro, os quais podem estar 

associados com maior transmissibilidade e patogenicidade (PEACOCK et al., 

2021b; SAITO et al., 2021). 

Deleções na região NTD da proteína S emergiram em inúmeras VOCs e 

VOIs, bem como em pacientes com infecções prolongadas (AVANZATO et al., 

2020; BAZYKIN et al., 2021; CHOI et al., 2020; KEMP et al., 2021; TRUONG et al., 

2021). A principal delas detectada até o momento é Δ69-70 —presente em Alfa e 

Ômicron—, a qual parece alterar um loop exposto na região do NTD e está 

associada com aumento na replicação viral e infectividade (KEMP et al., 2021; 

MENG et al., 2021a), enquanto Δ144 (presente em Alfa), Δ241-243 (Beta) e Δ157-

158 (Delta) conferem resistência à neutralização por anticorpos direcionados ao 

super sítio antigênico do NTD (CHI et al., 2020; PLANAS et al., 2021b; WANG et 

al., 2021a). De um modo geral, as maiores evidências de evasão imune por 

deleções e mutações em NTD estão localizadas na região de um epítopo 

conformacional68 constituído pelos resíduos 140-156 (loop N3) e 246-260 (loop N5) 

(CHI et al., 2020).  

                                                
68 Sequência de aminoácidos que forma uma estrutura tridimensional e compõe um antígeno que 
entra em contato direto com um receptor do sistema imunológico. 
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A região S1, onde ficam localizados o RBD e o NTD, exibe maior 

variabilidade de aminoácidos em relação a S2 entre os coronavírus relacionados à 

SARS. Até junho de 2021, 42 mutações na proteína S tinham uma frequência global 

de ≥1%, incluindo 15 na NTD, seis no RBD, cinco no domínio carboxi-terminal69 de 

S1 (CTD) e nove na região S2 (TAO et al., 2021). Sendo assim, torna-se importante 

avaliar sítios em S1 associados a eventos de seleção positiva.  

Contudo, métodos tradicionais para captura de sinais de seleção positiva 

não são direcionados para a análise em um curto período evolutivo e em 

populações virais densamente amostradas, uma vez que requerem a fixação de 

mutações não sinônimas ao longo de um tempo evolutivo de anos ou décadas. 

Portanto, ao aplicar um novo método que correlaciona o sucesso de clados 

utilizando regressão logística70 com a acumulação de modificações não sinônimas 

em certos genes, demonstrou-se que a região S1 da proteína S apresenta a mais 

forte correlação entre estas características em relação a outras regiões do genoma 

do SARS-CoV-2. Adicionalmente, observou-se que a taxa dN/dS dentro de S1 

evoluiu de 0,76 em 2020 para 1,85 em 2021, alcançando 2,07 em meados de 2021. 

Ao avaliar homoplasias que expandiram-se em clados bem sucedidos, algumas 

mutações foram associadas a taxas de crescimento aceleradas, como S:95I e 

S:452R (presentes na VOC Delta) e ORF1a:Δ3675-3677 (presente em Alfa, Beta, 

Gama e Lambda). Esses resultados demonstram que S1 é o principal locus de 

adaptação, mas outras mutações positivamente selecionadas em outros genes 

também influenciam a evolução do SARS-CoV-2 (KISTLER; HUDDLESTON; 

                                                
69 Uma das extremidades da cadeia polipeptídica, a qual apresenta um grupamento carboxila 
(COOH). 
70 Técnica estatística que objetiva produzir, a partir de um conjunto de observações, um modelo que 
permita a predição de valores assumidos por uma variável categórica. 
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BEDFORD, 2021). Importantemente, mutações na proteína N, como R203K e 

G204R foram associadas a um aumento na fosforilação71 do nucleocapsídeo, 

sugerindo que a troca do motivo RG pode estar associada a maior replicação e 

patogênese do SARS-CoV-2 (JOHNSON et al., 2021b). Sendo assim, acredita-se 

que mutações fora da proteína S — por exemplo nos genes N, ORF3a e ORF6 —, 

estejam envolvidas em diferentes estágios do ciclo de vida viral e sejam 

componentes importantes para a interação e contínua adaptação do SARS-CoV-2 

ao hospedeiro humano (TIMMERS et al., 2021).  

 Variantes são classificadas de acordo com sua combinação de mutações e 

características epidemiológicas particulares. A designação de VOCs e VOIs foi 

criada para categorizar tais variantes baseado em sua transmissibilidade, 

capacidade de causar doença mais severa ou evasão do sistema imunológico 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021d). Por aumento de transmissibilidade 

entende-se a capacidade de suplantar outras linhagens virais e apresentar maiores 

taxas de reprodução efetiva e de ataque secundário72 quando comparada com 

outras variantes (KORBER et al., 2020; PENG et al., 2021; VOLZ et al., 2021b). 

Mudanças na severidade têm sido investigadas utilizando dados de morbidade ou 

hospitalização devido à variante (DAVIES et al., 2021b). Finalmente, a evasão às 

respostas imunes é realizada avaliando a susceptibilidade da variante a anticorpos 

monoclonais, plasma convalescente e plasma de vacinadas quando comparada a 

outras linhagens (CHEN et al., 2021; HARVEY et al., 2021). 

                                                
71 Adição de um grupo fosfato (PO4) a uma proteína ou outra molécula, compondo um dos principais 
mecanismos de regulação das proteínas. 
72 Probabilidade de que uma infecção ocorra entre pessoas suscetíveis dentro de um período de 
incubação razoável após contato conhecido com uma pessoa infecciosa em ambientes domésticos 
ou de contato próximo. 
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 A seguir, são apresentadas as principais características moleculares, 

epidemiológicas e imunológicas das VOCs (Tabela 5). A linhagem B.1.1.7 (VOC 

Alfa), a qual apresenta especialmente as mutações N50Y e P681H, também 

carrega as deleções Δ69-70 e Δ144 (RAMBAUT et al., 2020b), bem como 

substituições características em outros genes (N:R203K e G204R). Tal variante 

expandiu-se rapidamente, correspondendo à maioria das infecções na Europa e 

nos EUA no final de 2021 (MULLEN et al., 2021a). O aumento de transmissibilidade 

e letalidade em relação às demais variantes previamente circulantes foi estimado 

em 50% por estudos epidemiológicos e filodinâmicos (DAVIES et al., 2021b; VOLZ 

et al., 2021b). Apesar das alterações epidemiológicas, essa VOC mantém a 

susceptibilidade a anticorpos monoclonais e plasma de indivíduos recuperados 

(CHEN et al., 2021; PLANAS et al., 2021a; WANG et al., 2021a), não sendo 

associada a risco superior de reinfecções73 (GRAHAM et al., 2021). 

Importantemente, a vacina Pfizer/Biontech (BNT162b) demonstrou cerca de 90% 

de eficácia contra esta variante (ABU-RADDAD; CHEMAITELLY; BUTT, 2021; 

HAAS et al., 2021). 

 A linhagem B.1.351 (VOC Beta) apresenta três mutações na região do RBD 

(K417N, E484K and N501Y), bem como cinco substituições no NTD (principalmente 

Δ242-244). Entre o final de 2020 e início de 2021, os casos de COVID-19 na África 

do Sul aumentaram cerca de 10 vezes, apesar da alta exposição prévia da 

população ao vírus. Nesse contexto, estimou-se que a VOC Beta seria 50% mais 

transmissível do que suas antecessoras (TEGALLY et al., 2021). Ao contrário de 

Alfa, essa VOC está fortemente associada a eventos de reinfecção (SHINDE et al., 

2021)  e  apresenta  suscetibilidade  reduzida  (de cerca de 10 vezes)  a anticorpos   

                                                
73 Nova infecção ocorrida após recuperação da anterior e causada pelo mesmo agente infeccioso. 



106 
 

Tabela 5. Resumo das principais mutações e impactos epidemiológicos (transmissibilidade e morbidade) e imunológicos (perfil de 

resistência e eficácia vacinal) das VOCs. 

VOC /  
Características 

B.1.1.7 (Alfa) B.1.351 (Beta) P.1 (Gama) B.1.617.2 (Delta) B.1.1.529 (Ômicron) 

Principais 
mutações 

N50Y, P681H, Δ69-70 
e Δ144 

K417N, E484K, N501Y e 
Δ242-244 

E484K, N501Y, 
K417T e deleções 

no NTD 
L452R, T478K e P681R 

Δ69-70, T95I, G142D, Δ143–
145, K417N, T478K, N501Y, 

H655Y, N679K e P681H 

Transmissibilidade 
e morbidade 

Aumento de 50% na 
transmissibilidade e 
letalidade quando 

comparada a variantes 
anteriores 

Aumento de 50% na 
transmissibilidade 

quando comparada a 
variantes anteriores 

1,7 a 2,4 vezes 
mais transmissível, 
21 a 46% capaz de 
reinfectar e 1,2 a 

1,6 vezes mais letal 

Suplantou as demais VOCs 
entre o início e meio de 
2021, provavelmente 

devido a seu aumento de 
transmissibilidade 

Risco de reinfecção 5 vezes 
maior e maior 

transmissibilidade; severidade 
reduzida entre 20 e 45% (em 
comparação à Delta) e menor 

replicação em células 
pulmorares 

Perfil de resistência 

Permaneceu altamente 
suscetível ao plasma 

de vacinados e 
convalescentes 

Mais reinfecções, e 10 
vezes menor 

susceptibilidade à 
neutralização por 

anticorpos e plasma 
convalescente 

Perfil de resistência 
semelhante à VOC 

Beta 

Perfil de resistência 
relevante: Neutralização de 
3 a 10 vezes reduzida em 

45% dos indivíduos; e mais 
de 10 vezes em 5% dos 

pacientes 

Redução dramática na 
neutralização de vacinados e 
convalescentes, parcialmente 

recuperada com doses de 
reforço 

Eficácia vacinal 
contra infecção 

~90% (BNT162b) 
Variável em diferentes 

estudos: 10% (AZD1222; 
n=39) e 75% (BNT162b) 

Varia entre 54% 
(CoronaVac) e 70% 

(AZD1222) 

Varia entre 60% 
(AZD1222) e 85% 

(BNT162b) 

Baixa eficácia contra doença 
sintomática após duas doses 
(BNT162b2), porém proteção 

significativa (~75%) após dose 
de reforço 

Fonte: Adaptado de TAO et al. (2021). 
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neutralizantes e plasma convalescente, especialmente devido à interferência das 

mutações K417N e E484K na ligação a algumas classes de anticorpos monoclonais 

(HOFFMANN et al., 2021; WANG et al., 2021a). Estimação da eficácia vacinal 

variou amplamente, alcançando o mínimo de 10% para AZD1222 em um pequeno 

estudo (n=39) (MADHI et al., 2021) e o máximo de 75% para BNT162b (ABU-

RADDAD; CHEMAITELLY; BUTT, 2021).  

 A linhagem P.1 (VOC Gama) apresenta três mutações nos mesmos sítios 

de Beta (E484K, N501Y e K417T) e outras cinco mutações na NTD (FARIA et al., 

2021). Sua emergência na região Amazônica, cuja soroprevalência74 estimada 

alcançou ~75% anteriormente (BUSS et al., 2020; SABINO et al., 2021), 

demonstrou suas características epidemiológicas alteradas. Estimou-se que seja 

1,7 a 2,4 vezes mais transmissível, 21 a 46% mais capaz de evadir o sistema imune 

de indivíduos previamente infectados (causar reinfecção) e 1,2 a 1,6 vezes mais 

letal (FARIA et al., 2021). Esta VOC apresenta perfil de resistência similar à Beta, 

com uma importante parcela (20 a 60%) dos indivíduos recuperados ou vacinados 

(com vacinas de mRNA ou AZD1222) apresentando redução de neutralização de 3 

a 10 vezes, enquanto 5 a 10% englobam declínio maior que 10 vezes (CHEN et al., 

2021; DEJNIRATTISAI et al., 2021; HOFFMANN et al., 2021; SOUZA et al., 2021; 

WANG et al., 2021b).  

 A linhagem B.1.617.2 (VOC Delta) estabeleceu-se na Índia, possuindo 

principalmente as mutações L452R, T478K, P681R, assim como outras na ORF3, 

ORF7a e N (MULLEN et al., 2021b; TAO et al., 2021). Caracterizou-se por ser a 

linhagem mais transmissível detectada até o final de 2021, uma vez que suplantou 

                                                
74 Número total de pessoas (ou porcentagem) em uma população que apresenta resultados positivos 
para uma doença em determinado momento com base em amostras de soro sanguíneo. 
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as variantes Alfa, Beta e Gama em seus países de emergência e predominância 

(MISHRA et al., 2021; MULLEN et al., 2021b; REDE GENÔMICA FIOCRUZ, 2021), 

e tornou-se predominante mundialmente. Apresenta perfil de resistência relevante, 

alcançando redução de 3 a 10 vezes em 45% dos indivíduos e 10 vezes em 5% 

deles (LIU et al., 2021a, 2021c; PLANAS et al., 2021b). Dados do Reino Unido 

apontam para eficácias vacinais de 60% (AZD1222) a 85% (BNT162b) (LOPEZ 

BERNAL et al., 2021; SHEIKH et al., 2021).  

 A linhagem B.1.1.529/BA.1 (Ômicron) apresenta cerca de 30 mutações na 

proteína S, muitas delas compartilhadas com outras VOCs e VOIs (e. g., Δ69-70, 

T95I, G142D, Δ143–145, K417N, T478K, N501Y, H655Y, N679K, e P681H) e 

muitas novas (MULLEN et al., 2021c). Somada a este perfil mutacional 

preocupante, esteve associada a aumentos explosivos no número de casos na 

África do Sul, Reino Unido, entre outros países. Uma análise de mais de 65 mil 

casos de reinfecção na África do Sul sugere que tal variante possui uma capacidade 

substancial de causar maiores taxas de reinfecção quando comparada à Beta e 

Delta (PULLIAM et al., 2021). Na Inglaterra, o aumento no risco de reinfecção foi 

de 5,41 vezes (intervalo de confiança de 95%: 4,87-6,00) (FERGUSON et al., 

2021). 

Na Inglaterra, foi observado um rápido crescimento da variante Ômicron em 

relação à Delta entre o fim de novembro e início de dezembro de 2021 com alta 

taxa de crescimento exponencial e duplicação no número estimado de casos a cada 

dois dias. Além disso, pessoas jovens (8 a 29 anos), residentes de Londres e com 

etnia africana apresentaram taxas mais elevadas de infecção pela nova variante 

(FERGUSON et al., 2021). Contudo, estimou-se uma redução na severidade da 
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Ômicron em relação à Delta de 20-45% no país (FERGUSON et al., 2021b), 

consistente com dados da África do Sul (WOLTER et al., 2021). 

Apesar da variante Ômicron possuir mutações que poderiam favorecer a 

clivagem na região S1/S2, a eficiência de clivagem observada foi substancialmente 

menor que em Delta (MENG et al., 2021b). Nesse sentido, utilizando cultivo de vírus 

vivos e pseudovírus75, identificou-se uma via de entrada alterada que favorece a 

fusão endossomal76 dependente de catepsina77 no endossomo em oposição à via 

de fusão da superfície celular TMPRSS2-dependente (WILLETT et al., 2021). Outro 

fator que pode explicar a reduzida severidade da infecção por Ômicron é a menor 

replicação desta em células de pulmão expressando TMPRSS2 em comparação à 

Delta (MENG et al., 2021b).  

A redução na neutralização foi confirmada em ensaios sorológicos, com 

redução de eficácia em convalescentes e recipientes de duas doses de vacina, a 

qual foi parcialmente recuperada com doses de reforço (booster) (CARREÑO et al., 

2021; MENG et al., 2021b; WILLETT et al., 2021). Importantemente, apesar do 

extensivo escape imunológico, este foi incompleto em pacientes previamente 

infectados e vacinados (CELE et al., 2021). Muito embora apresente 

susceptibilidade reduzida a anticorpos neutralizantes, outros componentes da 

resposta imune adaptativa como células T CD4 e CD8 contribuem para a proteção 

contra doença grave. A resposta às células T foi mantida em 70-80% dos casos de 

                                                
75 Modelos de vírus engenheirados que não contêm o genoma do vírus, mas são capazes de 
mimetizar a forma como o vírus infecta as células, por meio da substituição das estruturas virais de 
interesse. 
76 Compartimento formado a partir do processo de endocitose (pelo qual células vivas ativamente 
absorvem moléculas e outras células), por meio de fusão de vesículas provenientes de organelas 
celulares como membrana plasmática, complexo de Golgi e lisossomos. 
77 Família de proteases (ver 12) de cisteína que são ativadas sob o pH ácido dos lisossomos. 
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Ômicron investigados, demonstrando que tais respostas induzidas por vacinação 

ou infecção natural reconhecem essa variante (KEETON et al., 2021). 

Uma taxa inicialmente alta de mutações é consistente com a ideia de que, 

logo após um evento de spillover, há muitas substituições acessíveis que são 

vantajosas evolutivamente no novo hospedeiro (KISTLER; HUDDLESTON; 

BEDFORD, 2021). Isto foi observado no vírus da pandemia de influenza H1N1 

(H1N1pdm). Dado que durante dois anos após seu surgimento o H1N1pdm 

apresentou altas taxas de dN/dS em todo o genoma, acredita-se que sua evolução 

tenha sido amplamente direcionada pelo aumento de transmissibilidade e 

adaptação ao novo hospedeiro. Depois desse período inicial, sua evolução passou 

a ser dominada por mudanças antigênicas (SU et al., 2015). É possível que o 

SARS-CoV-2 esteja seguindo uma trajetória evolutiva semelhante, com adaptação 

inicial ao hospedeiro seguida por deriva antigênica78 (KISTLER; HUDDLESTON; 

BEDFORD, 2021), principalmente após a introdução das vacinas, que limitam a 

circulação viral, mas ao mesmo tempo aumentam a probabilidade de aquisição de 

mutações de escape ao sistema imunológico. Sendo assim, torna-se essencial a 

coordenação entre a detecção e a caracterização fenotípica do SARS-CoV-2 para 

reduzir os casos e mortes mundialmente, bem como fornecer atualizações para as 

estratégias terapêuticas existentes.  

Apesar dos avanços científicos sem precedentes para a compreensão da 

evolução do SARS-CoV-2, alguns problemas e desafios são recorrentemente 

observados nas análises genômicas que utilizam este vírus como objeto de estudo. 

                                                
78 Acúmulo de substituições de aminoácidos em proteínas virais selecionadas pelo sistema imune 
adaptativo do hospedeiro à medida que o vírus circula em uma população, o qual pode limitar 
substancialmente a duração da imunidade conferida pela infecção e pela vacinação. 
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Em um estudo que avaliou as dificuldades intrínsecas de inferir e pós-processar 

árvores filogenéticas do SARS-CoV-2 baseadas em ML, demonstraram-se 

inúmeras nuances advindas da baixa diversidade genética do vírus (poucas 

mutações) aliada à grande quantidade de sequências, o que caracteriza um fraco 

sinal filogenético. Com relação ao algoritmo de busca da árvore com maior ML, 

foram observadas diferenças topológicas importantes, de modo que seria mais 

adequado computar estatísticas sumárias em relação a um “conjunto mais plausível 

de árvores”, o que é realizado de modo natural por métodos Bayesianos, do que 

apresentar uma única árvore resultante da análise. Adicionalmente, foram 

observados problemas numéricos referentes à otimização do comprimento dos 

ramos e ao modelo de taxas livres. Com relação ao pós-processamento, enraizar 

árvores com outgroups de morcegos ou pangolins ou usando modelos de evolução 

não produziram uma posição razoável para a raiz. Portanto, muito embora a 

aplicação de métodos filogenéticos para a compreensão da evolução e propagação 

da COVID-19 fornece insights importantes, seus resultados devem ser 

interpretados com extrema cautela (MOREL et al., 2021). 

 Além da investigação da origem do SARS-CoV-2 a partir dos seus possíveis 

reservatórios animais e dados epidemiológicos do início da pandemia, outros 

métodos têm sido usados para estimar confiavelmente a raiz da filogenia e o 

primeiro caso (KUMAR et al., 2021; PEKAR et al., 2021a; PIPES et al., 2021). 

Devido ao rápido acúmulo de mutações nos vírus, torna-se desafiador identificar 

uma sequência outgroup que esteja suficientemente relacionada com as 

sequências em análise para permitir um enraizamento confiável (PIPES et al., 

2021). Uma alternativa e esta prática é o enraizamento por relógio molecular, que 

se baseia na suposição de que as mutações ocorrem a uma taxa aproximadamente 
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constante (ZUCKERKANDL; PAULING, 1962), ou variam em diferentes ramos da 

filogenia (DRUMMOND et al., 2006).  

Ao investigar seis diferentes variações destas duas estratégias de 

enraizamento de árvores e apresentar métricas relacionadas à incerteza, 

demonstrou-se que métodos baseados em grupo externo (outgroup) tendem a 

posicionar a raiz em sequências da linhagem A, enquanto abordagens de relógio 

molecular localizam a raiz na linhagem B. A explicação mais provável para a 

discrepância observada entre as raízes seria a hipermutabilidade79 nos sítios que 

definem estas linhagens, resultando em um excesso de “mutações para trás” e 

sugerindo que o enraizamento por relógio molecular é mais confiável. Entretanto, 

não é possível excluir uma maior taxa de mutação (ou erros de sequenciamento) 

no clado A que atrairia a raiz para si. O enraizamento no clado B é compatível com 

uma origem em Wuhan, enquanto que um enraizamento na clado A sugere origens 

alternativas do vírus, possivelmente fora do leste asiático. Portanto, dadas as 

dificuldades de conciliação entre métodos, recomenda-se evitar inferências 

exageradas sobre a divergência inicial do SARS-CoV-2 com base em um 

enraizamento fixo em A ou B, e que análises baseadas no enraizamento por 

outgroup devem ser evitadas até que sejam descobertas sequências mais 

estreitamente relacionados. Dessa forma, é improvável que as evidências 

filogenéticas disponíveis identifiquem a origem do vírus SARS-CoV-2 de modo 

independente de outras fontes. 

Outra questão primordial para o entendimento da origem e dinâmica inicial 

do SARS-CoV-2 é a datação do MRCA da filogenia e do primeiro caso (index). Ao 

combinar inferências retrospectivas baseadas em relógio molecular com 

                                                
79 Capacidade de exibir um número excessivo de mutações. 
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simulações epidemiológicas para determinar quanto tempo o SARS-CoV-2 teria 

circulado antes do tempo do MRCA, estimou-se que o intervalo mais plausível seria 

entre meados de outubro e meados de novembro de 2019 na província de Hubei. 

Além disso, conjecturou-se que dois terços dos eventos zoonóticos seriam 

autolimitados e incapazes de desencadear uma pandemia, bem como teriam sido 

necessárias 2,2 mutações (0,5 a 3,9) antes de dar origem aos padrões observados 

de diversidade genética amostrados (PEKAR et al., 2021a). Esta estimativa é 

coerente com a identificação do provável MRCA do SARS-CoV-2 (proCoV2), o qual 

foi estimado com base em uma modelagem do histórico mutacional do vírus. O 

proCoV2 diferiria dos primeiros genomas amostrados na China por três 

substituições, o que implica que nenhum dos primeiros pacientes amostrados 

representaria o caso índice ou teria dado origem a todas as infecções humanas 

observadas (KUMAR et al., 2021). 

 Um estudo que investigou quando, onde e como o SARS-CoV-2 estabeleceu 

suas primeiras cadeias de transmissão na Europa e nos Estados Unidos, 

demonstrou a necessidade de utilizar múltiplas fontes de informação (fluxo de 

passageiros de avião, incidência da doença na província de Hubei e outros locais, 

bem como modelagem dos possíveis caminhos evolutivos virais) e integrá-las para 

a testagem de hipóteses epidemiológicas. Isso ocorre pois, muito embora genomas 

virais possam fornecer informações críticas sobre a ligação epidemiológica de vírus 

separados no espaço e no tempo, o SARS-CoV-2 evolui a uma taxa considerada 

lenta de ≅1×10-3 substituições por sítio por ano (≅2 mutações por mês). 

Consequentemente, toda a população global do SARS-CoV-2 até março de 2020 

divergiu por apenas 0 a 12 mutações nucleotídicas em comparação ao ancestral 

inferido de toda a pandemia, o que faz com que as cadeias de transmissão sejam 
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definidas por 1 a 3 nucleotídeos diferentes. As inferências filogeográficas foram 

ainda mais confundidas pela disponibilidade baixa de dados de sequências de 

locais que sofreram surtos iniciais, incluindo Itália, Irã e o epicentro original em 

Hubei. Portanto, a combinação da taxa relativamente lenta de evolução da SARS-

CoV-2, sua rápida disseminação dentro e entre locais, e a amostragem não 

representativa apresenta riscos para interpretações errôneas (WOROBEY et al., 

2020). 

 Outro desafio imposto em um contexto pandêmico em que a vigilância 

genômica torna-se essencial é a desigualdade de sequências genômicas do SARS-

CoV-2 depositadas por países desenvolvidos em comparação a países 

subdesenvolvidos e em desenvolvimento. Em um estudo que analisou essas 

disparidades, verificou-se que os países de alta renda contribuíram com 94% dos 

genomas depositados. Por exemplo, 100 dos 167 países analisados sequenciaram 

menos de 0,5% dos casos confirmados, enquanto 16 nações genotiparam mais de 

5% dos casos. Adicionalmente, causa preocupação o fato de que 20 países, 

principalmente da África, não foram capazes de sequenciar nenhum genoma. Tais 

heterogeneidades espaço-temporais significativas apresentam correlação com 

fatores socioeconômicos, como: gastos em pesquisa e desenvolvimento per capita, 

produto interno bruto (PIB) per capita e índice de desenvolvimento humano (IDH) 

(BRITO et al., 2021).  

Apesar do desenvolvimento de algumas ferramentas interativas que 

constroem filogenias com a maioria dos genomas disponíveis nos bancos de dados 

públicos (e.g., https://cov2tree.org/ e http://pando.tools/), bem como outras que 

utilizam escores baseados em máxima parcimônia para adicionar novas 

sequências a grandes filogenias previamente construídas (TURAKHIA et al., 2021), 

https://cov2tree.org/
http://pando.tools/
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muitas vezes estamos interessados em avaliar a dinâmica espaço-temporal do 

SARS-CoV-2 em escalas mais locais, o que torna necessária uma amostragem 

capaz de incluir genomas representativos da diversidade genética, temporal e 

geográfica do vírus. Muito embora existam algumas ferramentas disponíveis 

publicamente para realizar tais procedimentos (ALPERT et al., 2021; BOLYEN et 

al., 2020; HADFIELD et al., 2018), não há um consenso sobre a utilização destas, 

de modo que outras abordagens também são usadas para necessidades 

específicas (DU PLESSIS et al., 2021; LEMEY et al., 2021). Portanto, a 

comparabilidade entre as diferentes formas de amostragem e seu impacto nos 

resultados observados ainda é pouco explorada, mas necessária para o 

entendimento das vantagens e desvantagens de cada metodologia. 

 Algumas limitações devem ser consideradas quanto às conclusões dos 

resultados apresentados nestre trabalho. Primeiramente, não foi possível analisar 

uma amostra maior de genomas devido aos recursos disponíveis. Além disso, a 

baixa quantidade e representatividade espacial das sequências do RS e demais 

estados limitou as inferências de eventos de introdução e movimento do vírus, 

especialmente em resolução municipal e estadual. Nesse sentido, observamos 

heterogeneidades espaciais e temporais nos esforços de sequenciamento do 

Brasil, dificultando uma acurada inferência das principais linhagens circulantes no 

país e podendo introduzir fatores de confusão. Uma distribuição desigual e sem 

proporcionalidade em relação ao número de casos por localidade, implica que as 

conclusões podem ser desproporcionalmente afetadas por eventos em períodos 

muito e pouco amostrados. 

 Portanto, o estabelecimento de um programa de vigilância nacional 

centralizado, estabelecendo: (i) regras claras de randomização e 
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representatividade, (ii) padronização de protocolos de sequenciamento e (iii) 

colaboração entre diferentes grupos de pesquisa nacionais, similar ao COG-UK 

realizado no Reino Unido (COVID-19 GENOMICS UK CONSORTIUM, 2020; 

NICHOLLS et al., 2021), é essencial para fornecer conjuntos de dados espaço-

temporalmente representativos que permitam caracterizar mais precisamente a 

evolução do SARS-CoV-2 e demais patógenos emergentes no Brasil, identificando 

prontamente novas variantes para melhor responder e controlar sua propagação. 

 Adicionalmente, uma representação espaço-temporal desproporcional 

influencia fortemente as análises filodinâmicas e filogeográficas, uma vez que 

ligações epidemiológicas entre regiões podem ser maximizadas ou minimizadas 

devido à super ou subamostragem. Os modelos contínuos de dispersão geográfica 

utilizados são mais adequados para o espalhamento por terra em distâncias curtas, 

em oposição às longas distâncias percorridas de avião, uma prática comum no 

território brasileiro devido a seu tamanho continental. A principal consequência é 

que as inferências da localização dos nós próximos à raiz das árvores devem ser 

analisadas cuidadosamente e apresentam maior incerteza associada, tanto devido 

às limitações do modelo relacionadas à captura de viagens de longa distância 

quanto aos dados amostrados de modo esparso e à incerteza das reconstruções 

filogenéticas no contexto da COVID-19 previamente mencionados. 

 Finalmente, obtivemos estimativas das taxas evolutivas para algumas 

árvores MCC clado-específicas significativamente menores em relação à 

descobertas anteriores (8 a 9×10-4 subst/site/ano) (RAMBAUT, 2020; SU et al., 

2020). Essas diferenças contribuíram para datações mais antigas dos ancestrais 

comuns mais recentes, uma vez que nesse caso é esperado que o acúmulo de 

mais mutações ocorra em um período de tempo mais longo. Embora algumas datas 
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inferidas provavelmente não sejam realistas no contexto da pandemia de COVID-

19, elas destacam problemas com o processo de coleta de dados. As possíveis 

explicações para este comportamento são: amostragem não aleatória, amostras 

proximamente relacionadas com a mesma idade (agrupamento filo-temporal), e a 

presença de heterogeneidade nas taxas evolutivas entre linhagens (TONG et al., 

2018). 
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7. CONCLUSÕES 

 Neste trabalho, objetivamos caracterizar a distribuição de linhagens e 

padrões de espalhamento geográfico do vírus SARS-CoV-2, causador da pandemia 

de COVID-19. Para este fim, utilizamos amostras do município de Esteio na 

primeira fase da epidemia (maio a outubro de 2020), do Rio Grande do Sul em 

período de aumento de hospitalizações e mortes (março de 2021) devido ao 

surgimento da variante P.1 (Gama) e de todo o território brasileiro no primeiro ano 

da epidemia (fevereiro de 2020 a fevereiro de 2021). Ao utilizar dados 

epidemiológicos e genomas completos do SARS-CoV-2 dos pacientes locais e de 

um conjunto representativo da diversidade viral mundial depositado no banco de 

dados GISAID, conseguimos contextualizar os genomas sequenciados e realizar 

análises detalhadas para compreender o espalhamento geográfico e dinâmica viral 

em escalas locais, regionais e internacionais. 

 A pandemia de COVID-19 foi a primeira na qual a comunidade científica 

internacional foi capaz de aplicar sequenciamento de genomas completos 

praticamente em tempo real. O compartilhamento desses dados e as análises 

resultantes informaram decisões de saúde pública, permitiram a detecção de 

mutações e variantes que poderiam afetar a virulência, patogênese, 

transmissibilidade, alcance de novos hospedeiros, escape imunológico e eficácia 

das vacinas. Tanto para essa quanto para futuras pandemias, tais iniciativas e 

colaborações irão permitir uma resposta ainda mais rápida às emergências de 

saúde pública. Contudo, predições genótipo-fenótipo não podem ser realizadas no 

mesmo ritmo do sequenciamento genômico. Portanto, o próximo nível da vigilância 

genômica provavelmente irá abranger uma abordagem sistemática capaz de 

correlacionar a detecção e a caracterização fenotípica das novas variantes em 
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tempo oportuno, visando contribuir para o desenvolvimento e atualização de testes 

diagnósticos, vacinas, estratégias terapêuticas e adoção de intervenções não-

farmacológicas.
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APÊNDICES 

Apresento como apêndices alguns artigos publicados no período do 

Mestrado relacionados à COVID-19, como coautor ou em outros aspectos da 

doença. 
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APÊNDICE 1 

O manuscrito que constitui o Apêndice 1, intitulado “E484K as an innovative 

phylogenetic event for viral evolution: Genomic analysis of the E484K spike 

mutation in SARS-CoV-2 lineages from Brazil” objetivou caracterizar o aumento na 

proporção de genomas brasileiros com a mutação E484K na proteína Spike e 

avaliar sítios positivamente selecionados nesta proteína. Encontra-se publicado na 

revista Infection, Genetics and Evolution 

(https://www.sciencedirect.com/journal/infection-genetics-and-evolution), com fator 

de impacto JCR 2021 = 3,342 e Qualis/CAPES = A2. O manuscrito e os materiais 

suplementares estão disponíveis mediante assinatura no seguinte link: 

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1567134821002380.  

https://www.sciencedirect.com/journal/infection-genetics-and-evolution
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1567134821002380
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APÊNDICE 2 

O manuscrito que constitui o Apêndice 2, intitulado “Population-based 

prevalence surveys during the Covid-19 pandemic: A systematic review” objetivou 

avaliar aspectos qualitativos de estudos populacionais que estimassem a 

prevalência da COVID-19, identificando seu grau de confiabilidade e práticas ou 

variáveis relacionadas à qualidade metodológica. Encontra-se publicado na revista 

Reviews in Medical Virology (https://onlinelibrary.wiley.com/journal/10991654), com 

fator de impacto JCR 2021 = 6,989 e Qualis/CAPES = A1. O manuscrito e os 

materiais suplementares estão disponíveis na íntegra (Open access) no seguinte 

link: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/rmv.220 

https://onlinelibrary.wiley.com/journal/10991654
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/rmv.2200

