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Resumo

Os Coronavirus sdo uma familia de virus que possuem RNA de fita simples e sdo capazes de
contaminar homens e animais. Sdo conhecidos por sua alta frequéncia de recombinacdo e altas
taxas de mutacdo, permitindo que se adaptem a novos hospedeiros e nichos ecoldgicos. Os
niveis virais elevados fornecem um ambiente adequado para a replicacdo viral, levando a
persisténcia viral, por sua vez, pode ocasionar novas estirpes virais. Foi realizado uma revisao
bibliografica narrativa sobre a anélise molecular e bioldgica. Na analise filogenética, executou-
se uma pesquisa em base de dados genéticos. A infeccdo por este virus encontra populacées
suscetiveis em todo o mundo, e a medida que a taxa de replicacdo viral aumenta nessas
populagdes, 0 numero de novos pontos de mutacao e as frequéncias de mutacdes em pontos de
acesso individuais aumentaram. Assim, pode tornar seu genoma mais bem adaptado e cada vez
mais perigoso para a saude humana.

Palavras-chave: Coronavirus nos humanos; SARS-CoV-2; Doenca do Coronavirus 2019;
Coronavirus; Gendmica viral.

Molecular, biological and phylogenetic analysis of the new Coronavirus

Abstract

Coronaviruses are a family of viruses that have single-stranded RNA and are capable of
infecting humans and animals. They are known for their high recombination frequency and high
mutation rates, allowing them to adapt to new hosts and ecological niches. High viral levels
provide a suitable environment for viral replication, leading to viral persistence, which in turn
can give rise to new viral strains. A narrative literature review on molecular and biological
analysis was carried out. In the phylogenetic analysis, a search was carried out in a genetic
database. Infection with this virus finds susceptible populations around the world, and as the
rate of viral replication in these populations increases, the number of new mutation points and
the frequencies of mutations at individual hotspots have increased. Thus, it can make its genome
better adapted and increasingly dangerous to human health.

Keywords: Coronavirus in humans; SARS-CoV-2; Coronavirus disease 2019; Coronavirus;
Viral genomics.
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1. INTRODUCAO

Os Coronavirus (CoVs) pertecem a familia Coronaviridae composta por virus que
possuem RNA de fita simples e séo capazes de contaminar homens e animais, ocasionando
doencas respiratorias, hepaticas, gastrointestinais e neuroldgicas. A familia é dividida em quatro
géneros: alfa-coronavirus, beta-coronavirus, gama-coronavirus e delta-coronavirus (WU, A. et
al., 2020). Atualmente, foram reconhecidos seis Coronavirus humanos: alfa-CoVs HCoVs-
NL63 e HCoVs-229E e os beta-CoVs HCoVs-OC43, HCoVs-HKU1, sindrome respiratéria
aguda grave-CoV (SARS-CoV) (DROSTEN et al., 2003) e sindrome respiratdria do Oriente
Médio-CoV (ZAKI et al., 2012).

A coevolugdo dos CoVs e seus hospedeiros, incluindo os seres humanos, foi
impulsionada pela mutacdo e adaptacdo. Antes de 2003, ficou conhecido por causar doencas
leves, como o resfriado comum. Apo0s isso, surgiram 0s surtos da sindrome respiratdria aguda
grave (SARS) e da sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS) que revelaram o quao
devastador e potencialmente fatal uma infeccdo por HCoV pode ser (GAO et al., 2016).

O surgimento do SARS-CoV-2 na China no final de 2019 colocou os CoVs, novamente,
no centro das atengdes devido sua alta capacidade de transmissibilidade. A identificacdo dos
hospedeiros animais tém interferéncias diretas em relacéo a prevencdo de doengas humanas. A
partir disso, a maioria dos HCoVs se originou de morcegos, onde eles nao sao patogénicos (YE
et al., 2020).

O novo Coronavirus é suspeito de ter origem na vida selvagem, com origens finais
provaveis em uma espécie de morcego e possivelmente com origens mais proximais de um
hospedeiro animal intermediario. A partir da propagacdo global do virus entre 0s humanos,
surge a preocupacao que este novo virus tenha o potencial de se espalhar de humanos infectados
para a vida selvagem nativa que poderia posteriormente servir como novos hospedeiros
reservatorios para o virus. Dessa forma, o virus pode se estabelecer em areas fora de sua regido
de origem e ficar disponivel para surtos futuros (JI et al., 2020).

Devido a alta taxa de prevaléncia e extensa distribuicdo dessa familia de virus e, além
disso, a grande diversidade genética e recombinacdo frequente de seus genomas e, também, ao
aumento das atividades de interacdo humano-animal promovem, principalmente, o surgimento
de novos Coronavirus em humanos (WU, A. et al., 2020). Ademais, estruturalmente, eles

possuem genomas ndo segmentados que compartilham uma organizagdo semelhante. E,



também, o periodo de incubacdo e a dura¢do do curso da doenca pelo HCoV sdo muito
parecidos (WONG,; LUI; JIN, 2016).

O virus se espalhou globalmente, e a COVID-19 foi declarado pela Organizacao
Mundial da Satde (OMS) uma pandemia em mar¢o de 2020. Por ser uma doenca infecciosa
respiratéria aguda emergente ela se espalha, principalmente, através do trato respiratério por
secrecdes respiratdrias, contato direto e goticulas. Ademais, foi descrito que 0 SARS-CoV-2
foi isolado de esfregacos fecais e sangue, demonstrando a possibilidade de multiplas rotas de
transmissdo. Informacdes atuais sugerem um periodo de incubacdo de 1-14 dias, na maioria
dos casos 3—7 dias. E um virus responsavel por causar problemas graves, especialmente em
idosos e pessoas com doengas cronicas subjacentes (LUDWIG; ZARBOCK, 2020).

Os pacientes com COVID-19, na maioria, apresentam uma doenca leve que pode ser
tratada na comunidade. Porém, eles requerem monitoramento cuidadoso e encaminhamento
precoce ao hospital em caso de qualquer sinal de agravamento clinico. Sendo que, atualmente,
0 protocolo médico usado nos pacientes é predominantemente de suporte, com foco no manejo
adequado da disfuncéo respiratoria (THEVARAJAN; BUISING; COWIE, 2020).

Ademais, o reconhecimento da infeccdo assintomatica tem sido uma area de intenso
interesse na compreensdo da epidemiologia da nova doenca. A proporcdo de infeccédo
sintomatica e assintomatica é, atualmente, incerta (SUTTON et al., 2020). A forma sintomatica
dainfeccdo geralmente se apresenta como uma sindrome respiratoria, mais frequentemente com
febre e tosse (WANG et al., 2020).

Os sintomas clinicos mais comuns sdo febre e tosse, falta de ar e outras dificuldades
respiratorias, além de outros sintomas inespecificos, incluindo dor de cabeca, dispneia, fadiga
e dor muscular. Além disso, alguns pacientes também relatam sintomas digestivos, como
diarreia e vomitos. Embora os pacientes inicialmente apresentem febre com ou sem sintomas
respiratorios, varios graus de anormalidades pulmonares se desenvolvem posteriormente em
todos os pacientes, e podem ser observados na tomografia computadorizada (TC) de torax
(OUASSOU et al., 2020).

Contudo, informacdes atualizadas sobre gendmica viral e transcriptdmica sdo cruciais
para compreender as origens e a dispersao global do virus. Com isso, possibilitando estratégias
para intervencdes terapéuticas, descoberta de medicamentos e desenvolvimento de vacinas
(UDDIN et al., 2020).

A partir disso, o primeiro genoma SARS-CoV-2 foi publicado apenas algumas semanas

apos o inicio do surto, e exibiu similaridade gendmica e filogenética com o SARS-CoV,



particularmente no gene S e dominio de ligacéo ao receptor (RBD), indicando a capacidade de
transmisséo direta de pessoa para pessoa (ANDERSEN et al., 2020).

Com base em suas relacdes filogenéticas e estruturas genémicas, 0 COVID-19 pertence
ao género Betacoronavirus. Os Betacoronavirus humanos (SARS-CoV-2, SARS-CoV e
MERS-CoV) tém muitas semelhancas, mas também tém diferencas em sua estrutura genémica
e fenotipica que podem influenciar sua patogénese (MOUSAVIZADEH; GHASEMI, 2020).

As analises filogenéticas dos genomas SARS-CoV-2 identificaram os morcegos como
0 reservatorio primario de Coronavirus semelhantes ao SARS, exibindo alta similaridade de
sequéncia (96,2%) entre os genomas BatCoV e SARS-CoV-2. A andlise de sequéncia da
proteina spike sugere ainda que novas mutaces em seu RBD determinam ndo apenas a gama
de hospedeiros, mas tambem o tropismo celular do virus (CERAOLO; GIORGI, 2020).

Além disso, uma compreensdo dos reservatdrios biologicos que transportam
Coronavirus e as modalidades de contato com a populacdo humana através do comeércio,
viagens ou recreacao serd importante para compreender os riscos futuros de novas infeccoes.
Além do que, as populacdes podem ser infectadas ou mesmo reinfectadas por meio de varias
rotas de viagem (KOYAMA; PLATT; PARIDA, 2020).

Em muitas partes do mundo houve o sequenciamento do novo virus, e esses dados
provaram ser Uteis no rastreamento da disseminacgéo global do virus (HADFIELD et al., 2018).
Por exemplo, uma analise inicial de 103 genomas SARS-CoV-2 identificou dois subtipos
principais (que foram designados L e S) que sdo bem definidos por dois polimorfismos de
nucleotideo unico (SNPs) diferentes (TANG et al., 2020).

Os virus de RNA tendem a abrigar polimerases de RNA dependentes de RNA,
propensas a erros, que tornam a ocorréncia de mutacdes e eventos de recombinacdo bastante
frequentes. Sendo assim, pode desempenhar um papel na evolucdo do SARS-CoV-2 (DUFFLY,
2018).

Em Wuhan, China, o tipo L foi encontrado em 70% dos casos e foi observada como a
forma mais agressiva e contagiosa em comparacdo com o tipo S original. O virus sofreu
mutacdo adicional e se expandiu em varias cepas e grupos. A diversidade geografica de
diferentes cepas pode ajudar a correlacionar a gravidade relacionada a COVID-19, a taxa de
mortalidade e as opcdes de tratamento (FORSTER et al., 2020).

Assim, este trabalho tem como objetivo analisar o aspecto molecular, biolégico e
filogenético do SARS-CoV-2. Para isso, foi feito um levantamento dos estudos relacionados

com o tema e utilizacdo de um software (em relagdo a analise filogenética) para elaboracdo do



mesmo, com a finalidade de verificar e compreender o comportamento viral nos paises

selecionados para o estudo.

2. METODO

O trabalho foi dividido em andlise biol6gica, molecular e filogenética do novo
Coronavirus. Para isso, foi realizada uma revisao bibliogréfica narrativa em relacdo a analise
biol6gica e molecular. Em complemento, executou-se a analise filogenética em base de dados
genéticos.

Para a realizacdo e discussdo do trabalho foi feito um levantamento bibliografico a
respeito de publicacdes relacionadas ao Coronavirus, principalmente, nos ultimos 2 anos. As
palavras-chave utilizadas na elaboracdo do trabalho foram: Coronavirus nos humanos; SARS-
CoV-2; Doenga do Coronavirus 2019; Coronavirus; Gendmica viral utilizando a base
bibliografica do PubMed (Public Medline) com a selecdo de artigos em lingua inglesa
relacionados com o tema. Além disso, foi utilizada apenas uma referéncia da SCIELO em lingua
portuguesa.

Na analise filogenética, foram utilizados 105 genomas selecionados de forma aleatoria
pela plataforma Genbank. Essa plataforma ¢ um banco de dados de nucleotideos do NCBI
(National Center for Biotechnology Information - Centro Nacional de Informacgdes sobre
Biotecnologia), dessa forma, armazenando informacdes sobre sequéncias nucleotidicas.

A partir da selecdo das sequéncias elas foram inseridas no programa Geneious, um
software que estrutura as sequéncias genéticas e faz o alinhamento e a analise da identidade das
sequéncias de DNA. Com isso, arvores filogenéticas foram criadas de acordo com as sequéncias
de DNA dos genomas virais que foram selecionadas e organizadas segundo cada pais com as
sequéncias WIV (sdo sequéncias de Coronavirus identificadas com provavel origem em
morcegos hospedeiros) e, por fim, uma arvore contendo 105 genomas, sendo: 19 sequéncias
obtidas de hospedeiros humanos no Brasil, 21 sequéncias obtidas de amostras humanas
provenientes da China, 20 sequéncias originarias da India, 20 sequéncias provenientes da Italia,
20 sequéncias obtidas de amostras dos Estados Unidos e 5 sequéncias com provavel origem de
morcegos (WIV).

As sequéncias isoladas de humanos séo relacionadas com as sequéncias WIV devido
elas serem as primeiras sequenciadas ap6s a transmissao do Coronavirus para humanos com

provavel origem de morcego. A WIV04, por exemplo, foi a primeira isolada em humanos.



Essas sequéncias foram selecionadas para o trabalho com a finalidade de analisar a
filogenética do SARS CoV-2 em relacdo as mutagdes a partir das sequéncias WIV. Sendo que,
as sequéncias WIV (Wuhan Institute of Virology - Instituto Wuhan de Virologia) representam
as sequéncias publicadas no Genbank devido a um surto de pneumonia associado a um novo
Coronavirus de provavel origem do morcego. Por isso, foi escolhido e inserido na pesquisa para
contribuir na andlise de filogenia e verificar, dessa forma, o comportamento viral de mutacéo

em cada nacionalidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise Molecular do SARS CoV-2

A epidemia de sindrome respiratéria aguda grave (SARS) na China, que matou 774
pessoas durante o surto de 2002/2003 foi a primeira doenca grave conhecida causada por um
Coronavirus (CoV) em humanos. A segunda doenca fatal foi a sindrome respiratoria do Oriente
Médio (MERS) que teve inicio em 2012 na Arabia Saudita e resultou em 858 mortes. Em
dezembro de 2019, o SARS-CoV-2 (COVID-19), um novo virus, com origem da China,
comecou a gerar repercussdo em todo o mundo devido a velocidade sem precedentes de sua
transmissdo. Foram 5,2 milhGes de pessoas infectadas e 338.480 6bitos de dezembro de 2019 a
maio de 2020 (LATIF; MUKARATIRWA, 2020).

Acredita-se que esses Coronavirus humanos sejam de origem animal e atingiram 0s
humanos através do salto de espécies. Eles sdo bem conhecidos por sua alta frequéncia de
recombinacdo e altas taxas de mutacdo, permitindo que se adaptem a novos hospedeiros e
nichos ecologicos (CUI; LI; SHI, 2019).

O primeiro reconhecimento do virus em humanos ocorreu em 1960, sendo que sete tipos
foram identificados (SEAH; AGRAWAL, 2020). Dessa forma, eles sdo classificados com base
em sua sequéncia de proteinas em: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e
Deltacoronavirus. O Betacoronavirus e o alfa sdo os dois géneros que infectam mamiferos,
enguanto o gamma e delta infectam aves (WU, D. et al., 2020).

Em geral, os virus de RNA codificam para proteinas que sdo fundamentais para
controlar as células hospedeiras. Por exemplo, eles codificam os tipos de proteinas necessarios

para montar as novas particulas virais. Além do que, os virus de RNA sdo bem conhecidos por



sua alta taxa de mutacdo, 0 que os ajuda a se adaptarem rapidamente as células hospedeiras
(MANFREDONIA et al., 2020).

Os CoVs sdo uma familia de virus que infectam mais de 500 espécies de quirdpteros
(uma ordem de mamiferos composta por mais de 1200 espécies de morcegos) que representam
um importante reservatorio para a evolucao do CoV, permitindo a recombinacdo de genomas
virais em animais co-infectados por diferentes estirpes (HU et al., 2017; LUK et al., 2019;
MENACHERY et al., 2015).

E geralmente aceito que a transmissdo zoonotica de CoVs para humanos ocorre por
meio de uma espécie hospedeira intermedidria, na qual os virus melhor adaptados aos receptores
humanos podem ser selecionados, facilitando assim a passagem da barreira de espécies (CUI,;
LI; SHI, 2019). Vetores de transmissdo zoonotica podem ser identificados examinando as
relagBes filogenéticas entre novos virus e virus isolados de espécies animais que vivem nas
regides de emergéncia do CoV (SALLARD et al., 2021). Na figura 1, é possivel verificar
hipdteses de transmissdo do reservatorio animal (morcegos) para 0 homem, com base na

filogenia molecular dos genomas virais.

Figura 1: Esquemas do possivel reservatorio animal para 0 homem com base na filogenia molecular.
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Em relagéo a figura 1, a pandemia de SARS-CoV de 2003, o civeta (gatos selvagens)
foi proposto como hospedeiro intermediario. A transmissdo direta de morcego para humano
também estd sendo considerada. No caso de MERS-CoV de 2012, com o camelo como
hospedeiro intermediario. Varios eventos de transmissdo direta foram documentados. E na
pandemia de COVID-19 vérios cendrios sdo propostos sobre o Gltimo hospedeiro antes da
transmisséo aos humanos (SALLARD et al., 2021).

Embora nenhuma epidemia relacionada a transmissdo direta de morcego para humano
tenha sido identificada até 0 momento, estudos experimentais mostraram que mais de 60 CoVs
de quirdpteros sdo capazes de infectar células humanas em cultura (LUIS et al., 2013;
MENACHERY et al., 2015). A identificagdo, em 2017, de isolados virais muito semelhantes
a0 SARS-CoV em morcegos levanta a questdo de uma possivel transmissdo direta de
quirdpteros para humanos, que poderia resultar de mutacdes no dominio de ligacéo ao receptor
(RBD) da proteina spike viral e permitiu sua entrada na célula hospedeira (HU et al., 2017).

Além disso, a origem do SARS-CoV-2 é uma questdo de debate. Estudos de
bioinformatica revelaram que ele tem 96,2% de identidade com um genoma CoV (RaTG13)
reconstruido a partir de fezes e amostras anais de morcegos Rhinolophus affinis. Curiosamente,
essas amostras foram coletadas em 2013, mas a sequéncia do genoma completo so foi publicada
no inicio de fevereiro de 2020 (ZHOU et al., 2020).

Infelizmente, a localizacdo precisa da coleta de amostra ndo esta documentada no artigo
original nem nos bancos de dados de sequéncia. No entanto, quando a analise atual foi
conduzida (abril de 2020), foi encontrada uma correspondéncia exata entre RaTG13 e um
fragmento de 370 nucleotideos publicado em 2016 (KP876546), codificando um dominio de
polimerase BtCoV/4991, que foi sequenciado de isolados coletados de um mina eixo na
provincia de Yunnan apds a morte de 3 mineiros de pneumonia atipica (GE et al., 2016; WU et
al., 2014; RISSANEN et al., 2017).

O genoma dos CoVs representa o segundo maior genoma de todos os virus de RNA. E
um RNA de fita simples de sentido positivo, com tamanho do genoma variando de 26 kb a 32
kb de comprimento e tem um cap e poli-A em sua cauda 5’ e 3', respectivamente (CHAN et al.,
2020, WU et al., 2020). Em geral, o0 numero de ORFs no genoma dos CoVs varia de 6 a 15
ORFs (SONG et al., 2019).

As ORFs 1a e 1lab representam o maior gene do genoma do Coronavirus e cobrem quase
dois tercos de todo o seu genoma, como pode ser observado na figura 2. Esses dois genes

codificam diferentes NSPs como o complexo de replicacdo-transcricdo (RTC), que ¢é



responsavel por sintetizar e transcrever o RNA subgendémico (sgRNA) (GORBALENYA et al.,
2000; HUSSAIN et al., 2005; SNIJDER et al., 2006).

Assim, o0 genoma do novo virus consiste em 15 ORFs codificados em 29 proteinas
(SRINIVASAN et al., 2020); no terminal 5' do genoma, temos ORF1ab e ORF1a que codificam
0 polipeptideo 1ab e 1a, respectivamente. O terminal 3' do genoma representa quatro proteinas
estruturais (pico, envelope, matriz e nucleocapsideo) e nove acessorias (3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8b,
9a, 9b e orf10) (AL-QAANEH et al., 2021).

Figura 2: Estrutura viral do SARS CoV-2.
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Sendo que, as duas estruturas de leitura aberta sobrepostas (ORFs) ORFla e lab
representam os dois tercos da regidao a montante do genoma. A caracteristica genética geral que
distingue o Alphacoronavirus de outros Coronavirus é que eles tém um tipo Unico de proteina
ndo estrutural NSP1 que difere em sequéncia e tamanho de outro Betacoronavirus NSP1 (~9
kDa para Alphacornavirus e ~20 kDa para Betacoronavisrus) (AL-QAANEH et al., 2021).

Em contraste, Gamma e Deltacoronavirus carecem da porcdo NSP1 (JAIMES et al.,
2020). A proteina NSP1 desempenha um papel crucial na inibi¢do da expressdo do gene do
hospedeiro e sua localizacdo é essencial para a viruléncia do virus (SHEN et al.,
2019). Conforme a figura 3, é possivel observar a organizacdo genémica do SARS CoV-2.

A partir disso, esse virus contém quatro proteinas estruturais (S, E, M e N) e dezesseis
proteinas ndo estruturais (nspl a 16) que estdo dispostas de acordo com a figura 3. A Nspl

medeia o processamento e a replicagdo do RNA. Enquanto a Nsp2 modula a via de sinalizacéo
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de sobrevivéncia da célula hospedeira. Acredita-se que o Nsp3 separa a proteina traduzida. E a
Nsp4 contém o dominio transmembranar 2 (TM2) e modifica as membranas ER. Ja a Nsp5
participa do processo de poliproteina durante a replicagdo. A Nsp6 é um dominio
transmembranar presuntivo. A presenca de nsp7 e nsp8 aumentou significativamente a
combinagédo de nspl2 e RNA template-primer (NAQVI et al., 2020).

Além disso, a Nsp9 funciona como uma proteina de ligagdo a SSRNA. A Nsp10 é critica
para a metilacdo cap de mRNAs virais. Enquanto a Nspl2 contém a RNA polimerase
dependente de RNA (RdRp), que é uma composicdo critica da replicacdo/transcricdo do
coronavirus. O Nsp13 liga-se ao ATP e o dominio de ligacdo do zinco no Nspl13 participa do
processo de replicacdo e transcri¢do. Ja a Nspl14 é um dominio de exoribonuclease de revisdo.
Enquanto a Nsp15 tem atividade de endoribonuclease dependente de Mn (2+). E, por fim, a
Nsp16 é uma metiltransferase 2'-O-ribose (NAQVI et al., 2020).

Figura 3: Organizacdo genémica do SARS CoV-2.
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Um estudo mostra que existem alguns efeitos mediados por NSP no splicing, traducédo
e trafego de proteinas para inibir as defesas do hospedeiro. Apoés a infeccdo por SARS-CoV-2,
a NSP16 se liga a dominios de reconhecimento de mMRNA dos snRNAs U1 e U2 para suprimir
o splicing de mMRNA. O NSP1 se liga ao RNA ribossémico 18S no canal de entrada do mRNA
do ribossomo para interferir na traducdo do mMRNA. NSP8 e NSP9 se ligam ao RNA 7SL que
se localiza na Particula de Reconhecimento de Sinal para interromper o trafego de proteinas
para a membrana celular (BANERJEE et al., 2020).
A sequéncia reguladora da transcricdo que medeia 0 processo de transcricdo esta
localizada entre ORFs no sgRNA e serve como um modelo para a sintese de MRNA (SAWICKI
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et al., 2007). A mutacdo Frameshift (mudanca na matriz de leitura) entre ORFla e ORF1b
resulta na sintese de dois polipeptideos (ppla e pplab) que serdo entdo processados em 16 NSPs
com o auxilio de proteases semelhantes a quimotripsina (3CLpro) ou proteases semelhantes a
papaina com a protease principal (Mpro) (MASTERS, 2006).

O tergo restante do genoma do CoV é responsavel por codificar pelo menos quatro
proteinas estruturais como proteina spike (S), proteina do nucleocapsideo (N), proteina do
envelope (E) e proteinas de membrana (M), além de algumas proteinas acessorias, como como
proteinas 3a/b, 4a/b e Hemaglutinina-Esterase (HE) (HUSSAIN et al., 2005).

O alinhamento de sequéncia do genoma de todos os CoVs ilustra uma identidade de
43% para regides codificantes de proteinas estruturais e 58% para regides codificantes de
proteinas ndo estruturais. Em comparacéo, a identidade em todo o genoma entre todos os CoVs
é de cerca de 54%. Esses resultados sugerem que as proteinas estruturais tém mais diversidade
do que as outras proteinas ndo estruturais (CHEN et al., 2020).

A proteina néo estrutural 14 (NSP-14) ¢ uma enzima exoribonuclease 3 3° a 5’ distinta
para todos os CoVs. Sua funcdo esta relacionada a manutencgéo de todo o genoma do RNA dos
CoVs e a revisao do complexo replicacdo-transcricdo (ECKERLE et al., 2010, SMITH et al.,
2013). Verificou-se que as sequéncias de aminoacidos das proteinas N e E no SARS-CoV-2
tém uma identidade de sequéncia de ~92% (AZEEZ et al., 2020).

Uma vez que o genoma do novo Coronavirus tem a capa 5' metilada (onde as proteinas
ndo estruturais sdo colocadas) e o lado 3' poliadenilado (onde residem as proteinas estruturais),
isso permite a traducdo direta apos a infec¢do sem a necessidade de um estagio de transcrigédo
intermediario. Além disso, o genoma SARS-CoV-2 inclui varios ORFs que podem ser
transcritos por varias sequéncias reguladoras da transcri¢do (TRS). O ciclo de vida viral comeca
quando o virion entra no trato respiratorio humano e depende da interacdo do virus com a
membrana da célula epitelial. A infeccdo inicia na superficie celular quando a subunidade S1
reconhece a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) como um receptor-alvo ou reconhece
as exopeptidases como um receptor-chave para a entrada na célula hospedeira. O mecanismo
de entrada depende de proteases celulares, como catepsinas e protease transmembrana serina 2
(TMPRSS2), e tripsina protease humana das vias aéreas (HAT) (HOFFMANN et al., 2020).

A subunidade S1 consiste em dois subdominios que podem operar como proteinas de
dominios de ligagdo ao receptor (RBD); Dominio N-terminal (NTD) como uma ligacdo de
acucar mediada e um dominio C-terminal (CTD) como reconhecimento de receptores (XIA et

al., 2020). O RBD mutado da subunidade S1 é necessario para espécies cruzadas de transmissdo
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de SARS-CoV-2. Uma vez que a ligagdo ocorre, mudancas conformacionais na proteina S,
como reducdo do pH e/ou protedlise da proteina S, promovem a separacdo de S1 de S2 (AL-
QAANEH et al., 2021).

Consequentemente, a fusdo da membrana é colocada pela regido S2 (HAN et al., 2020).
A subunidade S2 tem dois dominios de repeti¢do de heptal (HR), (HR1) e (HR2), que interagem
juntos para formar um ndcleo de fusdo de feixe de seis hélices (6-HB) para aproximar a
interacéo viral e celular (XIA et al., 2020).

Os genes da replicase/transcriptase codificados por ORFla/lab traduzem duas
poliproteinas (ppla e pplab) que sdo clivadas em 16 proteinas ndo estruturais individuais (nspl
a 16) pela acdo da enzima protease de cisteina semelhante a quimotripsina (3CLpro, nsp3) que
controlam a replicagéo viral e é crucial para o ciclo de vida do SARS-CoV-2 e a enzima protease
semelhante a papina (PLpro, protease nsp5) que tem um papel crucial na supressao do sistema
imunoldgico por desubiquitinacdo das proteinas da célula hospedeira (MORSE et al., 2020;
QAMAR et al., 2020).

A RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) que é codificada por NSP12
desempenha um papel central na sintese de uma nova molécula do genoma do virus
(replicacdo). Também é responsavel pela sintese de modelos subgenémicos (constituicdo de
RNAs da estrutura da particula viral do SARS-CoV-2) para producdo de RNA mensageiro
(transcricdo) (GAO et al., 2020).

As proteinas transcritas sdo inseridas no reticulo endoplasmatico e o aparelho de Golgi
traduz o RNA compactado dentro do capsideo formado. A proteina N forma o capsideo,
enquanto o envelope, a membrana e a spike sdo formados pelas proteinas E, M e S,
respectivamente. Finalmente, o virus das vesiculas compactadas é liberado da membrana

celular pelo processo de exocitose (SHEREEN et al., 2020).
3.2. Analise Biologica do SARS-CoV-2

Os Coronavirus, recentemente, retornaram com um novo, 0 SARS-CoV-2,
relacionado a uma doenca respiratoria potencialmente grave. A condicdo tem gerado
preocupacbes considerdveis devido a sua rapida e ampla distribuicio (NASAB;
SAGHAZADEH; REZAEI, 2020).

O transbordamento zoonético, também conhecido como transmissdo de animal para
humano, é referido como quando um patdgeno é transmitido de um animal ndo humano para

um humano. Dessa forma, é o resultado de processos continuos de modificagdes de um
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patdgeno animal para se tornar um zoonotico. Com isso, esses processos contribuem para que
um patogeno animal possa lidar com os obstaculos que naturalmente enfrentara ao se tornar um
patbgeno zoonotico. Sendo que, os obstaculos se relacionam, principalmente, com
caracteristicas especificas do patdgeno (prevaléncia, liberagdo e sobrevivéncia), a exposicdo e
as interagdes reservatorio-hospedeiro (PLOWRIGHT et al., 2017).

Um estudo revela que o SARS CoV-2 pode ser agrupado com o Coronavirus tipo
SARS de morcego isolado de 2015. A pesquisa defende a hipdtese de que o0 novo virus
provavelmente se originou de morcegos e atingiu os humanos. Assim, a analise da estrutura da
proteina mostra que a proteina do nucleocapsideo (N) e nucleoproteina semelhante a
glicoproteina spike (S) no SARS CoV-2 compartilham semelhangas significativas com as do
Coronavirus SARS semelhante ao morcego. No entanto, existem algumas diferencas que, dada
a importancia dessas duas proteinas na eficiéncia da montagem viral e na fusdo da membrana
celular, podem ser responsaveis pelo aumento da patogenicidade do novo Coronavirus em
comparagdo com a da SARS semelhante ao morcego (BENVENUTO et al., 2020).

Por outro lado, pesquisas recentes sugerem um possivel hospedeiro intermediario. O
Pangolin-CoV, encontrado nos pangolins malaios, compartilha 91,02% de similaridade com o
SARS Cov-2 no nivel de genoma. Entretanto, nem Bat-CoV nem Pangolin-CoV possuem um
local de clivagem de furina na margem S1/S2 da glicoproteina S, diferenciando-os do SARS
CoV-2 (ZHANG; WU; ZHANG, 2020).

Além do que, os morcegos podem desempenhar um papel como hospedeiro
reservatorio para uma variedade de virus devido ao seu sistema imunoldgico exclusivo. Os
interferons (INS) sdo os agentes antivirais imunomodeladores que podem possibilitar a
fagocitose por macrofagos e conter a propagacao e inibir a replicacdo do virus. Logo, a inibicdo
da producdo de IFN enfraqueceria a primeira linha de defesa e, assim, ajudaria na sobrevivéncia
do virus (LI, D. et al., 2020).

Além do mais, ndo apenas 0s morcegos podem regular a resposta do IFN tipo I, mas
também adotaram estratégias especificas para minimizar as reacdes pro-inflamatdrias induzidas
por virus (BANERJEE; BAKER et al., 2020). O interessante € que 0s estressores ambientais
podem reativar o virus da laténcia, ocasionando em niveis virais mais elevados em morcegos
infectados continuamente. Os niveis virais elevados fornecem um ambiente adequado para a
replicacdo viral, levando a persisténcia viral, por sua vez, pode ocasionar novas estirpes virais
(SUBUDHI; RAPIN; MISRA, 2019).
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A partir disso, podemos supor que 0S morcegos possuem uma capacidade inata
adicional de defesa antiviral e, por outro lado, o potencial de andar de méo dadas com virus
para gerar variabilidade. Em consequéncia, os virus de morcego sdo altamente capazes de
superar varias barreiras para se tornar um patégeno zoonético. Os casos de infeccdo sdo mais
comuns em pessoas do sexo masculino e idosos relacionados a gravidade e morte e,
principalmente, aqueles que possuem uma doenga subjacente, como diabetes, doengas
cardiovasculares e hipertensdo (NASAB; SAGHAZADEH; REZAEI, 2020).

O virus possui uma estrutura esférica e uma glicoproteina inserida no envelope
(MAGRONE, MAGRONE, JIRILL, 2020). Essa proteina tem sido demonstrada para se ligar
aos receptores celulares do hospedeiro e, assim, facilitar a fusdo de membrana (LI, 2016). Sendo
que, apos o virus entrar nos pulmaes atraveés da respiracdo, 0 SARS-CoV-2 estimula a atividade
das células imunes, com isso, ativa outros mecanismos de resisténcia ao patdgeno e aumenta a
producéo de citocinas (ALEGRA et al., 2020).

Os virus de RNA s&o identificados pelo sistema imunoldgico inato através de trés
grupos de receptores de reconhecimento de padrdes, sendo eles receptores semelhantes a RIG-
| (RLRs), receptores semelhantes a NOD (NLRs) e receptores semelhantes a Toll (TLRs). Eles
estimulam a producéo de interferon (IFN) e, dessa forma, desencadeiam efeitos antivirais como
células T CD8+, celulas Natural Killer (NK) e macréfagos (NELEMANS; KIKKERT, 2019;
FEHR; CHANNAPANNAVAR; PERLMAN, 2017).

Apos a identificacdo de células infectadas que apresentam os antigenos virais como
porcdes de complexos de antigenos MHC-I da superficie os linfocitos T citotoxicos sao
estimulados. Assim, a apresentacédo eficaz é determinada pelo alojamento correto de antigenos
por moléculas de MHC-I através de ligacdes de hidrogénio e relacdes de ponte salina que
permitem grande afinidade com maior especificidade (ROGNAN et al., 1992).

As infecgdes causadas por SARS-CoV e MERS-CoV sao caracterizadas pela rapida
replicacdo inicial do virus com geracdo tardia de IFN, resultando em respostas inflamatorias
desproporcionais causando alteracdes pulmonares graves (KINDLER; THIEL, 2016;
CHANNAPPANAVAR et al., 2016).

A imunidade dos sujeitos reduz e a viruléncia do virus aumenta devido a luta entre o
virus e o corpo humano (DIAO et al., 2020). Com isso, causa congestionamento pulmonar e
edema, espessamento do tecido intersticial e exsugdo aumentada no espaco alveolar capaz de

causar insuficiéncia respiratéria. No funcionamento do sistema imunoldgico os subconjuntos
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de células desempenham um papel central, como as células T CD4+, células T CD8+, células
B e células NK (ALLEGRA et al., 2020).

Num estudo, a quantidade total de células T, células B e células NK foi
significativamente reduzida no grupo infectado, pois as células T e as células NK estavam
abaixo da faixa normal, enquanto as células B estavam dentro da menor quantidade dos valores
de referéncia. As células T sdo as mais alteradas pela infeccdo viral, aproximadamente metade
do limite de referéncia inferior. No entanto, a funcdo das células CD4+, CD8+ T e células NK
estava dentro dos limites normais deste estudo, como sugerido pelo PMA/lonomicina-y células
positivas nessas trés populacfes. Além disso, examinando os varios subconjuntos das células
T, os autores evidenciaram que tanto as células-auxiliares (CD3+CD4+) quanto as células T
citotoxica (CD3+CD8+) estavam abaixo da faixa normal em individuos com COVID-19, com
a razdo de auxiliar/supressor T (Th/Ts) dentro dos limites normais. Além disso, 0s sujeitos com
infeccdo pelo SARS-CoV-2 apresentaram menor numero de células T regulatérias (Treg)
(CD3+CD4+CD25+CD127low+), e essa reducdo foi especialmente evidente em pacientes
criticos (QIN, 2020).

Além do que, esses dados foram confirmados por outros estudos que mostram ndmeros
de linfdcitos abaixo do limite normal na maioria dos individuos. As células CD+, CD8+, NK T
e linfécitos B foram todas reduzidas em individuos infectados. A presenca de comorbidades
modificou significativamente a quantidade de células T CD8+ (LIU, Z. et al., 2020).

Todos os estudos ja concordam em mostrar que as alteracdes do subconjunto de células
T se correlacionam fortemente com a condicdo inflamatoria. A quantidade de células T CD8+
foi negativamente correlacionada, enquanto a razdo CD4+/CD8+ correlaciona-se positivamente
com proteina C-reativa (PCR), taxa de sedimentacdo eritrocito (ESR) e IL-6 (ALLEGRA et al.,
2020).

Os pacientes infectados apresentaram aumento nas células T CD8 + e células B que
responderam positivamente ao tratamento, enquanto ndo foram relatadas alteraces relevantes
em qualquer subconjunto de linfocitos em pacientes sem resposta. Assim, linfocitos e seus
subconjuntos, principalmente células T CD8+, podem ser um possivel marcador para a eficacia
clinica dos tratamentos para infec¢do por SARS-CoV-2 (WANG, F. et al., 2020).

Dessa forma, foram realizados estudos especificos para analise de linfocitos T CD4 +.
E relevante saber que a diferenciacio das células T CD4+ virgens em efetivar e na populagdo
de memdria € um dos aspectos mais essenciais da imunidade mediada por células T, e 0

equilibrio entre as células T CD4 + virgens e de memoria € essencial para manter uma resposta
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imune eficaz. Em pacientes criticos (COVID-19) esse equilibrio ¢é alterado com expansdo do
subconjunto de células T CD4+ virgens e reducdo da porcentagem celular de memoria,
mostrando ainda mais a gravidade do comprometimento do sistema imunoldgico nesses
individuos. Foi observado que a carga de RNA SARS-CoV-2 e a quantidade de linfdcitos e a
quantidade de linfécitos T CD4+ e CD8+ estavam negativamente correlacionados (LIU, Y. et
al., 2020).

Assim, esses resultados sugerem que a diminuicdo dos linfdcitos e seus subconjuntos,
diretamente afetados pela carga viral, estd intimamente relacionada a evolucdo da doenca. Um
estudo de citometria de fluxo em relagdo aos outros subconjuntos de linfécitos demonstrou um
aumento no numero de células Thl7, que se diferenciam das células ThO estimuladas
principalmente por IL-6 e IL-23 (HE et al., 2020).

Para explicar o mecanismo final pelo qual a infec¢do viral causa uma reducdo em
varias populacdes de células existem dados interessantes, como a estimulagdo antigénica. O
estudo demonstrou que, lavado broncoalveolar, muitos genes significativamente modificados
estdo associados a apoptose e as vias de sinalizacdo de P53, compreendendo GTSE1, RRM2,
CTSL, CTSB, DDIT4, CCNB1, RRAS, CDK1. CTSD, STEAP3, BIRC5, TNFSF10, CTSZ,
NTRK1, IGFBP3, CCNB2 e TP53I3. Um gene essencial no processo de morte celular
programada € o TP53. Esse gene exibe uma tendéncia crescente, sugerindo que a diminuicéo
das células mononucleares do sangue periférico pode ser devido a um aumento na morte celular
programada (XIONG et al., 2020).

3.3 Analise Filogenética do SARS CoV-2

Na natureza, um dos mecanismos mais importantes de evolucao viral é a substitui¢do
de nucleotideos (LAURING; ANDINO, 2010). O ritmo de mutacao do novo Coronavirus como
um virus de RNA ¢, possivelmente, uma substituicdo de 10-4 pb a cada ano. Sendo que,
variacdes podem surgir no curso de cada ciclo de replicacdo do genoma (SU et al., 2016).

A analise de dados de sequéncia genética de patdgenos é cada vez mais reconhecida
como uma ferramenta importante na epidemiologia de doencas infecciosas (RAMBAUT et al.,
2008; GRENFELL et al., 2004).

O sequenciamento do genoma do SARS-CoV-2 comegou em um estagio inicial do
surto em Wuhan. As amostras do fluido de lavagem broncoalveolar foram coletadas dos
pacientes iniciais. Este grande volume de dados de sequenciamento fornece uma grande
oportunidade para identificar as variacdes de estirpes do virus, a tendéncia de evolucéo /
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mutacdes do virus e seu impacto no potencial patogénico do SARS-CoV-2 (KADAM et al.,
2021).

Assim, a sequéncia do genoma do novo virus agora estd disponivel em diferentes
partes do mundo. Vérias muta¢des no genoma viral foram identificadas usando essas sequéncias
de genoma completos. Ainda ndo existem correlagcdes concretas derivadas entre as mutagoes
relatadas e a patogenicidade / propagacdo do virus. Mas, o0 estudo dessas mutacdes sera
definitivamente atil para prever a futura trajetoria de surtos de virus e também para o
desenvolvimento de tratamentos antivirais e vacinas (LI, X. et al., 2020).

Os virus sdo propensos a mutacdes rapidas, 0 que os permite escapar da imunidade do
hospedeiro (STERN; ANDINO, 2016). A proteina spike desse virus é a principal proteina viral
que contribui para a fusdo da particula do virus com a célula hospedeira por meio da enzima
conversora de angiotensina 2 (ECA2). A expressdo altamente conservada de ECA2 ¢
encontrada em varios animais, o que indica sua funcéo fisiologica central. Varias variantes
dessa enzima podem afetar a estabilidade da proteina, influenciando a interagdo entre a proteina
spike e ECA2 por meio da imposi¢do de mudangas conformacionais, enquanto algumas outras
variantes sdo conhecidas por causar uma diminuicdo ou um aumento na afinidade ligante-
receptor (BAKHSHANDEH et al., 2021). A ECA2 é encontrada na superficie das células dos
rins, do endotélio, dos pulmdes e, também, em outros orgdos (SCHOLZ et al., 2020).

Dessa forma, acredita-se que a interacéo entre as proteinas da spike coronaviral e seu
receptor de fixacdo ECA2 seja a chave para a transmissibilidade da infeccdo para orgaos e
tecidos (GU; KORTEWEG, 2007).

Além disso, variantes especificas nos genes ECA2 e TMPRSS2 foram relatadas entre
diversas populacbes em todo o mundo, sugerindo que diferentes origens genéticas do
hospedeiro podem contribuir para as diferencas na infec¢do e na gravidade do COVID-19. A
propagacao da infeccdo por essa doenca apresenta variacdo geografica. A maioria das mortes
relacionadas a essa doenca esta sendo relatada nas Ameéricas, Europa e Sudeste Asiatico, com
menos mortes na Oceania e no Leste Asiatico (SECOLIN et al., 2021).

Dessa forma, 0 acesso as sequéncias gendmicas da populacdo em geral € relevante para
a identificacdo da variabilidade genética envolvida nos mecanismos moleculares de infec¢do
(CHAPMAN; HILL, 2012).

Neste trabalho, foram utilizados 105 genomas completos para a criacdo das arvores
filogenéticas, incluindo os paises: Brasil, China, india, Italia e Estados Unidos. E, além disso,

5 sequéncias WIV. O alinhamento das sequéncias foi realizado pelo programa Geneious. Os
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nomes das sequéncias estdo de acordo com a publicacdo do genoma completo na plataforma do
Genbank. E uma éarvore filogenética € uma representacdo grafica que representa relacdes
evolutivas entre organismos que possam ter um ancestral comum. Sendo que, é chamando de
clado ou ramo cada ramificacdo da arvore que significa que os organismos correspondem de
um ancestral comum.

Em relagdo a COVID-19, o Brasil relatou o terceiro maior nimero de casos em todo o
mundo (atualizado em 09 de julho de 2021). Sendo que, 0 maior nimero de casos concentra-se
na regido sudeste do pais (atualizado em 28 de setembro de 2020) (MOURA et al., 2015;
KEHDY et al., 2015; LIMA-COSTA et al., 2015). Dessa forma, péde ser observado o maior
nimero de publicacBes da regido sudeste na plataforma Genbank. Na figura 4, é possivel

observar a organizacédo das sequéncias de acordo com sua similaridade genética.

Figura 4: Andlise filogenética dos principais genomas virais do Coronavirus encontrados em
hospedeiros humanos no Brasil comparados com genomas de Coronavirus com provavel origem de
(WIV).
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Fonte: Elaborada pela autora.

De acordo com a figura 4, apenas duas sequéncias tiveram semelhanca com as
sequéncias WIV, sendo a BRA. SP02.2020 e BRA. SP02cc.2020 (sinalizadas pela seta preta).
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Com isso, demonstra que as estirpes brasileiras da pesquisa possuem uma alta variabilidade
genética que pode ser observado pelas sequéncias BRA. RJ-DCVN2.2020, BRA. RJ-
DCV05.2020, BRA. RJ- DCVTV507Q. 2020, BRA. RJ-DCV1. 2020, BRA. RJ-DCV3. 2020,
BRA. RJ-DCV5. 2020, BRA. RJ-DCVN3. 2020 (indicadas pela seta azul) que néo se encontram

em ramificagdo com outras estirpes.

Quadro 1: Representativo da distribuicdo das estirpes do Brasil com os genomas de Coronavirus com
rovavel origem de morcegos (WIV).

Grupamentos Estirpes
Possui todas as sequéncias WIV e apenas duas
A estirpes estdo relacionadas (BRA. SP02. 2020 e

BRA. SP02cc. 2020).
Apenas um ramo com uma Unica estirpe (BRA.
B RJ-DCVNS3. 2020).

E possivel observar ramificacdes e subgrupos a
C partir da ramificacdo principal (C).

Fonte: Elaborado pela autora.

Uma caracteristica dos individuos brasileiros € um genoma misto, abrangendo europeus,
africanos subsaarianos e nativos americanos, e a distribuicdo dos componentes ancestrais varia
notavelmente ao longo do genoma (MOURA et al., 2015; KEHDY et al., 2015; LIMA-COSTA
etal., 2015).

Além disso, sabe-se que a populacdo miscigenada brasileira é sub-representada em
grandes bancos de dados publicos (KARCZEWSKI et al., 2020; AUTON et al., 2015) e estudos
anteriores revelaram variantes presentes exclusivamente em individuos brasileiros (ROCHA et
al., 2020; NASLAVSKY et al., 2017). Assim, supostamente que variantes raras ou ultrararas
de grande efeito podem dar uma contribuicdo essencial para a infeccdo por COVID-19 nessa
populacdo (SECOLIN et al., 2021). Isso é confirmado na observacdo da arvore, devido muitas
estirpes ndo apresentarem aproximacdo evolutiva, assim, demonstrando que houve mutacgdes
que os afastam.

Além disso, foi demonstrado que uma proporcdo significativa da variabilidade genética
em brasileiros miscigenados permanece desconhecida (ROCHA et al.,, 2020) e que a
variabilidade genética pode levar a uma resposta diferencial a infeccdo (CHAPMAN; HILL,
2012).

Estudos anteriores mostraram que os genes ECA2, TMPRSS2, CTSL, FURIN e IL6,

bem como a regido HLA, podem estar envolvidos na infecgdo por SARS-CoV-2 e na resposta
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imune. Além disso, as variantes nos loci 3p21.31 e 9934.2 (abrangendo SLC6A20, LZTFL1,
FYCO1, CXCR6, XCR1, CCR9 e ABO) foram associadas a pacientes espanhois e italianos
com COVID-19, e diferentes variantes afetam a predisposicdo para a vida (ZHANG et al.,
2020).

Na Itélia, é possivel observar, na figura 5, as ramificacbes que foram formadas
englobando todas as sequéncias selecionadas para o estudo. Apenas 3 sequéncias estdo
relacionadas com as sequéncias WIV: ITAL. INMI. 2020, ITA2. INMIL. 2020 e ITA. PA-
1ZSBM169-64 2020. 202 (indicadas pela seta preta). Diferente do Brasil, a Italia possui uma
similaridade maior entre suas sequéncias, devido todos os genomas estarem em ramificacdo

com outras estirpes.

Figura 5: Andlise filogenética dos principais genomas virais do Coronavirus encontrados em
hospedeiros humanos na Italia comparados com genomas de Coronavirus com provavel origem de
morcegos (WIV).
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Fonte: Elaborada pela autora.

As diferentes taxas de mortalidade e infeccdo de COVID-19 em é&reas geogréaficas

podem ser influenciadas por varios fatores, como diferentes regras nacionais de quarentena e
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restricbes de movimento, e também diferentes racas ou antecedentes genéticos das pessoas
(KAWAGUCHI et al., 2018). A analise de dados de matriz SNP revelou que um haplétipo
especifico do gene TMPRSS2 em uma populagdo europeia que resulta na regulagdo positiva da
expressdo do gene TMPRSS2 (como uma enzima crucial para a entrada de SARS-CoV-2 na
célula hospedeira) de uma maneira dependente de andrégeno , mostrou associacdo com a
gravidade da doenca na populacgéo italiana (HALACHEYV et al., 2019).

Apesar de possuirem silimaridade de forma geral devido as ramificacdes, é possivel
também compreender suas diferencas ao analisar cada clado da arvore acima, como a ITA.
APU-POLBAOQL. 2020 (indicado pela seta azul). Essa estirpe se apresenta sozinha, logo
mutacOes em seu genoma foram observados durante o processo de alinhamento em relacéo as
demais. Alem disso, as mutacdes virais ao longo do tempo sdo consideradas os fatores que
contribuem para a transmissdo e gravidade da infeccdo por COVID-19 (KAWAGUCHI;
HIGASA et al., 2018). No quadro 2, estd descrito as caracteristicas principais da arvore
filogenética da Italia.

Quadro 2: Representativo da distribuicdo das estirpes da Italia com os genomas de Coronavirus com
rovavel origem de morcegos (WIV).

Grupamentos Estirpes
Apresenta subgrupos a partir da ramificacdo
A principal (A).

Unico clado representado pela estirpe ITA.
B INMI3. 2020.

Apresenta ramificacdo com as estirpes (ITAL.
C INMI. 2020, ITA2. INMI1. 2020 e ITA. PA-
1ZSBM169-64 202...) relacionadas com as
sequéncias WIV.

Grupamento com maior nimero de estirpes

D relacionadas e apresenta subgrupos a partir da
ramificacdo principal (D).

Fonte: Elaborado pela autora.

Enquanto o genoma SARS-CoV-2 € mais estavel do que SARS-CoV ou MERS-CoV,
ele tem uma taxa de mutacdo dindmica relativamente alta comparavel a outros virus de RNA.
Algumas mutacGes podem ser como mutacfes fundadoras e mostrar padrdes geograficos
especificos. Por exemplo, a mutacdo D614G na proteina S é uma mutacdo fundadora na Europa
(aparecimento em 16 de fevereiro de 2020) (SECOLIN et al., 2021).

Sem duvida, essas muta¢Ges podem conduzir a variabilidade genética viral, e por

causa da correlagdo gendtipo-fenotipo, resultar em um virus com mais, menos ou nenhuma
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diminuigdo na aptiddo patogénica natural ou, por outro lado, facilitando sua rapida mudanca
antigénica para escapar do sistema imunolégico do hospedeiro e, também, criando um virus de
resisténcia aos medicamentos (SCHWARZ et al., 2010; GONZALEZ-PEREZ; LOPEZ-
BIGAS, 2011).

Por conseguinte, a variacdo do genoma do virus detectada em pacientes europeus e
norte-americanos (principalmente na Europa) mostrou um ndmero maior do que na Asia
durante a propagacdo do virus para fora da China e, como resultado, a infecgdo tem uma taxa
de mortalidade mais alta fora da China (KAWAGUCHI; HIGASA et al., 2018).

Nos Estados Unidos, temos um perfil um pouco diferente em relagéo a arvore da Italia,
confome a figura 6. Apenas a sequéncia USA. WA-CDC-WAL1. 2020 (indicada pela seta preta)
tem similaridade com as sequéncias WIV. Sendo elas as primeiras sequéncias publicadas em
relacdo a pneumonia por SARS-CoV-2 com possivel origem de morcego. Apos a figura 6, 0
quadro 3 expde as caracteristicas da arvore filogenetica.

Figura 6: Andlise filogenética dos principais genomas virais do Coronavirus encontrados em
hospedeiros humanos nos Estados Unidos comparados com genomas de Coronavirus com provavel
origem de morcegos (WIV).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Quadro 3: Representativo da distribuicdo das estirpes dos Estados Unidos com os genomas de
Coronavirus com provavel origem de morcegos (WIV).

Grupamentos Estirpes
Grupamento que possui uma estirpe (USA. WA-
A CDC-WAL. 2020) relacionada com as WIV.
Possui subgrupos a partir da ramificagdo
principal (A).

Apresenta subgrupos a partir da ramificacdo
B principal (B).

Apresenta 0 maior numero de sequéncias
C relacionadas em uma ramificagdo com presenga
de subgrupos a partir da ramificacdo principal

(©).

Fonte: Elaborado pela autora.

Assim, os agentes causadores das mutagdes do genoma do virus sdo varios, incluindo
fidelidade de RdRp (como uma enzima de replicacéo / transcri¢ao principal do virus), enzimas
do hospedeiro, efeitos de mutagénicos fisicos e quimicos e recombinacdo genetica. Além disso,
apos a ocorréncia da mutacdo RdRp 14408 nt (a partir de 16 de fevereiro de 2020), o padréo de
outras variacOes foi alterado e novas versdes foram introduzidas no genoma do virus na Europa.
No entanto, o padrdo de mutacdo semelhante na América do Norte ndo foi observado nas
sequéncias do genoma SARS-CoV-2 isoladas de pessoas infectadas, que tinham mutacdo RdRp
14408 nt. Como se, a ocorréncia simultanea de mutacdo RdRp 14408 nt com nsp3 3036 nt,
proteina S 23403 nt e fosfoproteina de nucleocapsideo 28881 nt na Europa e com nspl3
(helicase) 17746 nt e 17857 nt, e nsp14 (ExoN) 18060 nt na América do Norte tinha acontecido
(KAWAGUCHI; HIGASA et al., 2018).

Ja na China, como mostra a figura 7, € o pais com maior nimero de sequéncias
relacionadas com as WIV, sendo elas CHN. OS3. 2020, CHN. 0S6. 2020, CHN. OS4. 2020,
CHN. WHUHNCoV021. 2020, CHN. CN3. 2020, CHN. OS1. 2020 e CHN. 0OS5. 2020
(sinalizadas pela seta preta). Em seguida, ap6s a figura, o quadro 4 apresenta as caracteristicas
observadas na arvore filogenética da China.

Sendo que, o surto de COVID-19 na China atingiu o pico epidémico em fevereiro. De
acordo com a Comissdo Nacional de Saude da China, o nimero total de casos continuou a
aumentar acentuadamente no inicio de fevereiro, a uma taxa média de mais de 3.000 novos
casos confirmados por dia. Para controlar a COVID-19, a China implementou medidas de satde

publica estritas e sem precedentes (HU et al., 2020).
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Figura 7: Andlise filogenética dos principais genomas virais do Coronavirus encontrados em
hospedeiros humanos na China comparados com genomas de Coronavirus com provavel origem de

morcegos (WIV).
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Fonte: Elaborada pela autora.

—L CHN. WHUHNCoV003. 2020

CHN. WHUHNCoV008. 2020

Quadro 4: Representativo da distribuicdo das estirpes da China com os genomas de Coronavirus com

rovavel origem de morcegos (WIV).

Grupamentos Estirpes
Apresenta subgrupos a partir da ramificagdo
A principal (A). Unico grupamento com uma
estirpe isolada (CHN. WHUHNCoV12. 2020).
Grupamento com ramificagdes relacionadas entre
B Si.
Apresenta grupamento com maior ndmero de
ramificacOes e subgrupos a partir da ramificagdo
C principal (C). E, também, o pais com o maior

nimero de estirpes relacionadas com as
sequéncias WIV.

Fonte: Elaborado pela autora.
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A cidade de Wuhan foi fechada em 23 de janeiro e todas as viagens e transportes que
ligavam a cidade foram blogueados. Nas duas semanas seguintes, todas as atividades ao ar livre
e reunides foram restritas e as instalaces publicas foram fechadas na maioria das cidades, bem
como no campo (SECOLIN et al., 2019). Devido a essas medidas, o nimero dirio de novos
casos na China comecgou a diminuir continuamente (ROCHA; SECOLIN et al., 2020).

No entanto, apesar da tendéncia de queda na China, grandes grupos de infec¢do tém
sido relatados em um namero crescente de paises (SECOLIN et al., 2019). A alta eficiéncia de
transmissdo do SARS-CoV-2 e a abundancia de viagens internacionais possibilitaram a rapida
disseminagdo do COVID-19 em todo 0 mundo. Em 11 de margo de 2020, a OMS caracterizou
oficialmente o surto global de COVID-19 como uma pandemia (CHAPMAN; HILL, 2012).

Desde margo, enquanto o0 COVID-19 na China passou a ser efetivamente controlado,
0 numero de casos na Europa, nos Estados Unidos e em outras regides aumentou drasticamente.
De acordo com o painel COVID-19 do Center for System Science and Engineering da Johns
Hopkins University (Centro de Ciéncia e Engenharia de Sistemas da Universidade Johns
Hopkins), em 11 de agosto de 2020, 216 paises e regides de todos 0s seis continentes relataram
mais de 20 milhdes de casos de COVID-19 e mais de 733.000 pacientes morreram
(KARCZEWSKI et al., 2020). A alta mortalidade ocorreu especialmente quando os recursos de
salde estavam sobrecarregados. Os Estados Unidos sdo o pais com maior nimero de casos até
agora (HU et al., 2020).

Além disso, a filogenia das sequéncias do genoma SARS-CoV-2 mostra uma
estruturacdo geografica que surgiu devido a evolugdes locais apos a dispersao geograficamente
de longa distancia do virus (JONES; MANRIQUE, 2020). Por exemplo, 30% da sequéncia
protedmica de Wuhan-Hu-1 ndo mostra nenhuma semelhanca com a de isolados indianos
(PRATHIVIRAJ; KIRAN; SELVIN, 2020).

Na india, podemos observar, na figura 8, uma relacdo de afinidade por um ancestral
comum entre algumas sequéncias e as sequéncias WIV. Porém, ndo possuem uma similaridade
direta com as sequéncias WIV. Séo elas: IND. nimh-7817. 2020, IND. nimh-14835. 2020, IND.
nimh-15819. 2020, IND. nimh-15896. 2020, IND. nimh-15835. 2020, IND. nimh-15833. 2020,
IND. nimh-19688. 2020, IND. nimh-10559. 2020, IND. nimh-11872. 2020 e IND. nimh-14709.
2020 (indicadas pela seta preta). Logo ap0s a figura, o quadro 5 apresenta o perfil da arvore

filogenética da india.
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Figura 7: Andlise filogenética dos principais genomas virais do Coronavirus encontrados em
hospedeiros humanos na India comparados com genomas de Coronavirus com provavel origem de
morcegos (WIV).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Quadro 5: Representativo da distribuicio das estirpes da india com os genomas de Coronavirus com
rovavel origem de morcegos (WI1V).

Grupamentos Estirpes
Apresenta subgrupos a partir da ramificacdo
A principal (A).

Apresenta ramificagdes e subgrupos a partir da
B ramificacdo principal (B).

Grupamento com 0 maior nimero de estipes.
C Apresenta, também, subgrupos a partir da
ramificacdo principal (C).
N&o possui estirpes relacionadas diretamente
D com as sequéncias WIV.

Fonte: Elaborado pela autora.
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E possivel observar que, diferente dos demais paises selecionados para o estudo, a
india possui um perfil de ramificagio diferenciado. Dessa forma, contém mais ramificacdes
isoladas. Estudos revelaram que a Europa e o0 Sudeste Asiatico sdo as duas principais rotas de
introdugdo da doenca na india, seguida de transmissdo local (RAGHAYV et al., 2020).

Geralmente, a mutagdo ocorre quando um erro € incorporado em um genoma viral.
Também pode ser considerado um mecanismo de enfrentamento de danos genémicos. Como
consequéncia, a estirpe mutada resultante pode causar um surto em hospedeiros humanos, como
no caso do SARS-CoV-2 (SAHA et al., 2020).

Entre todas as proteinas acessérias desse virus, a ORF3a é considerada muito
importante na patogénese do virus, uma vez que possui varias mutacdes que estdo ligadas as
proteinas spike. Assim, existem diferentes mutagcdes que ocorrem em varios locais do gene
ORF3a dos genomas SARS-CoV-2 de pacientes indianos e essas mutacdes levam a alternancia
de aminoacidos (HASSAN et al., 2020).

O monitoramento continuo e a analise das sequéncias dos paises afetados seriam vitais
para entender a evolucdo genética e as taxas de substituicdo do SARS-CoV-2. Essa diversidade
genetica das populacdes desse virus circulando em diferentes paises indica que cada uma dessas
epidemias locais foi semeada por um grande nimero de introducGes independentes do virus. A
principal excecdo a esse padrdo é a China, a fonte do surto inicial, onde apenas uma fracéo da
diversidade global esta presente. Este também € o caso da Itélia, que foi um dos primeiros focos
da pandemia COVID-19.

Na figura 8, é possivel visualizar de uma forma geral a organizacao das sequéncias dos
paises e sua interecdo em relacdo a aproximidade que as estirpes possuem entre si. Com a cor
verde (Brasil), vermelho (Estados Unidos), azul (Itlia), preto (india), roxo (China) e amarelo
(sequéncias WIV). A diversidade genémica da populacdo global de SARS-CoV-2 sendo
recapitulada em varios paises aponta para uma extensa transmissdo mundial de COVID-19
(YADAV et al., 2020). Apos a figura, o quadro 6 apresenta as caracteristicas filogenéticas
principais.

A filogenia revelou heterogeneidade emergente dentro das sequéncias SARS-CoV-2
globalmente. Os virus dos Estados Unidos, da China e da india foram posicionados, em sua
maioria, reunidos com as estirpes do proprio pais. Dessa forma, demostrando através do
alinhamento que mutagdes diferentes ocorrem pelo mundo. Além disso, percebe-se que
algumas estirpes tem proximidade com outras sequéncias de outros paises devido a circulagéo

de pessoas entre as nacionalidades estudadas neste trabalho. Assim, quando existe similaridade
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em relacdo a um ancestral comum elas se apresentam proximas da mesma ramifica¢do, como a
USA. WA-CDC-WAL1. 2020.

A medida que as infec¢bes por SARS-CoV-2 encontram populacgdes suscetiveis em
todo o mundo, e a medida que a taxa de replicacdo viral aumenta nessas populacées, 0 nimero
de novos pontos de mutacdo e as frequéncias de mutacGes em pontos de acesso individuais
aumentaram. Permitir que o virus se replique com eficiéncia crescente pode tornar seu genoma
mais bem adaptado e cada vez mais perigoso para a salide humana (WEBER; RAMIREZ;
DOERFLER, 2020).
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Figura 8: Andlise filogenética dos principais genomas virais do Coronavirus encontrados em
hospedeiros humanos no Brasil, Italia, Estados Unidos, China e India comparados com com genomas
de Coronavirus com provavel origem de morcegos (WIV).
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Quadro 6: Representativo da distribui¢do das estirpes dos principais grupamentos de Coronavirus da
arvore filogenética com os 105 genomas completos (A, B e C).

Grupamentos Estirpes

Possui um padrao heterogéneo incluindo quatro
paises, com excecdo dos Estados Unidos. E,
também, possui apenas uma estirpe chinesa
relacionada (representada pela cor roxa).

A Grupamento com menos ramificacoes.

E possivel observar a partir da ramificacdo
principal (A) a presenca de subgrupos que déo
origem a outras ramificagdes de acordo com a sua
aproximacao genética em relagdo a um ancestral
comum.

Possui um padréo heterogéneo e inclui todos os
paises, inclusive as sequéncias WIV (isoladas a
partir de humanos).

Grupamento relacionado com o maior nimero de
B estirpes chinesas.

E possivel observar a partir da ramificacdo
principal (B) a presenca de subgrupos que d&o
origem a outras ramificagdes de acordo com a sua
aproximacao genética em relagdo a um ancestral
comum.

Possui um padrdo heterogéneo e inclui todos os
paises. E 0 maior grupamento e possui relagio
com somente duas estirpes chinesas. Além disso,
apresenta 0 maior nimero de estirpes de um
mesmo pais (Estados Unidos) numa mesma
C ramificacdo.

Grupamento com 0 maior ndmero de
ramificacoes.

E possivel observar a partir da ramificacdo
principal (C) a presenca de subgrupos que dado
origem a outras ramificagdes de acordo com a sua
aproximacao genética em relagdo a um ancestral
comum.

Fonte: Elaborado pela autora.

4. CONCLUSAO

De acordo com o exposto, foi evidenciado a capacidade infectiva e disseminativa do
SARS-CoV-2. Além disso, a suscetibilidade de grupos populacionais bem como os processos
de replicacdo viral que, a partir disso, acionam mecanismos genéticos adaptativos que tornam
0 virus potencialmente proliferativo dentro das células, com isso, provocando sinais e sintomas.
Assim, fica dependente das condigdes fisicas e biologicas do hospedeiro o que pode resultar em
uma evolucdo do quadro levando o individuo a 6bito.

Com base nos dados apresentados, € possivel afirmar que esse novo Coronavirus €

originado de um processo de coevolucado (interacdo genética entre virus e hospedeiro) de uma
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extensa linhagem que acredita-se ter inicio em origem animal e atingiu os hospedeiros humanos
através do salto de espécies. Dessa forma, com base na filogenia molecular do genoma viral
essa capacidade zoonotica traz consigo o alerta para possiveis novos surtos ou epidemias devido
a evolucdo e adaptacdes virais em hospedeiros animais.

Em geral, os virus de RNA codificam proteinas que podem se proliferar alterando
caracteristicas celulares e funcionais. Assim, através da analise detalhada de bases moleculares,
biolégicas e filogenéticas é possivel observar que grande parte dos virus da familia
Coronaviridae utilizam hospedeiros animais como reservatério para sua evolucdo e
desenvolvimento. A partir disso, permite a recombinagdo de genomas até mesmo entre estirpes
diferentes.

De fato, a pandemia que se instaurou em todo o mundo utiliza-se de mecanismos
geneticos complexos e similares a eventos ja ocorridos em outros paises, como a epidemia de
sindrome respiratdria aguda grave (SARS) e a sindrome respiratoria do Oriente Médio (MERS).
Mas, atraves do mecanismo evolutivo e adaptativo 0 SARS-CoV-2 se espalhou com facilidade
chegando a todos os continentes, com ambientes adversos e populacdes variadas, o que torna
ainda mais essencial 0 monitoramento das estirpes e novas variantes com potencial ainda mais
infectivo e virulento.

Por isso, € necessario reafirmar as acGes preventivas no combate ao virus, desde as
restricdes ao contato entre as pessoas (distanciamento social) como, também, a importancia do
isolamento social e a vacinacdo em massa. A vacinacgdo, por exemplo, reduz drasticamente 0s
nimeros de casos graves e contaminados por populacdo e, com isso, diminuem as taxas de
mortalidade e morbidade da doenca. Sdo medidas que buscam evitar a propagacao e dispersdo

viral, recombinac0es e, dessa forma, o surgimento de novas variantes.
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