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_Resumo

Os primeiros casos de COVID-19 em Portugal foram repor tados no início 
de março, verif icando-se rapidamente uma subida exponencial dos 
mesmos até ao início de abri l. Neste âmbito, o Instituto Nacional de Saúde 
Doutor Ricardo Jorge (INSA) iniciou o estudo da variabi l idade genética do 
SARS-CoV-2 no país, cr iando um consórcio constituído por mais de 60 
laboratórios, os quais possibi l i taram a recolha de cerca de 3000 amostras 
positivas, de 159 concelhos. Nesta fase sequenciaram-se cerca de 1800 
genomas de SARS-CoV-2, colocando Por tugal como um dos países a nível 
mundial com maior empenho na caracterização das variantes genéticas 
do novo coronavírus em circulação. Os resultados obtidos possibi l i taram a 
caracterização do início da epidemia em Portugal, permitindo, de alguma 
forma, aval iar a adequação de medidas de saúde pública que foram toma-
das. O presente ar tigo debruça-se sobre os principais resultados obtidos 
neste âmbito, enumerando também uma série de estudos genéticos mais 
específ icos que foram sendo real izados pelo INSA e com relevância em 
saúde pública.

_Abstract

The f i rst cases of COVID-19 in Por tugal were repor ted at the beginning of 
March, with an exponential increase rapidly occurr ing unti l  the beginning 
of Apr i l. In this context, the Por tuguese National Inst i tute of Health ( INSA) 
ini t iated the study of SARS-CoV-2 genetic var iabi l i ty in the country, creat-
ing a consor t ium of more than 60 laborator ies, which made i t possible 
to col lect about 3000 posit ive samples from 159 counties. Currently, 
around 1800 SARS-CoV-2 genomes have been sequenced, placing Por tu-
gal as one of the countr ies worldwide with the greatest commitment to 
character ize the genetic var iants of the new coronavirus in circulat ion. 
The results obtained enabled the character izat ion of the epidemic star t 
in Por tugal, and assess the adequacy of some publ ic health measures. 
Although this ar t ic le essentia l ly focuses on results obtained pursuing this 
objective, i t a lso l ists a ser ies of more speci f ic genetic studies with Publ ic 
Health re levance that have been carr ied out by INSA.

_Introdução

Em dezembro de 2019 foi reportado em Wuhan, China, o apa-
recimento de um elevado número de doentes com pneumonia 
viral de etiologia desconhecida. Foi mais tarde identif icado 
um novo coronavírus, designado SARS-CoV-2 (Severe Acute 
Respiratory Syndrome Coronavirus 2 ), como responsável 
pela doença que se passou a designar por COVID-19 (1-3).
Rapidamente se alastrou a todas as regiões do globo e, 
em 11 de março de 2020, a Organização Mundial de Saúde 
(OMS) declarou o estado de pandemia. Segundo os dados 
da OMS (a 29 de novembro de 2020), foram já conf irmados 
mundialmente mais de 61 milhões de casos, tendo origina-
do cerca de 1,5 milhões de mortes (4). Nesta mesma data, 
em Por tugal, segundo os dados da Direção-Geral da Saúde 
(DGS), tinham sido já registados quase 300 mil casos e mais 
de 4400 mortes (5).

Após a sequenciação do primeiro genoma do SARS-CoV-2 
de um doente de Wuhan (2) a comunidade cientí f ica empe-
nhou-se for temente no estudo da variabi l idade genética 
deste vírus, sendo esta intenção igualmente expressa na 
Orientação 15/2020 da DGS publicada em março (6). Neste 
sentido, o Depar tamento de Doenças Infeciosas do Instituto 
Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA) lançou de 
imediato os al icerces para coordenar um estudo de âmbito 
nacional, com vista ao conhecimento das variantes genéti-
cas a circular em Por tugal. Embora tendo como objetivo 
principal a caracterização do início da epidemia no país, 
nomeadamente a identif icação da cronologia e origem 
das introduções do SARS-CoV-2, prevendo afer ir sobre o 
impacto das medidas de contenção, outros objetivos de 
carácter mais fundamental foram igualmente equacionados. 
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Entre eles, a possibi l idade de determinar associações entre 
per f is mutacionais do SARS-CoV-2 e diferentes graus de 
severidade da COVID-19, bem como a determinação do 
grau de variabi l idade genética de antigénios ou alvos de fár-
macos antivirais com possível impacto no desenvolvimento 
de medidas prof i láticas (vacinas) e terapêuticas. O estudo 
teve aprovação pela Comissão de Ética para a Saúde do 
INSA e apoio f inanceiro por par te da Fundação para a Ciên-
cia e a Tecnologia e da Agência de Investigação Clínica e 
Inovação Biomédica.

_Objetivo

O presente artigo pretende ilustrar, de um modo resumido, 
a forma como está a decorrer o estudo (ainda em curso), os 
principais resultados já alcançados (também disponíveis em 
diversos relatórios divulgados publicamente) e as perspetivas 
para os próximos meses. 

_Métodos

Obtenção de amostras positivas para COVID-19

De forma a otimizar o processo de recolha de amostras e 
facilitar a comunicação entre os intervenientes, foi criado um 
consórcio composto por cerca de 60 laboratórios, do sector 
público e privado, dispersos por Portugal continental e ilhas. 
Durante os primeiros meses da epidemia em Portugal, o INSA 
procedeu à recolha de cerca de 3000 amostras ou eluídos 
com resultados positivos para SARS-CoV-2 nestes laborató-
rios, e que foram armazenados, respetivamente, a -80ºC ou 
-20ºC até ao seu processamento.

Sequenciação total do genoma de SARS-CoV-2 e análise 
bioinformática

Os procedimentos subjacentes ao processamento das amos-
tras/eluídos com vista à obtenção da sequência dos geno-
mas virais f icaram a cargo do Núcleo de Bioinformática e da 
Unidade de Tecnologia e Inovação do INSA, sendo apoiados 
pela Unidade de Genómica do Instituto Gulbenkian de Ciên-
cia. Metodologicamente, de uma forma muito resumida, efe-
tuaram-se procedimentos em tandem, desde a produção de 

cDNA a partir do RNA viral, PCR multiplex adaptado da Artic 
Network (https://ar t ic.network /ncov-2019, 

preparação de bibl iotecas genómicas com k i ts I l lumina e, 
f inalmente, a sequenciação de nova geração usando os 
equipamentos NextSeq (I l lumina, Inc) e MiSeq (I l lumina, Inc).

A análise genómica, da responsabilidade do Núcleo de Bioin-
formática, foi realizada essencialmente com recurso a uma
pipe l ine bioinformática (INSaFLU, ht tps:// insaf lu.insa.pt / ) 
desenvolvida inicialmente por este grupo para a vigi lância 
de base genómica da gr ipe sazonal e agora adaptada para 
manipulação de sequências do SARS-CoV-2. Acopladas 
a esta pipe l ine estão as plataformas bioinformáticas Nexts-
train (ht tps://nex tstra in.org/ncov ) e Microreact
                                   as quais foram uti l izadas para aná-
l ise f i logeográf ica.

_Resultados e discussão

Balanço geral da var iabi l idade genética do SARS-CoV-2

Um dos pr imeiros passos que foi dado no sentido de 
garantir a rápida divulgação dos resultados, não só aos 
laboratór ios per tencentes ao consórcio, mas também a 
toda a comunidade cientí f ica, foi a cr iação de um website 
(ht tps:// insaf lu.insa.pt /covid19/ ) disponível publicamente, 
no qual são atual izados, em tempo real, todos os resultados 
que vão sendo obtidos.

Durante os pr imeiros meses da epidemia em Por tugal foram 
anal isadas pelo INSA cerca de 1800 sequências do genoma 
de SARS-CoV-2, representando todos os distr i tos do país e 
159 concelhos, o que corresponde a 51,6% do total de con-
celhos nacionais. Em termos gerais, ver i f icou-se que a dis-
tr ibuição por clade é semelhante àquela que é observada 
a nível europeu (https://nextstrain.org/ncov/europe) (7), refle-
tida por uma esmagadora maioria dos vírus estudados (91,2%) 
a integrar o braço filogenético contendo os clades 20A 
(36,6%), 20B (52%) e 20C (2,6%). Estes clades apresentam, 
entre outros marcadores genéticos, a mutação “aa D614G”
(“nt A23403G”), muito falada internacionalmente dada a sua 
rapidíssima disseminação mundial. Esta mutação afeta a 

proteína “Spike (S)”, responsável pela entrada do vírus 
SARS-CoV-2 nas células humanas, sendo também o pr inci-
pal antigénio deste v írus pandémico. De sal ientar que os 
vírus do clade 19B (2,4%) têm sido detetados maior i tar ia-
mente em concelhos próximos da fronteira com Espanha 
(por exemplo, Arcos de Valdevez, Bragança, Miranda do 
Douro ou Évora). Este dado é consistente com a elevada 
circulação de SARS-CoV-2 com per f i l 19B em Espanha (ao 
contrár io daqui lo que se observa na maior ia dos países 
europeus) e sugere que estas introduções ocorreram atra-
vés da fronteira terrestre.

Em termos de anál ise de mutações, ver i f ica-se que os vírus 
a circular em Por tugal apresentam uma taxa de mutação 
média de 2.3 mutações por genoma por mês, coincidente 
com a prevista para este v írus ( i .e. 2 mutações por genoma 

por mês). É impor tante refer ir também que, no conjunto 
dos cerca de 1800 genomas virais anal isados até à data, 
observou-se a ocorrência de 103 mutações distintas que 
alteram a proteína “Spike (S)”, merecendo especial atenção 
dado o papel biológico desta proteína não só no processo 
de entrada do vírus na célula hospedeira, como também no 
desencadear da resposta imunitár ia por par te da pessoa 
infetada.

Caracter ização do arranque da epidemia em Por tugal

O resultado de maior destaque prende-se, sem dúvida, com 
a observação de que o início da pandemia em Portugal, com 
foco no Norte e Centro do país, foi caracterizado pelo espa-
lhamento massivo de uma variante genética do SARS-CoV-2 
com uma mutação (D839Y) na proteína Spike ( f igura 1)

_ Investigação da infeção por SARS-CoV-2



52

_Resumo

Os primeiros casos de COVID-19 em Portugal foram repor tados no início 
de março, verif icando-se rapidamente uma subida exponencial dos 
mesmos até ao início de abri l. Neste âmbito, o Instituto Nacional de Saúde 
Doutor Ricardo Jorge (INSA) iniciou o estudo da variabi l idade genética do 
SARS-CoV-2 no país, cr iando um consórcio constituído por mais de 60 
laboratórios, os quais possibi l i taram a recolha de cerca de 3000 amostras 
positivas, de 159 concelhos. Nesta fase sequenciaram-se cerca de 1800 
genomas de SARS-CoV-2, colocando Por tugal como um dos países a nível 
mundial com maior empenho na caracterização das variantes genéticas 
do novo coronavírus em circulação. Os resultados obtidos possibi l i taram a 
caracterização do início da epidemia em Portugal, permitindo, de alguma 
forma, aval iar a adequação de medidas de saúde pública que foram toma-
das. O presente ar tigo debruça-se sobre os principais resultados obtidos 
neste âmbito, enumerando também uma série de estudos genéticos mais 
específ icos que foram sendo real izados pelo INSA e com relevância em 
saúde pública.

_Abstract

The f i rst cases of COVID-19 in Por tugal were repor ted at the beginning of 
March, with an exponential increase rapidly occurr ing unti l  the beginning 
of Apr i l. In this context, the Por tuguese National Inst i tute of Health ( INSA) 
ini t iated the study of SARS-CoV-2 genetic var iabi l i ty in the country, creat-
ing a consor t ium of more than 60 laborator ies, which made i t possible 
to col lect about 3000 posit ive samples from 159 counties. Currently, 
around 1800 SARS-CoV-2 genomes have been sequenced, placing Por tu-
gal as one of the countr ies worldwide with the greatest commitment to 
character ize the genetic var iants of the new coronavirus in circulat ion. 
The results obtained enabled the character izat ion of the epidemic star t 
in Por tugal, and assess the adequacy of some publ ic health measures. 
Although this ar t ic le essentia l ly focuses on results obtained pursuing this 
objective, i t a lso l ists a ser ies of more speci f ic genetic studies with Publ ic 
Health re levance that have been carr ied out by INSA.

_Introdução

Em dezembro de 2019 foi reportado em Wuhan, China, o apa-
recimento de um elevado número de doentes com pneumonia 
viral de etiologia desconhecida. Foi mais tarde identif icado 
um novo coronavírus, designado SARS-CoV-2 (Severe Acute 
Respiratory Syndrome Coronavirus 2 ), como responsável 
pela doença que se passou a designar por COVID-19 (1-3).
Rapidamente se alastrou a todas as regiões do globo e, 
em 11 de março de 2020, a Organização Mundial de Saúde 
(OMS) declarou o estado de pandemia. Segundo os dados 
da OMS (a 29 de novembro de 2020), foram já conf irmados 
mundialmente mais de 61 milhões de casos, tendo origina-
do cerca de 1,5 milhões de mortes (4). Nesta mesma data, 
em Por tugal, segundo os dados da Direção-Geral da Saúde 
(DGS), tinham sido já registados quase 300 mil casos e mais 
de 4400 mortes (5).

Após a sequenciação do primeiro genoma do SARS-CoV-2 
de um doente de Wuhan (2) a comunidade cientí f ica empe-
nhou-se for temente no estudo da variabi l idade genética 
deste vírus, sendo esta intenção igualmente expressa na 
Orientação 15/2020 da DGS publicada em março (6). Neste 
sentido, o Depar tamento de Doenças Infeciosas do Instituto 
Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA) lançou de 
imediato os al icerces para coordenar um estudo de âmbito 
nacional, com vista ao conhecimento das variantes genéti-
cas a circular em Por tugal. Embora tendo como objetivo 
principal a caracterização do início da epidemia no país, 
nomeadamente a identif icação da cronologia e origem 
das introduções do SARS-CoV-2, prevendo afer ir sobre o 
impacto das medidas de contenção, outros objetivos de 
carácter mais fundamental foram igualmente equacionados. 

Entre eles, a possibi l idade de determinar associações entre 
per f is mutacionais do SARS-CoV-2 e diferentes graus de 
severidade da COVID-19, bem como a determinação do 
grau de variabi l idade genética de antigénios ou alvos de fár-
macos antivirais com possível impacto no desenvolvimento 
de medidas prof i láticas (vacinas) e terapêuticas. O estudo 
teve aprovação pela Comissão de Ética para a Saúde do 
INSA e apoio f inanceiro por par te da Fundação para a Ciên-
cia e a Tecnologia e da Agência de Investigação Clínica e 
Inovação Biomédica.

_Objetivo

O presente artigo pretende ilustrar, de um modo resumido, 
a forma como está a decorrer o estudo (ainda em curso), os 
principais resultados já alcançados (também disponíveis em 
diversos relatórios divulgados publicamente) e as perspetivas 
para os próximos meses. 

_Métodos

Obtenção de amostras positivas para COVID-19

De forma a otimizar o processo de recolha de amostras e 
facilitar a comunicação entre os intervenientes, foi criado um 
consórcio composto por cerca de 60 laboratórios, do sector 
público e privado, dispersos por Portugal continental e ilhas. 
Durante os primeiros meses da epidemia em Portugal, o INSA 
procedeu à recolha de cerca de 3000 amostras ou eluídos 
com resultados positivos para SARS-CoV-2 nestes laborató-
rios, e que foram armazenados, respetivamente, a -80ºC ou 
-20ºC até ao seu processamento.

Sequenciação total do genoma de SARS-CoV-2 e análise 
bioinformática

Os procedimentos subjacentes ao processamento das amos-
tras/eluídos com vista à obtenção da sequência dos geno-
mas virais f icaram a cargo do Núcleo de Bioinformática e da 
Unidade de Tecnologia e Inovação do INSA, sendo apoiados 
pela Unidade de Genómica do Instituto Gulbenkian de Ciên-
cia. Metodologicamente, de uma forma muito resumida, efe-
tuaram-se procedimentos em tandem, desde a produção de 

cDNA a partir do RNA viral, PCR multiplex adaptado da Artic 
Network (https://ar t ic.network /ncov-2019, 

preparação de bibl iotecas genómicas com k i ts I l lumina e, 
f inalmente, a sequenciação de nova geração usando os 
equipamentos NextSeq (I l lumina, Inc) e MiSeq (I l lumina, Inc).

A análise genómica, da responsabilidade do Núcleo de Bioin-
formática, foi realizada essencialmente com recurso a uma
pipe l ine bioinformática (INSaFLU, ht tps:// insaf lu.insa.pt / ) 
desenvolvida inicialmente por este grupo para a vigi lância 
de base genómica da gr ipe sazonal e agora adaptada para 
manipulação de sequências do SARS-CoV-2. Acopladas 
a esta pipe l ine estão as plataformas bioinformáticas Nexts-
train (ht tps://nex tstra in.org/ncov ) e Microreact
                                   as quais foram uti l izadas para aná-
l ise f i logeográf ica.

_Resultados e discussão

Balanço geral da var iabi l idade genética do SARS-CoV-2

Um dos pr imeiros passos que foi dado no sentido de 
garantir a rápida divulgação dos resultados, não só aos 
laboratór ios per tencentes ao consórcio, mas também a 
toda a comunidade cientí f ica, foi a cr iação de um website 
(ht tps:// insaf lu.insa.pt /covid19/ ) disponível publicamente, 
no qual são atual izados, em tempo real, todos os resultados 
que vão sendo obtidos.

Durante os pr imeiros meses da epidemia em Por tugal foram 
anal isadas pelo INSA cerca de 1800 sequências do genoma 
de SARS-CoV-2, representando todos os distr i tos do país e 
159 concelhos, o que corresponde a 51,6% do total de con-
celhos nacionais. Em termos gerais, ver i f icou-se que a dis-
tr ibuição por clade é semelhante àquela que é observada 
a nível europeu (https://nextstrain.org/ncov/europe) (7), refle-
tida por uma esmagadora maioria dos vírus estudados (91,2%) 
a integrar o braço filogenético contendo os clades 20A 
(36,6%), 20B (52%) e 20C (2,6%). Estes clades apresentam, 
entre outros marcadores genéticos, a mutação “aa D614G”
(“nt A23403G”), muito falada internacionalmente dada a sua 
rapidíssima disseminação mundial. Esta mutação afeta a 

artigos breves_   n. 9

COVID-19

https://www.pro

roreact.org/showcase),
(https://mic

tocols.io/view/ncov-2019-sequencing-protocol-bbmuik6w ),

proteína “Spike (S)”, responsável pela entrada do vírus 
SARS-CoV-2 nas células humanas, sendo também o pr inci-
pal antigénio deste v írus pandémico. De sal ientar que os 
vírus do clade 19B (2,4%) têm sido detetados maior i tar ia-
mente em concelhos próximos da fronteira com Espanha 
(por exemplo, Arcos de Valdevez, Bragança, Miranda do 
Douro ou Évora). Este dado é consistente com a elevada 
circulação de SARS-CoV-2 com per f i l 19B em Espanha (ao 
contrár io daqui lo que se observa na maior ia dos países 
europeus) e sugere que estas introduções ocorreram atra-
vés da fronteira terrestre.

Em termos de anál ise de mutações, ver i f ica-se que os vírus 
a circular em Por tugal apresentam uma taxa de mutação 
média de 2.3 mutações por genoma por mês, coincidente 
com a prevista para este v írus ( i .e. 2 mutações por genoma 

por mês). É impor tante refer ir também que, no conjunto 
dos cerca de 1800 genomas virais anal isados até à data, 
observou-se a ocorrência de 103 mutações distintas que 
alteram a proteína “Spike (S)”, merecendo especial atenção 
dado o papel biológico desta proteína não só no processo 
de entrada do vírus na célula hospedeira, como também no 
desencadear da resposta imunitár ia por par te da pessoa 
infetada.

Caracter ização do arranque da epidemia em Por tugal

O resultado de maior destaque prende-se, sem dúvida, com 
a observação de que o início da pandemia em Portugal, com 
foco no Norte e Centro do país, foi caracterizado pelo espa-
lhamento massivo de uma variante genética do SARS-CoV-2 
com uma mutação (D839Y) na proteína Spike ( f igura 1)

https://www.protocols.io/view/ncov-2019-sequencing-protocol-bbmuik6w
https://www.protocols.io/view/ncov-2019-sequencing-protocol-bbmuik6w
https://microreact.org/showcase
https://microreact.org/showcase


53

_Resumo

Os primeiros casos de COVID-19 em Portugal foram repor tados no início 
de março, verif icando-se rapidamente uma subida exponencial dos 
mesmos até ao início de abri l. Neste âmbito, o Instituto Nacional de Saúde 
Doutor Ricardo Jorge (INSA) iniciou o estudo da variabi l idade genética do 
SARS-CoV-2 no país, cr iando um consórcio constituído por mais de 60 
laboratórios, os quais possibi l i taram a recolha de cerca de 3000 amostras 
positivas, de 159 concelhos. Nesta fase sequenciaram-se cerca de 1800 
genomas de SARS-CoV-2, colocando Por tugal como um dos países a nível 
mundial com maior empenho na caracterização das variantes genéticas 
do novo coronavírus em circulação. Os resultados obtidos possibi l i taram a 
caracterização do início da epidemia em Portugal, permitindo, de alguma 
forma, aval iar a adequação de medidas de saúde pública que foram toma-
das. O presente ar tigo debruça-se sobre os principais resultados obtidos 
neste âmbito, enumerando também uma série de estudos genéticos mais 
específ icos que foram sendo real izados pelo INSA e com relevância em 
saúde pública.

_Abstract

The f i rst cases of COVID-19 in Por tugal were repor ted at the beginning of 
March, with an exponential increase rapidly occurr ing unti l  the beginning 
of Apr i l. In this context, the Por tuguese National Inst i tute of Health ( INSA) 
ini t iated the study of SARS-CoV-2 genetic var iabi l i ty in the country, creat-
ing a consor t ium of more than 60 laborator ies, which made i t possible 
to col lect about 3000 posit ive samples from 159 counties. Currently, 
around 1800 SARS-CoV-2 genomes have been sequenced, placing Por tu-
gal as one of the countr ies worldwide with the greatest commitment to 
character ize the genetic var iants of the new coronavirus in circulat ion. 
The results obtained enabled the character izat ion of the epidemic star t 
in Por tugal, and assess the adequacy of some publ ic health measures. 
Although this ar t ic le essentia l ly focuses on results obtained pursuing this 
objective, i t a lso l ists a ser ies of more speci f ic genetic studies with Publ ic 
Health re levance that have been carr ied out by INSA.

_Introdução

Em dezembro de 2019 foi reportado em Wuhan, China, o apa-
recimento de um elevado número de doentes com pneumonia 
viral de etiologia desconhecida. Foi mais tarde identif icado 
um novo coronavírus, designado SARS-CoV-2 (Severe Acute 
Respiratory Syndrome Coronavirus 2 ), como responsável 
pela doença que se passou a designar por COVID-19 (1-3).
Rapidamente se alastrou a todas as regiões do globo e, 
em 11 de março de 2020, a Organização Mundial de Saúde 
(OMS) declarou o estado de pandemia. Segundo os dados 
da OMS (a 29 de novembro de 2020), foram já conf irmados 
mundialmente mais de 61 milhões de casos, tendo origina-
do cerca de 1,5 milhões de mortes (4). Nesta mesma data, 
em Por tugal, segundo os dados da Direção-Geral da Saúde 
(DGS), tinham sido já registados quase 300 mil casos e mais 
de 4400 mortes (5).

Após a sequenciação do primeiro genoma do SARS-CoV-2 
de um doente de Wuhan (2) a comunidade cientí f ica empe-
nhou-se for temente no estudo da variabi l idade genética 
deste vírus, sendo esta intenção igualmente expressa na 
Orientação 15/2020 da DGS publicada em março (6). Neste 
sentido, o Depar tamento de Doenças Infeciosas do Instituto 
Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA) lançou de 
imediato os al icerces para coordenar um estudo de âmbito 
nacional, com vista ao conhecimento das variantes genéti-
cas a circular em Por tugal. Embora tendo como objetivo 
principal a caracterização do início da epidemia no país, 
nomeadamente a identif icação da cronologia e origem 
das introduções do SARS-CoV-2, prevendo afer ir sobre o 
impacto das medidas de contenção, outros objetivos de 
carácter mais fundamental foram igualmente equacionados. 

Entre eles, a possibi l idade de determinar associações entre 
per f is mutacionais do SARS-CoV-2 e diferentes graus de 
severidade da COVID-19, bem como a determinação do 
grau de variabi l idade genética de antigénios ou alvos de fár-
macos antivirais com possível impacto no desenvolvimento 
de medidas prof i láticas (vacinas) e terapêuticas. O estudo 
teve aprovação pela Comissão de Ética para a Saúde do 
INSA e apoio f inanceiro por par te da Fundação para a Ciên-
cia e a Tecnologia e da Agência de Investigação Clínica e 
Inovação Biomédica.

_Objetivo

O presente artigo pretende ilustrar, de um modo resumido, 
a forma como está a decorrer o estudo (ainda em curso), os 
principais resultados já alcançados (também disponíveis em 
diversos relatórios divulgados publicamente) e as perspetivas 
para os próximos meses. 

_Métodos

Obtenção de amostras positivas para COVID-19

De forma a otimizar o processo de recolha de amostras e 
facilitar a comunicação entre os intervenientes, foi criado um 
consórcio composto por cerca de 60 laboratórios, do sector 
público e privado, dispersos por Portugal continental e ilhas. 
Durante os primeiros meses da epidemia em Portugal, o INSA 
procedeu à recolha de cerca de 3000 amostras ou eluídos 
com resultados positivos para SARS-CoV-2 nestes laborató-
rios, e que foram armazenados, respetivamente, a -80ºC ou 
-20ºC até ao seu processamento.

Sequenciação total do genoma de SARS-CoV-2 e análise 
bioinformática

Os procedimentos subjacentes ao processamento das amos-
tras/eluídos com vista à obtenção da sequência dos geno-
mas virais f icaram a cargo do Núcleo de Bioinformática e da 
Unidade de Tecnologia e Inovação do INSA, sendo apoiados 
pela Unidade de Genómica do Instituto Gulbenkian de Ciên-
cia. Metodologicamente, de uma forma muito resumida, efe-
tuaram-se procedimentos em tandem, desde a produção de 

cDNA a partir do RNA viral, PCR multiplex adaptado da Artic 
Network (https://ar t ic.network /ncov-2019, 

preparação de bibl iotecas genómicas com k i ts I l lumina e, 
f inalmente, a sequenciação de nova geração usando os 
equipamentos NextSeq (I l lumina, Inc) e MiSeq (I l lumina, Inc).

A análise genómica, da responsabilidade do Núcleo de Bioin-
formática, foi realizada essencialmente com recurso a uma
pipe l ine bioinformática (INSaFLU, ht tps:// insaf lu.insa.pt / ) 
desenvolvida inicialmente por este grupo para a vigi lância 
de base genómica da gr ipe sazonal e agora adaptada para 
manipulação de sequências do SARS-CoV-2. Acopladas 
a esta pipe l ine estão as plataformas bioinformáticas Nexts-
train (ht tps://nex tstra in.org/ncov ) e Microreact
                                   as quais foram uti l izadas para aná-
l ise f i logeográf ica.

_Resultados e discussão

Balanço geral da var iabi l idade genética do SARS-CoV-2

Um dos pr imeiros passos que foi dado no sentido de 
garantir a rápida divulgação dos resultados, não só aos 
laboratór ios per tencentes ao consórcio, mas também a 
toda a comunidade cientí f ica, foi a cr iação de um website 
(ht tps:// insaf lu.insa.pt /covid19/ ) disponível publicamente, 
no qual são atual izados, em tempo real, todos os resultados 
que vão sendo obtidos.

Durante os pr imeiros meses da epidemia em Por tugal foram 
anal isadas pelo INSA cerca de 1800 sequências do genoma 
de SARS-CoV-2, representando todos os distr i tos do país e 
159 concelhos, o que corresponde a 51,6% do total de con-
celhos nacionais. Em termos gerais, ver i f icou-se que a dis-
tr ibuição por clade é semelhante àquela que é observada 
a nível europeu (https://nextstrain.org/ncov/europe) (7), refle-
tida por uma esmagadora maioria dos vírus estudados (91,2%) 
a integrar o braço filogenético contendo os clades 20A 
(36,6%), 20B (52%) e 20C (2,6%). Estes clades apresentam, 
entre outros marcadores genéticos, a mutação “aa D614G”
(“nt A23403G”), muito falada internacionalmente dada a sua 
rapidíssima disseminação mundial. Esta mutação afeta a 

proteína “Spike (S)”, responsável pela entrada do vírus 
SARS-CoV-2 nas células humanas, sendo também o pr inci-
pal antigénio deste v írus pandémico. De sal ientar que os 
vírus do clade 19B (2,4%) têm sido detetados maior i tar ia-
mente em concelhos próximos da fronteira com Espanha 
(por exemplo, Arcos de Valdevez, Bragança, Miranda do 
Douro ou Évora). Este dado é consistente com a elevada 
circulação de SARS-CoV-2 com per f i l 19B em Espanha (ao 
contrár io daqui lo que se observa na maior ia dos países 
europeus) e sugere que estas introduções ocorreram atra-
vés da fronteira terrestre.

Em termos de anál ise de mutações, ver i f ica-se que os vírus 
a circular em Por tugal apresentam uma taxa de mutação 
média de 2.3 mutações por genoma por mês, coincidente 
com a prevista para este v írus ( i .e. 2 mutações por genoma 

por mês). É impor tante refer ir também que, no conjunto 
dos cerca de 1800 genomas virais anal isados até à data, 
observou-se a ocorrência de 103 mutações distintas que 
alteram a proteína “Spike (S)”, merecendo especial atenção 
dado o papel biológico desta proteína não só no processo 
de entrada do vírus na célula hospedeira, como também no 
desencadear da resposta imunitár ia por par te da pessoa 
infetada.

Caracter ização do arranque da epidemia em Por tugal

O resultado de maior destaque prende-se, sem dúvida, com 
a observação de que o início da pandemia em Portugal, com 
foco no Norte e Centro do país, foi caracterizado pelo espa-
lhamento massivo de uma variante genética do SARS-CoV-2 
com uma mutação (D839Y) na proteína Spike ( f igura 1)

Figura 1: Enquadramento e dispersão geográfica do sub-clade com a mutação D839Y na proteína Spike 
no contexto do global dos genomas analisados em Portugal até ao final de abril de 2020.
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Os genomas com e sem a mutação D839Y estão co lor idos, respet ivamente, a amare lo e verde, sendo o tamanho dos c í rcu los no mapa proporc iona l ao número de 
genomas sequenc iados por loca l idade.
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Figura 2: Dispersão geográfica, por distrito, das frequências relativas da mutação D839Y (a vermelho) na pro-
teína Spike, em três pontos temporais: 7 de março (deteção dos primeiros genomas com a mutação 
D839Y), 18 de março (quando foi declarado o estado de emergência) e 30 de abril de 2020.

Esta mutação tinha sido já sinal izada internacionalmente 
como de par ticular interesse dado estar local izada na pro-
teína Spike e, em par ticular, num domínio (fus ion pept ide ) 
que se sabe ser cr í t ico para a entrada do vírus nas células 
humanas. De sal ientar que esta mutação foi já detetada em 
pelo menos 13 países de quatro continentes. De acordo 
com os dados epidemiológicos fornecidos pelas autor ida-
des de saúde públ ica e com os dados genéticos disponí-
veis publ icamente na pr incipal base de dados mundial para 
SARS-CoV-2 (GISAID), concluiu-se que esta var iante gené-
tica do SARS-CoV-2 terá sido impor tada de Itál ia, região da 
Lombardia, pouco depois do meio de fevereiro. Após esta 
introdução, terá circulado em Por tugal pelo menos uma 
semana antes de terem sido repor tados os pr imeiros casos 
de COVID-19 no nosso país (2 de março), or iginando poten-
cialmente cadeias de transmissão não detetadas.

Durante a fase exponencial da epidemia em Por tugal, a 
var iante contendo a mutação D839Y foi detetada em distr i-

tos do l i toral das regiões Nor te e Centro, tendo-se poste-
r iormente disseminado para distr i tos no inter ior das mes-
mas regiões ( f igura 2 ). Esta var iante foi responsável pelo 
grande sur to em Ovar, tendo levado à cerca sanitár ia entre 
17 de março e 17 de abri l, a única a ser instituída em Por tu-
gal continental durante a pr imeira vaga. É razoável assumir 
que esta medida, juntamente com a proibição de circulação 
entre concelhos que teve lugar em alguns destes períodos, 
tenham constituído impor tantes medidas de saúde públ ica, 
contr ibuindo para a não disseminação desta var iante gené-
tica para o Sul do país. 

De sal ientar que a f requência re lat iva desta var iante gené-
tica aumentou a uma taxa estimada de 12,1% (6,1%-18,2%, 
IC95%) a cada três dias, entre 14 de março e 9 de abr i l. 
Estima-se que, durante esse período, tenha sido responsá-
vel por cerca de 3800 casos (3177-4542 casos, IC95%) de 
COVID-19 em Portugal, correspondendo a cerca de um em 
cada quatro casos (24,8% (20,8-29,7%, IC95%) de COVID-19 
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no país. Perante estes resultados, levantamos duas hipóte-
ses que poderão, separada ou concomitantemente, ter con-
tribuído para a elevada frequência da variante D839Y durante 
a fase exponencial da epidemia em Portugal. Por um lado, 
esta variante genética poderá ter tido maior oportunidade de 
propagação dado ter sido introduzida no país mais de uma 
semana antes dos primeiros casos detetados de COVID-19 
(fenómeno designado cientif icamente por founder ef fect ). Por 
outro lado, o aumento significativo da sua frequência rela-
tiva poderá dever-se a um maior f itness, em particular em 
termos da sua capacidade de transmissão. No entanto, será 
necessária a realização de estudos funcionais que testem 
o impacto da mutação D839Y na capacidade infeciosa e de 
propagação do SARS-CoV-2.
Todos estes resultados e conclusões foram, entretanto, publi-
cados numa revista internacional com peer review (8), num 
artigo do qual constam, como coautores, todos os colabora-
dores no âmbito do consórcio criado para este estudo.

Outros trabalhos desenvolvidos e perspetivas futuras

Em paralelo com esta linha de investigação principal, cujos 
resultados são o foco do presente artigo, outros trabalhos 
sobre a diversidade genética do SARS-CoV-2 foram desen-
volvidos em paralelo no âmbito de novas colaborações entre-
tanto estabelecidas. Assim, foram já realizados ou estão em 
curso os seguintes estudos:

i) Determinação do número de introduções do SARS-CoV-2 
em Portugal e respetiva origem, que levaram ao estabe-
lecimento da epidemia no nosso país (artigo em prepara-
ção);

i i ) Par tic ipação em estudo europeu para aval iação da dis-
tr ibuição geográf ica e temporal do SARS-CoV-2 (ar tigo 
publ icado (7) ); 

i i i ) Sequenciação do genoma de SARS-CoV-2 para con-
 f i rmação de um caso de transmissão ver tical de 

SARS-CoV-2 (ar tigo publ icado (9) );
iv) Sequenciação do genoma de SARS-CoV-2 no apoio à 

investigação de sur tos nosocomiais (ar tigos em submis-
são);

v) Identif icação das variantes genéticas de SARS-CoV-2 a 
circular em Portugal na segunda vaga da epidemia, em 
amostras positivas obtidas, durante o mês de novembro, 
na rede dos laboratórios colaboradores.

Finalmente, em termos de estudos a médio / longo prazo, 
o INSA procederá à caracterização dos per f is mutacionais 
do SARS-CoV-2 que sejam identif icados em pessoas que, 
apesar de terem sido vacinadas, tenham contraído a infeção 
(“ falências vacinais”). A maior ou menor frequência de deter-
minadas variantes genéticas associadas a falências vacinais 
poderá determinar a eventual necessidade de adaptações / 
otimizações das vacinas existentes.

Dos resultados obtidos até ao momento no âmbito deste 
estudo, é possível inferir a mais-valia dos estudos de epide-
miologia molecular no conhecimento da disseminação dos 
novos agentes infeciosos e respetiva dinâmica.  Ainda, des-
taca-se a elevada capacidade nacional, concretamente do 
INSA, para a sequenciação e análise genómica de microrga-
nismos usando tecnologia de ponta e o espír ito colaborativo 
dos laboratórios nacionais e das Autoridades de Saúde, no 
desígnio de contribuir para um conhecimento mais profundo 
desta epidemia.
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Esta mutação tinha sido já sinal izada internacionalmente 
como de par ticular interesse dado estar local izada na pro-
teína Spike e, em par ticular, num domínio (fus ion pept ide ) 
que se sabe ser cr í t ico para a entrada do vírus nas células 
humanas. De sal ientar que esta mutação foi já detetada em 
pelo menos 13 países de quatro continentes. De acordo 
com os dados epidemiológicos fornecidos pelas autor ida-
des de saúde públ ica e com os dados genéticos disponí-
veis publ icamente na pr incipal base de dados mundial para 
SARS-CoV-2 (GISAID), concluiu-se que esta var iante gené-
tica do SARS-CoV-2 terá sido impor tada de Itál ia, região da 
Lombardia, pouco depois do meio de fevereiro. Após esta 
introdução, terá circulado em Por tugal pelo menos uma 
semana antes de terem sido repor tados os pr imeiros casos 
de COVID-19 no nosso país (2 de março), or iginando poten-
cialmente cadeias de transmissão não detetadas.

Durante a fase exponencial da epidemia em Por tugal, a 
var iante contendo a mutação D839Y foi detetada em distr i-

tos do l i toral das regiões Nor te e Centro, tendo-se poste-
r iormente disseminado para distr i tos no inter ior das mes-
mas regiões ( f igura 2 ). Esta var iante foi responsável pelo 
grande sur to em Ovar, tendo levado à cerca sanitár ia entre 
17 de março e 17 de abri l, a única a ser instituída em Por tu-
gal continental durante a pr imeira vaga. É razoável assumir 
que esta medida, juntamente com a proibição de circulação 
entre concelhos que teve lugar em alguns destes períodos, 
tenham constituído impor tantes medidas de saúde públ ica, 
contr ibuindo para a não disseminação desta var iante gené-
tica para o Sul do país. 

De sal ientar que a f requência re lat iva desta var iante gené-
tica aumentou a uma taxa estimada de 12,1% (6,1%-18,2%, 
IC95%) a cada três dias, entre 14 de março e 9 de abr i l. 
Estima-se que, durante esse período, tenha sido responsá-
vel por cerca de 3800 casos (3177-4542 casos, IC95%) de 
COVID-19 em Portugal, correspondendo a cerca de um em 
cada quatro casos (24,8% (20,8-29,7%, IC95%) de COVID-19 

no país. Perante estes resultados, levantamos duas hipóte-
ses que poderão, separada ou concomitantemente, ter con-
tribuído para a elevada frequência da variante D839Y durante 
a fase exponencial da epidemia em Portugal. Por um lado, 
esta variante genética poderá ter tido maior oportunidade de 
propagação dado ter sido introduzida no país mais de uma 
semana antes dos primeiros casos detetados de COVID-19 
(fenómeno designado cientif icamente por founder ef fect ). Por 
outro lado, o aumento significativo da sua frequência rela-
tiva poderá dever-se a um maior f itness, em particular em 
termos da sua capacidade de transmissão. No entanto, será 
necessária a realização de estudos funcionais que testem 
o impacto da mutação D839Y na capacidade infeciosa e de 
propagação do SARS-CoV-2.
Todos estes resultados e conclusões foram, entretanto, publi-
cados numa revista internacional com peer review (8), num 
artigo do qual constam, como coautores, todos os colabora-
dores no âmbito do consórcio criado para este estudo.

Outros trabalhos desenvolvidos e perspetivas futuras

Em paralelo com esta linha de investigação principal, cujos 
resultados são o foco do presente artigo, outros trabalhos 
sobre a diversidade genética do SARS-CoV-2 foram desen-
volvidos em paralelo no âmbito de novas colaborações entre-
tanto estabelecidas. Assim, foram já realizados ou estão em 
curso os seguintes estudos:

i) Determinação do número de introduções do SARS-CoV-2 
em Portugal e respetiva origem, que levaram ao estabe-
lecimento da epidemia no nosso país (artigo em prepara-
ção);

i i ) Par tic ipação em estudo europeu para aval iação da dis-
tr ibuição geográf ica e temporal do SARS-CoV-2 (ar tigo 
publ icado (7) ); 

i i i ) Sequenciação do genoma de SARS-CoV-2 para con-
 f i rmação de um caso de transmissão ver tical de 

SARS-CoV-2 (ar tigo publ icado (9) );
iv) Sequenciação do genoma de SARS-CoV-2 no apoio à 

investigação de sur tos nosocomiais (ar tigos em submis-
são);

v) Identif icação das variantes genéticas de SARS-CoV-2 a 
circular em Portugal na segunda vaga da epidemia, em 
amostras positivas obtidas, durante o mês de novembro, 
na rede dos laboratórios colaboradores.

Finalmente, em termos de estudos a médio / longo prazo, 
o INSA procederá à caracterização dos per f is mutacionais 
do SARS-CoV-2 que sejam identif icados em pessoas que, 
apesar de terem sido vacinadas, tenham contraído a infeção 
(“ falências vacinais”). A maior ou menor frequência de deter-
minadas variantes genéticas associadas a falências vacinais 
poderá determinar a eventual necessidade de adaptações / 
otimizações das vacinas existentes.

Dos resultados obtidos até ao momento no âmbito deste 
estudo, é possível inferir a mais-valia dos estudos de epide-
miologia molecular no conhecimento da disseminação dos 
novos agentes infeciosos e respetiva dinâmica.  Ainda, des-
taca-se a elevada capacidade nacional, concretamente do 
INSA, para a sequenciação e análise genómica de microrga-
nismos usando tecnologia de ponta e o espír ito colaborativo 
dos laboratórios nacionais e das Autoridades de Saúde, no 
desígnio de contribuir para um conhecimento mais profundo 
desta epidemia.
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