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_Resumo

Os primeiros casos de COVID-19 em Portugal foram reportados no inicio
de margo, verificando-se rapidamente uma subida exponencial dos
mesmos até ao inicio de abril. Neste &mbito, o Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge (INSA) iniciou o estudo da variabilidade genética do
SARS-CoV-2 no pais, criando um consorcio constituido por mais de 60
laboratérios, 0s quais possibilitaram a recolha de cerca de 3000 amostras
positivas, de 159 concelhos. Nesta fase sequenciaram-se cerca de 1800
genomas de SARS-CoV-2, colocando Portugal como um dos paises a nivel
mundial com maior empenho na caracterizacdo das variantes genéticas
do novo coronavirus em circulagdo. Os resultados obtidos possibilitaram a
caracterizagao do inicio da epidemia em Portugal, permitindo, de alguma
forma, avaliar a adequagao de medidas de saude publica que foram toma-
das. O presente artigo debruga-se sobre o0s principais resultados obtidos
neste ambito, enumerando também uma série de estudos genéticos mais
especificos que foram sendo realizados pelo INSA e com relevancia em
saude publica.

_Abstract

The first cases of COVID-19 in Portugal were reported at the beginning of
March, with an exponential increase rapidly occurring until the beginning
of April. In this context, the Portuguese National Institute of Health (INSA)
initiated the study of SARS-CoV-2 genetic variability in the country, creat-
ing a consortium of more than 60 laboratories, which made it possible
to collect about 3000 positive samples from 159 counties. Currently,
around 1800 SARS-CoV-2 genomes have been sequenced, placing Portu-
gal as one of the countries worldwide with the greatest commitment to
characterize the genetic variants of the new coronavirus in circulation.
The results obtained enabled the characterization of the epidemic start
in Portugal, and assess the adequacy of some public health measures.
Although this article essentially focuses on results obtained pursuing this
objective, it also lists a series of more specific genetic studies with Public
Health relevance that have been carried out by INSA.
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_Introducéo

Em dezembro de 2019 foi reportado em Wuhan, China, o apa-
recimento de um elevado numero de doentes com pneumonia
viral de etiologia desconhecida. Foi mais tarde identificado
um novo coronavirus, designado SARS-CoV-2 (Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2), como responsavel
pela doenca que se passou a designar por COVID-19 (1-3),
Rapidamente se alastrou a todas as regides do globo e,
em 11 de marco de 2020, a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) declarou o estado de pandemia. Segundo os dados
da OMS (a 29 de novembro de 2020), foram ja confirmados
mundialmente mais de 61 milhdes de casos, tendo origina-
do cerca de 1,5 milhdes de mortes (4). Nesta mesma data,
em Portugal, segundo os dados da Diregao-Geral da Saude
(DGS), tinham sido ja registados quase 300 mil casos e mais
de 4400 mortes (5).

Apds a sequenciacao do primeiro genoma do SARS-CoV-2
de um doente de Wuhan (2) a comunidade cientifica empe-
nhou-se fortemente no estudo da variabilidade genética
deste virus, sendo esta intencé@o igualmente expressa na
Orientacao 15/2020 da DGS publicada em margo (6). Neste
sentido, o Departamento de Doengas Infeciosas do Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) lancou de
imediato os alicerces para coordenar um estudo de ambito
nacional, com vista ao conhecimento das variantes genéti-
cas a circular em Portugal. Embora tendo como objetivo
principal a caracterizagdo do inicio da epidemia no palis,
nomeadamente a identificacdo da cronologia e origem
das introducdes do SARS-CoV-2, prevendo aferir sobre o
impacto das medidas de contencdo, outros objetivos de
carécter mais fundamental foram igualmente equacionados.
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Entre eles, a possibilidade de determinar associacdes entre
perfis mutacionais do SARS-CoV-2 e diferentes graus de
severidade da COVID-19, bem como a determinacao do
grau de variabilidade genética de antigénios ou alvos de far-
macos antivirais com possivel impacto no desenvolvimento
de medidas profilaticas (vacinas) e terapéuticas. O estudo
teve aprovacdo pela Comissdo de Etica para a Saude do
INSA e apoio financeiro por parte da Fundagao para a Cién-
cia e a Tecnologia e da Agéncia de Investigacao Clinica e
Inovacado Biomédica.

_Objetivo

O presente artigo pretende ilustrar, de um modo resumido,
a forma como estéd a decorrer 0 estudo (ainda em curso), 0s
principais resultados ja alcangados (também disponiveis em
diversos relatérios divulgados publicamente) e as perspetivas
para 0s proximos meses.

_Métodos

Obtencédo de amostras positivas para COVID-19

De forma a otimizar o processo de recolha de amostras e
facilitar a comunicagao entre os intervenientes, foi criado um
consércio composto por cerca de 60 laboratérios, do sector
publico e privado, dispersos por Portugal continental e ilhas.
Durante os primeiros meses da epidemia em Portugal, o INSA
procedeu a recolha de cerca de 3000 amostras ou eluidos
com resultados positivos para SARS-CoV-2 nestes laboraté-
rios, e que foram armazenados, respetivamente, a -80°C ou
-20°C até ao seu processamento.

Sequenciacéo total do genoma de SARS-CoV-2 e andlise
bioinformatica

Os procedimentos subjacentes ao processamento das amos-
tras/eluidos com vista a obtengao da sequéncia dos geno-
mas virais ficaram a cargo do Nucleo de Bioinformatica e da
Unidade de Tecnologia e Inovacao do INSA, sendo apoiados
pela Unidade de Gendmica do Instituto Gulbenkian de Cién-
cia. Metodologicamente, de uma forma muito resumida, efe-
tuaram-se procedimentos em tandem, desde a producéo de
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c¢DNA a partir do RNA viral, PCR multiplex adaptado da Artic
Network (https://artic.network/ncov-2019, https://www.pro
tocols.io/view/ncov-2019-sequencing-protocol-bbmuik6w),
preparacao de bibliotecas genémicas com kits lllumina e,
finalmente, a sequenciacdo de nova geragao usando 0s
equipamentos NextSeq (lllumina, Inc) e MiSeq (Illumina, Inc).

A analise gendmica, da responsabilidade do Nucleo de Bioin-
formatica, foi realizada essencialmente com recurso a uma
pipeline bioinformatica (INSaFLU, https://insaflu.insa.pt/)
desenvolvida inicialmente por este grupo para a vigilancia
de base gendmica da gripe sazonal e agora adaptada para
manipulagcédo de sequéncias do SARS-CoV-2. Acopladas
a esta pipeline estédo as plataformas bioinformaticas Nexts-
train (https://nextstrain.org/ncov) e Microreact (https://mic
roreact.org/showcase), as quais foram utilizadas para ana-
lise filogeogréfica.

_Resultados e discussao

Balancgo geral da variabilidade genética do SARS-CoV-2

Um dos primeiros passos que foi dado no sentido de
garantir a rapida divulgacao dos resultados, ndo s6 aos
laboratérios pertencentes ao consércio, mas também a
toda a comunidade cientifica, foi a criacdo de um website
(https://insaflu.insa.pt/covid19/) disponivel publicamente,
no qual sdo atualizados, em tempo real, todos os resultados
que vao sendo obtidos.

Durante os primeiros meses da epidemia em Portugal foram
analisadas pelo INSA cerca de 1800 sequéncias do genoma
de SARS-CoV-2, representando todos os distritos do pals e
159 concelhos, o que corresponde a 51,6% do total de con-
celhos nacionais. Em termos gerais, verificou-se que a dis-
tribuic@o por clade é semelhante aquela que é observada
a nivel europeu (https://nextstrain.org/ncov/europe) 7), refle-
tida por uma esmagadora maioria dos virus estudados (91,2%)
a integrar o braco filogenético contendo os clades 20A
(36,6%), 20B (52%) e 20C (2,6%). Estes clades apresentam,
entre outros marcadores genéticos, a mutacéo “aa D614G”
(“nt A23403G”), muito falada internacionalmente dada a sua
rapidissima disseminacdo mundial. Esta mutacao afeta a
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proteina “Spike (S)”, responsavel pela entrada do virus
SARS-CoV-2 nas células humanas, sendo também o princi-
pal antigénio deste virus pandémico. De salientar que os
virus do clade 19B (2,4%) tém sido detetados maioritaria-
mente em concelhos proximos da fronteira com Espanha
(por exemplo, Arcos de Valdevez, Braganca, Miranda do
Douro ou Evora). Este dado é consistente com a elevada
circulagdo de SARS-CoV-2 com perfil 19B em Espanha (ao
contrario daquilo que se observa na maioria dos paises
europeus) e sugere que estas introdugdes ocorreram atra-
vés da fronteira terrestre.

Em termos de andlise de mutacgdes, verifica-se que 0s virus
a circular em Portugal apresentam uma taxa de mutagéo
média de 2.3 mutagdes por genoma por més, coincidente
com a prevista para este virus (i.e. 2 mutagdes por genoma

por més). E importante referir também que, no conjunto
dos cerca de 1800 genomas virais analisados até a data,
observou-se a ocorréncia de 103 mutagdes distintas que
alteram a proteina “Spike (S)”, merecendo especial atencao
dado o papel biolégico desta proteina ndo s6 no processo
de entrada do virus na célula hospedeira, como também no
desencadear da resposta imunitaria por parte da pessoa
infetada.

Caracterizagdo do arranque da epidemia em Portugal

O resultado de maior destaque prende-se, sem dlvida, com
a observacao de que o inicio da pandemia em Portugal, com
foco no Norte e Centro do pals, foi caracterizado pelo espa-
Ihamento massivo de uma variante genética do SARS-CoV-2
com uma mutagao (D839Y) na proteina Spike (figura 1)

Figura 1: [1 Enquadramento e dispersao geografica do sub-clade com a mutagao D839Y na proteina 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 mutacdo D839Y estdo coloridos, respetivamente, a amarelo e verde, sendo o tamanho dos circulos no mapa proporcional ao nimero de

genomas sequenciados por localidade.
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Esta mutagéo tinha sido ja sinalizada internacionalmente
como de particular interesse dado estar localizada na pro-
teina Spike e, em particular, num dominio (fusion peptide)
que se sabe ser critico para a entrada do virus nas células
humanas. De salientar que esta mutagao foi ja detetada em
pelo menos 13 paises de quatro continentes. De acordo
com os dados epidemioldgicos fornecidos pelas autorida-
des de saude publica e com os dados genéticos disponi-
veis publicamente na principal base de dados mundial para
SARS-CoV-2 (GISAID), concluiu-se que esta variante gené-
tica do SARS-CoV-2 tera sido importada de Itélia, regido da
Lombardia, pouco depois do meio de fevereiro. Apds esta
introducéo, terd circulado em Portugal pelo menos uma
semana antes de terem sido reportados 0s primeiros casos
de COVID-19 no nosso pais (2 de margo), originando poten-
cialmente cadeias de transmissdo ndo detetadas.

Durante a fase exponencial da epidemia em Portugal, a
variante contendo a mutacao D839Y foi detetada em distri-

Figura 2:

tos do litoral das regides Norte e Centro, tendo-se poste-
riormente disseminado para distritos no interior das mes-
mas regides (figura 2). Esta variante foi responsavel pelo
grande surto em Ovar, tendo levado a cerca sanitaria entre
17 de margo e 17 de abril, a Unica a ser instituida em Portu-
gal continental durante a primeira vaga. E razodvel assumir
que esta medida, juntamente com a proibicdo de circulagao
entre concelhos que teve lugar em alguns destes periodos,
tenham constituido importantes medidas de salude publica,
contribuindo para a ndo disseminagao desta variante gené-
tica para o Sul do pals.

De salientar que a frequéncia relativa desta variante gené-
tica aumentou a uma taxa estimada de 12,1% (6,1%-18,2%,
IC95%) a cada trés dias, entre 14 de marco e 9 de abril.
Estima-se que, durante esse periodo, tenha sido responsa-
vel por cerca de 3800 casos (3177-4542 casos, 1C95%) de
COVID-19 em Portugal, correspondendo a cerca de um em
cada quatro casos (24,8% (20,8-29,7%, 1C95%) de COVID-19

Dispersao geografica, por distrito, das frequéncias relativas da mutagao D839Y (a vermelho) na pro-

teina Spike, em trés pontos temporais: 7 de margo (detec@o dos primeiros genomas com a mutagdo
D839Y), 18 de margo (quando foi declarado o estado de emergéncia) e 30 de abril de 2020.
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no pais. Perante estes resultados, levantamos duas hipéte-
ses que poderédo, separada ou concomitantemente, ter con-
tribuido para a elevada frequéncia da variante D839Y durante
a fase exponencial da epidemia em Portugal. Por um lado,
esta variante genética poderé ter tido maior oportunidade de
propagacéo dado ter sido introduzida no pais mais de uma
semana antes dos primeiros casos detetados de COVID-19
(fendmeno designado cientificamente por founder effect). Por
outro lado, o aumento significativo da sua frequéncia rela-
tiva podera dever-se a um maior fitness, em particular em
termos da sua capacidade de transmissao. No entanto, sera
necessaria a realizagdo de estudos funcionais que testem
o impacto da mutagdo D839Y na capacidade infeciosa e de
propagacao do SARS-CoV-2.

Todos estes resultados e conclusdes foram, entretanto, publi-
cados numa revista internacional com peer review (), num
artigo do qual constam, como coautores, todos 0s colabora-
dores no ambito do consorcio criado para este estudo.

Outros trabalhos desenvolvidos e perspetivas futuras

Em paralelo com esta linha de investigacdo principal, cujos
resultados sdo o foco do presente artigo, outros trabalhos
sobre a diversidade genética do SARS-CoV-2 foram desen-
volvidos em paralelo no &mbito de novas colaboragdes entre-
tanto estabelecidas. Assim, foram ja realizados ou estdo em
Curso 0s seguintes estudos:

i) Determinacdo do numero de introducdes do SARS-CoV-2
em Portugal e respetiva origem, que levaram ao estabe-
lecimento da epidemia no nosso pais (artigo em prepara-
¢ao);

i) Participacdo em estudo europeu para avaliacao da dis-
tribuic@o geogréfica e temporal do SARS-CoV-2 (artigo
publicado (7));

i) Sequenciacdo do genoma de SARS-CoV-2 para con-
firmagdo de um caso de transmissdo vertical de
SARS-CoV-2 (artigo publicado (9));

iv) Sequenciacdo do genoma de SARS-CoV-2 no apoio a
investigacdo de surtos nosocomiais (artigos em submis-
sao);

v) Identificacdo das variantes genéticas de SARS-CoV-2 a
circular em Portugal na segunda vaga da epidemia, em
amostras positivas obtidas, durante 0 més de novembro,
na rede dos laboratorios colaboradores.

Finalmente, em termos de estudos a médio/longo prazo,
0 INSA procedera a caracterizagdo dos perfis mutacionais
do SARS-CoV-2 que sejam identificados em pessoas que,
apesar de terem sido vacinadas, tenham contraido a infecao
(“faléncias vacinais”). A maior ou menor frequéncia de deter-
minadas variantes genéticas associadas a faléncias vacinais
podera determinar a eventual necessidade de adaptacdes /
otimizacOes das vacinas existentes.

Dos resultados obtidos até ao momento no ambito deste
estudo, é possivel inferir a mais-valia dos estudos de epide-
miologia molecular no conhecimento da disseminagdo dos
novos agentes infeciosos e respetiva dindmica. Ainda, des-
taca-se a elevada capacidade nacional, concretamente do
INSA, para a sequenciacao e analise genémica de microrga-
nismos usando tecnologia de ponta e o espirito colaborativo
dos laboratérios nacionais e das Autoridades de Saude, no
designio de contribuir para um conhecimento mais profundo
desta epidemia.
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