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Resumo:

Introducdo: O SARS-COV-2 é o0 agente
causador da doenga por coronavirus
(COVID-19) que infectou milhdes de
pessoas e € responsavel por mais de
550.000 mortes em todo 0 mundo em um
periodo de 7 meses. O virus é composto
por RNA de fita simples de tamanho
consideravel, tornando-o mais suscetivel
a alteragdes genéticas. Algumas
evidéncias demonstram que a taxa de
mortalidade do SARS-COV-2 varia de
acordo com as regides do mundo e isso
pode acontecer devido a diversos fatores,
sendo a mutacdo viral uma possivel
causa para esta variacdo. Objetivo: O
objetivo desta revisdo sistematica da
literatura €  reunir  informacdes
emergentes sobre a evolugdo genémica
do SARS-COV-2. Metodologia: A
metodologia utilizada nesta reviséo
sistematica de literatura foi baseada no
PRISMA (Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses)
guidelines. As referéncias foram
consultadas nos bancos de dados
PubMed, Scielo e Google Schoolar. A
estratégia de busca utilizou termos como
SARS-COV-2, COVID-19 and
Mutation, sem limitagbes quanto ao
periodo de publicacdo, artigos em lingua
inglesa e artigos originais, relatos de
caso e revisoes de literatura. Resultados

e Discussao: Apos o sequenciamento do
primeiro genoma do SARS-CoV-2,
caracteristicas diferentes foram
observadas durante o mapeamento de
milhares de genomas coletados. Ao
focarmos nas mutacGes genéticas no
novo coronavirus, identificou-se que as
mesmas ocorrem principalmente em
cinco proteinas, incluindo S, N, ORF8,
ORF3a e ORFlab, sendo em grande
parte mutacfes ndo-sinbnimos; essas
mutagcdes podem induzir alteragOes
conformacionais que levam a possiveis
alteracdes de antigenicidade, modificar a
afinidade de ligacéo a receptor de ACE2
humana ou podem  determinar
caracteristicas quanto a patogenicidade
do SARS-CoV-2. Concluséo: As
mutacOes observadas sdo resultantes da
constante interagdo do virus com o
genoma humano devido a adaptacdo
continua, mas até o presente momento
ndo se verificou que as alteracdes
genéticas modificaram a mortalidade ou
a taxa de infeccdo do virus.

Palavras-chave: COVID-19, Sars-Cov-

2, Genética

Abstract:

Introduction: SARS-COV-2 is the
causative agent of coronavirus disease
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(COVID-19) that has infected millions
of people and is responsible for more
than 550,000 deaths worldwide in a
period of 7 months. The virus is made up
of single-stranded RNA of considerable
size making it more susceptible to
genetic changes. Some evidence shows
that the mortality rate of SARS-VOC-2
varies according to the regions of the
world and this can happen due to several
factors, with viral mutation being a
possible cause for this variation.
Objective: The objective of this
systematic literature review is to gather
emerging information on the genomic
evolution of SARS-COV-2.
Methodology: The methodology used in
this systematic literature review was
based on the PRISMA (Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews
and Meta-Analyzes) guidelines.
References were consulted in the
PubMed, Scielo and Scholar Google
databases. The search strategy used
terms such as SARS-COV-2, COVID-19
and Mutation, without limitations on the
period of publication, articles in English
and original articles, case reports and
literature  reviews.  Results and
Discussion: After sequencing the first
SARS-CoV-2 genome, different
characteristics were observed when
mapping  thousands of collected
genomes. When focusing on genetic
mutations in the new coronavirus, it was
identified that they occur mainly in five
proteins, including S, N, ORF8, ORF3a
and ORFlab, being largely non-
synonymous mutations; these mutations
can induce conformational changes that
lead to possible changes in antigenicity,
modify the binding affinity to the human
ACE2 receptor, or can determine
characteristics regarding the
pathogenicity of SARS-CoV-2.
Conclusion: The observed mutations are
the result of the constant interaction of
the virus with the human genome due to
continuous adaptation, but until now, it
has not been verified that the genetic
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alterations have changed the mortality or
the infection rate of the virus.
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Genetics
Introducéo

O SARS-COV-2 é o agente
causador da doenca por coronavirus
(COVID-19) que infectou milhdes de
pessoas e €& responsavel por mais de
550.000 mortes em todo 0 mundo em um
periodo de 7 meses. O virus tem um
genoma de RNA fita simples sentido
positivo com cerca de 30 kb de
comprimento. O genoma codifica quatro
proteinas estruturais e multiplas nao
estruturais (ASTUTI; 2020). Enquanto
as proteinas estruturais formam o
capsideo e o envelope do virus, proteinas
ndo estruturais estdo envolvidas em
varias etapas do ciclo viral, como
replicacdo, traducdo, montagem e
liberacdo (LAI; 1997).

Inicialmente a infeccdo pelo
virus foi denominada pneumonia por
coronavirus (PCN) por apresentar
caracteristicas clinicas semelhantes a
uma pneumonia. Posteriormente, a
Organizagdo Mundial da Satde (OMS)
nomeou-a 'COVID-19' e o Comité
Internacional de Taxonomia de Virus
chamou o virus de 'sindrome respiratoria
aguda grave coronavirus 2' (SARS-CoV-
2) (GORBALENYA et al., 2020). O
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sequenciamento genémico revelou que o
SARS-COV-2 é um membro do género
Betacoronavirus e pertence ao subgénero
Sabecovirus, que inclui SARS-COV,
enquanto o MERS-CoV pertence a um
subgénero separado, Merbecovirus (LU
et al., 2020). Em relacdo a sequéncia de
nucleotideos 0 SARS-CoV-2 e 0 SARS-
CoV sdo aproximadamente 79%
semelhantes, e quando comparado ao
coronavirus SARS de morcego -
SARSr-CoV-RaTG13 — a similaridade
chegou a 96% (WANG et al., 2020).

As taxas de mutacdo na
replicacdo dos virus de RNA sdo muito
maiores que as dos virus de DNA e 0s
genomas dos virus de RNA geralmente
tém menos de 10 kb de comprimento
(DRAKE, 1993). O genoma do CoV ¢
maior do que o0s outros virus de RNA,
com aproximadamente 30 kb de
comprimento, o maior virus de RNA
conhecido (LI; YANG; REN, 2020).
Como resultado de seu mecanismo Unico
de replicacdo viral, os coronavirus tém
uma alta frequéncia de recombinacéo
(WQOO et al., 2005).

O orflab é o maior gene da
SARS-CoV-2,
poliproteina (PP1ab). Outro gene orfla

codificando uma

codifica para uma poliproteina (PP1a).
Dois tercos do RNA viral situado na
primeira ORF (ORFlab) codifica uma
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poliproteina com 7096 residuos de
comprimento. Assim, orfla e orflab sdo
traduzidos para produzir poliproteinas
PPla e PPlab, que sdo clivadas pelas
proteases que sdo codificadas por ORFla
para produzir 15 proteinas nao
estruturais (NSPs). Os estudos de
sequéncia observaram variacdes entre
SARS-CoV-2 e SARS-CoV, como a
falta do gene 8a ou a variagdo no nimero
de pares de bases nos genes 8b e 3c no
SARS-CoV-2. (ZEHRA et al., 2020)

A principal via de mutacdo é
dependente das enzimas que realizam o
processo de replicagéo viral e da falha do
processo de verificacdo e reparo pos-
replicativo. Na maioria dos virus de
RNA, a polimerase ndo possui a
capacidade de revisar o0 processo de
duplicacdo, mas com algumas excecoes,
como a classe que engloba os
coronavirus (PACHETTI et al., 2020).
No caso do SARS-COV-2 muitos
mecanismos sdo semelhantes aos
encontrados no SARS-COV, como a
presenca do nspl2 e nspld, ambas
componentes essenciais para revisao e
fidelidade na sintese de RNA (WU et al.,
2020, MA et al., 2015).

Algumas evidéncias
demonstram que a taxa de mortalidade
do SARS-COV-2 varia de acordo com as

regides do mundo e isso pode acontecer
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devido a diversos fatores, sendo a
mutacdo viral uma possivel causa para
esta variacdo (BAUD et al., 2020).
Ademais, a identificacdo e estudo destas
mutacfes € muito importante para o
desenvolvimento de testes diagnosticos,
desenvolvimento de novas drogas,
resisténcia as drogas, producdo de
vacinas (UDDIN et al., 2020). O objetivo
desta revisdo sistematica da literatura é
reunir informagOes emergentes sobre a

evolucdo genémica do SARS-COV-2.
Material e Métodos

A metodologia utilizada nesta
revisdo sisteméatica de literatura foi
baseada no PRISMA (Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews
and Meta-Analyses) guidelines. As
referéncias foram consultadas nos
bancos de dados PubMed, Scielo e
Google Schoolar. A estratégia de busca
utilizou termos como SARS-COV-2,
COVID-19 and  Mutation, sem
limitacbes quanto ao periodo de
publicacdo, artigos escritos em lingua
inglesa e artigos originais, relatos de
caso e revisdes de literatura. A ultima
busca foi realizada em julho de 2020.
Uma andlise inicial foi realizada
baseando-se no titulo e resumo. Os
artigos incluidos foram acessados em sua
versdo completa e analisados para

identificar os estudos relevantes. O
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processo foi realizado por todos os

autores.
Resultados e Discussao

A primeira parte da selecdo
incluiu 33 artigos, em que 1 estava
duplicado entre os bancos de dados.
Apo6s a leitura do titulo e resumo dos
artigos, 13 artigos foram excluidos,
restando 19 artigos. Os estudos restantes
foram analisados em sua verséo final e 4
artigos foram excluidos, restando 15
estudos para a analise desta revisdo de

literatura (Figura 1).

Figura 1 Prisma Flow Diagram indicando
a selecdo de artigos

Pubmed, Google Scholar e Scielo

(n=33)
Arigos apos eliminar os duplicados
(n=32)
Artigos excluidos
Artigos apos leitura de aplﬁs aleitura
titulo/resumo do titulo/resumo
n=19
( l ) (n=13)
Artigos apds a leitura Artigos excluidos apds a
completa leitura da versdo
([’l= 15) compelta
(n=4)
Artigos incluidos
(n=15)

O primeiro genoma da SARS-
CoV-2 foi publicado em 24 de janeiro de
2020, apenas algumas semanas apés o
surto inicial na provincia de Wuhan,
China e exibiu similaridade genémica e
filogenética com a SARS-CoV,

particularmente no gene S, spike, € no
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dominio de ligagcdo ao receptor (RBD),
indicando a capacidade de transmisséo
direta de humano para humano (UDDIN
et al., 2020). Um nivel aumentado de
diversidade viral foi encontrado em
alguns pacientes infectados com SARS-
CoV-2, sugerindo que o virus comegou a
se adaptar ao ambiente humano e seus
genomas comecaram a evoluir na
populagéo (CHEN; LIU; GUO, 2020).

O genoma do SARS-CoV-2
possui uma poliproteina ORF1ab longa
na extremidade 5 ', seguida por quatro
proteinas estruturais principais,
incluindo a glicoproteina da superficie
do pico, a proteina do envelope pequeno,
a proteina da matriz e a proteina
nucleocapsidica (PHAN, 2020a). ORFs
3a, 6, 7a, 7b, 8 e 9b codificam proteinas
acessorias, também  presentes no
coronavirus da sindrome respiratoria
aguda grave de 2002-2003 (SARS-CoV-
1), mas menos amplamente conservadas
nos coronavirus como um todo (FIRTH,

2020).

As cepas de SARS-CoV-2
foram  detectadas em  pacientes
infectados da China (50), EUA (11),
Austrélia (5), Japdo (5), Franga (4),
Cingapura (3), Inglaterra (2), Inglaterra
(2) e Taiwan (2), Coréia do Sul (1),
Bélgica (1), Alemanha (1) e Vietna (1)
(SAITOUZ2; NEI, 1987). O alinhamento
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da sequéncia nucleotidica aos pares foi
realizado por ClustalX2 e a e a sequéncia
da cepa China / WHUO1 / 2020 /
EPI_ISL_406716 foi usada como
genoma de referéncia. Tal estudo
evidenciou trés delecdes nos genomas de
SARS-CoV-2 do Japédo (Aichi), EUA
(Wisconsin) e Australia (Victoria),
sendo duas delec¢des (trés nucleotideos e
vinte e quatro nucleotideos) na
poliproteina ORFlab e uma (dez
nucleotideos) na extremidade 3 'do
genoma (PHAN, 2020b). Mutacdes de
diferentes isolados de SARS-CoV-2
ocorrem principalmente em cinco genes,
incluindo S, N, ORF8, ORF3a e
ORFlab, com cerca de 42% das
variagdes sdo mutages ndo-sindbnimos
(LI; YANG; REN, 2020).

Os 5' dois tercos do genoma
contém dois quadros de leitura abertos
longos (ORFs), ORFla e ORF1b, que
séo traduzidos do RNA gendmico viral
(JRNA). O terco 3 'do genoma contém
um numero de ORFs que codificam as
proteinas estruturais e acessorios virais.
Essas ORFs séo traduzidas de uma série
aninhada de mRNAs subgenémicos
(sgmRNASs) produzidos durante o ciclo
de infeccdo (FIRTH, 2020).

Um estudo recente de perfil de
ribossomo de células infectadas com
SARS-CoV-2 revelou 23 novas ORFs
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traduzidas. Dez sdao muito curtos (<15
codons). Sete dos restantes
compreendem extensdes de 5 ‘ou
truncamentos de 5' de ORFs previamente
conhecidas (M, 6, 7a, 7b, 9b e 10). Dois
sdo UORFs posicionados no gRNA a
montante de ORFla que podem
desempenhar um papel na regulacdo da
expressdao de ORFla / 1b, conforme
proposto anteriormente para UORFs em
outros coronavirus. Apds excluir essas
ORFs, permanecem apenas quatro novas
ORFs traduzidas: ORF3c (25 457-25
582; 41 c6dons), outra ORF sobreposta a
ORF3a (25 596-25 697; 33 codons),
uma ORF sobreposta a S ORF (21 74421
863; 39 cddons) e uma versdo truncada
do mesmo (21 768-21 863; 31 codons)
(FIRTH, 2020).

Existe uma variabilidade
consideravel entre géneros e subgéneros
de coronavirus no complemento dos
genes acessorios codificados em 3’ .
Mesmo dentro do subgénero
sarbecovirus, existem diferencas. Por
exemplo, o SARS-CoV-1 possui um
ORF3b que se sobrepde a regido 3 'de
ORF3a, mas é truncado ou ausente no
SARS-CoV-2. Além disso, em muitos
isolados de SARS-CoV-1 adaptados ao
ser humano, o ORF8 é dividido por uma
delecdo que interrompe o quadro.

Aparentemente, a ORF10 esta traduzida
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em SARS-CoV-2 mas esta truncado no
SARS-CoV-1 (FIRTH, 2020).

Um estudo feito por Phan T. et
al. (2020) revelou noventa e trés
mutacOes em todo o genoma de SARS-
CoV-2. Dessas,

mutacdes missense foram identificadas

quarenta e duas

em todas as principais proteinas nao
estruturais e estruturais, exceto a
proteina do envelope, vinte e nove
missense  estavam  na
ORF1lab, oito  na

glicoproteina da superficie do pico, uma

mutacoes

poliproteina

na proteina da matriz e quatro na
proteina (PHAN,

2020b). Notam-se trés mutagdes (D 34,

nucleocapsidica

Y 364 ¢ F 367 localizadas no dominio de
ligacdo ao receptor da glicoproteina na
superficie do pico. Essa glicoproteina
desempenha um papel essencial na
ligacdo aos receptores na célula
hospedeira e determina o tropismo do
hospedeiro (FUNG; LIU, 2019). E
também o principal alvo de anticorpos
neutralizantes (YU et al., 2020).
MutacBes nessa glicoproteina foi o que
provavelmente levou a alteracdo da
antigenicidade viral.(PHAN, 2020b).

A glicoproteina de pico é critica
para a infeccdo pelo virus. Estudo
recente sugeriu que a proteina S na
SARS-CoV-2 pode sofrer um rearranjo
estrutural (LU et al., 2020). Para
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investigar  esta  hipoOtese,  foram
desenvolvidas duas filogenias separadas
com base nas sequéncias full-S e RBD,
respectivamente. No geral, as duas
filogenias  exibiram  padrbes de
agrupamento semelhantes, separando em
trés grandes clados. O SARS-CoV-2 foi
identificado no mesmo clado principal e
estava mais estreitamente ligado ao
CoVs SARS de morcego e 0 SARS-CoV
humano. Nas duas filogenias, 0 SARS-
CoV-2 esta mais relacionado ao
bat CoV_RaTG13, sugerindo o SARS-
CoV-2 pode ter se originado de morcego.
Contudo, as posi¢Oes evolutivas de
SARS-CoV humano e morcego-SL-
CoVz45 foram trocados entre as
filogenias full-S e RBD. Na filogenia
full-S, bat-SL-CoVz45 é relativamente
mais semelhante ao SARS-CoV-2
humano, enquanto o SARS-CoV
humano estd mais proximo do SARS-
CoV-2 do que o bat-SL-CoVZ45.
Tomados em conjunto, esses resultados
sugeriram que a RBD da SARS-CoV-2 é
mais provavel originada da SARS-CoV
humana, enquanto a parte restante da
proteina S em SARS-CoV-2 pode ter se
originado de bat-SL-CoVZ45, apoiando
0 possivel rearranjo estrutural da
proteina S em SARS-CoV-2. O
bat CoV_RaTG13 é semelhante ao
SARS-CoV-2, indicando a forma

estrutural proposta. O rearranjo pode ter
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ocorrido primeiro no bastdo antes de sua
transmissdo ao ser humano (JIA et al.,
2020).

A estrutura 3D da proteina spike
RBD de SARS-CoV-2 (PDB: 6VW1) foi
recentemente determinado em complexo
com o receptor ACE2 (da sigla em
inglés: angiotensin-converting enzyme
2) humano. Esse receptor € uma proteina
expressa na superficie das células como
0 epitélio do sistema respiratorio bem
como musculos, rins, tirdide e outros,
desempenhando um papel na regulacéo
da funcdo cardiovascular e renal ao
converter angiotensina | e Il em
peptideos Angl-9 e Angl-7, com efeito
fisiolégico oposto a angiotensina 1. A
ampla distribuicdo dessa enzima na
superficie de diversos tecidos humanos
levanta a possibilidade de diversos
sistemas a serem alvo de virus apds
disseminacdo por corrente sanguinea
(L1, 2020). Uma dUnica mutacdo de
aminoacido na RBD resulta em menor
afinidade de ligacdo a esse receptor.
Uma vez que a proteina do virus S é
responsavel pela primeira etapa da
infecgdo por CoV (LAI; CAVANAGH,
1997), qualquer mutacdo de aminoacidos
no RBD pode ter um impacto
significativo na ligagcdo ao receptor e no

desenvolvimento da vacina.
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Uma das 12 mutacdes de
aminoacidos no RBD da proteina S
(R408I) foi identificada entre os 106
SARS-Genomas de CoV-2. O
alinhamento da sequéncia mostrou que o
408R € estritamente conservado em
SARS-CoV-2, SARS-CoV e SARS-
CoV do morcego. Com base na estrutura
CoV2_RBD-ACE2
determinada, 408R estd localizado na

complexa

interface entre RBD e ACE2, mas esta
posicionado relativamente longe do
ACE2, portanto, ndo possui interacédo
direta com o ACE2. Entretanto, a
estrutura  RBDO-ACE2 determinada
mostrou que 408R forma uma ligacéo de
hidrogénio com o glicano anexado a 90N
do ACE2 (PHAN T., 2020b). A ligagdo
de hidrogénio pode ter contribuido para
0 aumento da afinidade de ligacdo a
ACE2. Por outro lado, apesar desse
residuo de arginina também  ser
conservado no SARS-CoV humano
(correspondente a 395R no PDB: 2AJF),
estd posicionado relativamente distante
(6,1 A) do glicano ligado a 90N do
ACE2. Curiosamente, a ligacdo de
hidrogénio 408R-glicano parece ser
interrompida pela mutacdo R4081 em um
SARS-CoV-2 acesso (ID do GeneBank:
MT012098.1), que foi coletado na india
em Janeiro de 2020 (YADAYV, 2020).
Além disso, ao contrario do residuo de

arginina, que é eletricamente carregado e

19

altamente hidrofilico, o residuo de
isoleucina mutado possui uma cadeia
lateral altamente hidrofébica sem
potencial de ligacdo de hidrogénio. A
mutacdo R408! identificada na India
representa um mutante SARS-CoV-2
com afinidade de ligagdo & ACE2
potencialmente reduzida (WU et al.,
2020).

Mutacdes que surgem
independente varias vezes
(homoplasias), sdo provaveis da
adaptacdo continua do SARS-CoV-2 ao
seu novo hospedeiro humano. Uma das
homoplasias mais fortes estd no local
11.083 no genoma do SARS-CoV-2 em
uma regido de Orfla que codifica Nsp6.
Mais homoplasias menores,
identificadas no Orf3a. De notar,
também identificamos uma forte
mutacdo  recorrente  na  posicdo
nucleotidica 21.575, correspondente a
proteina spike SARS-CoV-2 (codon 5).
Enquanto a proteina spike é o mediador
conhecido da entrada de células
hospedeiras, nossa homoplasia detectada
fica fora dos dominios de ligacdo ao
terminal N e ao receptor (VAN DORP et
al., 2020). Em outro estudo foram
encontradas 13 locais de variagdo nas
regides la, 1b, S, 3a, M, 8 e posicédo
nt29095 da regido N da ORF, entre os

quais as posicoes nt28144 em ORF 8 e
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nt8782 em ORF la mostraram taxa de
mutacdo de 30,53% (29/95) e 29,47%
(28/95), respectivamente (WANG et al.,
2020). A maioria destas mutaches
observadas no SARS-CoV-2 em
circulagdo em humanos é provavelmente
neutra ou até deletéria (VAN DORP et
al., 2020).

Concluséao

Percebe-se, portanto, que o
SARS-COV-2 vém sofrendo mutagéo a
partir da interacdo com o0 genoma
humano, principalmente a proteina ORF.
O impacto destas mutacOes sobre a
interacdo com 0s seres humanos néo
parece aumentar a taxa de infec¢cdo ou a
mortalidade do virus. Estas homoplasias
dos SARS-COV-2, como as mutacdes
missense na poliproteina ORFlab e na
glicoproteina da superficie do pico,
reverberam a adaptacdo continua que
esse virus vem sofrendo. Dessa forma, o
estudo da evolucdo gendmica do SARS-
COV-2 é de suma importancia para
entender a origem filogenética do virus e
seus constituintes, como também para
mapear suas mutacfes visando a busca
de uma vacina para minimizar os efeitos

catastroficos desse virus.
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