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RESUMO

A infecéo pelo virus SARS-CoV-2 espalhou-se rapidamente pelo mundo inteiro, desde a sua origem na
cidade de Wuhan, na China, em dezembro de 2019, persistindo até entdo. A maioria dos pacientes
apresenta sintomas semelhantes aos da gripe. No entanto, em determinados casos pode levar a
pneumonia e insuficiéncia respiratoria graves.

O diagnostico pode ser realizado através de analises imunoserolégicas e anélises moleculares, estas
Gltimas, pela sua sensibilidade, sdo mais eficazes na detecdo precoce da infecdo, detetando 0 RNA viral
recorrendo a técnicas de polymerase chain reaction (PCR). Para a sua realizagdo é, por norma, utilizada
uma amostra de exsudado nasofaringeo colhido em zaragatoa.

As tecnologias de sequenciagdo genética de nova geracdo (NGS) tornaram-se, rapidamente, 0 método
de escolha para vaérias aplicacGes em virologia. No caso do virus SARS-CoV-2, estas tecnologias estdo
a ser desenvolvidas e aplicadas com sucesso na identificacdo e controlo de variantes, que resultam de
constantes mutagdes que podem conferir ao virus uma vantagem seletiva, tornando muito importante a
sua caracterizagao.

Estabelecemos como objetivo principal, o estudo da aplicagdo do método de NGS Oxford Nanopore na
determinagdo de variantes em estirpes de SARS-CoV-2 isoladas de cadaveres.

As variantes foram caracterizadas de acordo com as suas muta¢Ges para determinar as respetivas
linhagens, tendo sindo possivel identificar varios SNVs (single nucleotide variants) caracteristicos das
mesmas e respetivas substituicdes de aminoacidos, bem como algumas dele¢des. Analisando a
distribuicdo das variantes das amostras em estudo, nos semestres de 2021, em ambos 0s grupos,
constatou-se que no primeiro semestre houve uma predominancia das variantes 20A (EU1) e 201 (Alfa)
que, no segundo semestre, foram substituidas, essencialmente, pela variante 21J (Delta), estando os
nossos dados de acordo com a bibliografia cientifica disponivel.
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ABSTRACT

SARS-CoV-2 virus infection has spread rapidly around the world since its origin in Wuhan, China, in
December 2019, persisting until then. Most patients have flu-like symptoms. However, in certain cases
it can lead to pneumonia and severe respiratory failure.

The diagnosis can be made through immunoserological analyses and molecular analyses, the latter, due
to their sensitivity, are more effective in early detection of the infection, detecting the viral RNA using
polymerase chain reaction (PCR) techniques. A nasopharyngeal swab sample is usually used for its
performance.

Next-generation genetic sequencing (NGS) technologies have quickly become the method of choice for
various applications in virology. In the case of the SARS-CoV-2 virus, these technologies are being
successfully developed and applied in the identification and control of variants, which result from
constant mutations that can give the virus a selective advantage, making its characterization very
important.

We established as main objective the study of the application of the NGS Oxford Nanopore method in
the determination of variants in SARS-CoV-2 strains isolated from cadavers.

The variants were characterized according to their mutations to determine their strains, and it was
possible to identify several SNVs (single nucleotide variants) characteristic of them and their amino
acid substitutions, as well as some additions. Analyzing the distribution of the variants of the samples
under study, in the semesters of 2021, in both groups, it was found that in the first semester there was a
predominance of variants 20A (EU1) and 201 (Alpha) which, in the second semester, were essentially
replaced by variant 21J (Delta). Our data were according to the available scientific bibliography.

Keywords:
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4. INTRODUCAO

4.1, Caracterizacao

Os coronavirus sdao um grupo diversificado de virus que pertencem a subfamilia Coronavirinae da
familia Coronaviridae, da ordem Nidovirales, que infetam humanos e outros animais, incluindo
morcegos, camelos, porcos, gatos e ratos, podendo causar doengas do trato respiratorio superior, doencas
gastrointestinais, bem como doencas neuroldgicas (1-4). Dividem-se em quatro grupos: alphaCoV (o),
betaCoV (B), deltaCoV (y) e gamaCoV (8). Enquanto o0s virus o - € B - infetam mamiferos, os virus
y - ¢ & - tendem a infetar aves (5,6). Em 2002 e 2012, respetivamente, dois coronavirus altamente
patogénicos, Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus (SARS-CoV) e Middle East
Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV), que se pensava que causavam principalmente
infecBes enzodticas em aves e mamiferos, surgiram em humanos e causaram doengas respiratdrias
fatais (1,6,7). Até hoje, foram identificados sete coronavirus humanos que causam problemas
respiratorios, o HCoV-229E (Human Coronavirus 229E), o HCoV-OC43 (Human Coronavirus OC43),
0 HCoV-NL63 (Human Coronavirus NL63), 0 HCoV-HKU1 (Human Coronavirus HKU1), o SARS-
CoV, 0 MERS-CoV e 0 SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) (8,9).

Em dezembro de 2019, um novo coronavirus designado como Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2 (SARS- CoV-2) emergiu hum mercado de frutos do mar, na cidade de Wuhan, na China,
e causou um surto de pneumonia viral incomum, a doenga do coronavirus 2019 (COVID-19),
propagando-se por todo o mundo (1,2,10). Em marg¢o de 2020 foi declarado pela Organizagdo Mundial
de Satde (OMS) como uma pandemia global, espalhando-se rapidamente da regido inicial do surto para
mais de 200 paises (4,11). O SARS-CoV-2 é mais contagioso e mortal em comparagéo a coronavirus
anteriormente conhecidos, e, portanto, tornou-se um desafio global para a saiide publica (12).

Os sintomas podem aparecer 2 a 14 dias ap0s a exposicao, e a maioria dos pacientes com COVID-19
desenvolve pneumonia com sintomas como febre, fadiga, anosmia, hipogeusia e tosse, enquanto
dores de cabeca, diarreia e vomitos sdo menos frequentes (2,4,6,13). Outras manifestacGes da COVID-
19 incluem dores de garganta, falta de ar, sindrome de dificuldade respiratéria aguda (SDRA) e sepsia,
porém, estas manifestacgdes clinicas diferem com a idade do infetado (1,14,15). Além disso, idosos e
pessoas com doencas croénicas, incluindo diabetes, hipertensdo e doencas cardiovasculares, com
COVID-19, geralmente tém piores progndsticos, e a maioria deles acaba por falecer de pneumonia e
insuficiéncia respiratéria grave, bem como de faléncia de multiplos 6rgédos (2,14). No entanto, e apesar
de toda esta variedade de sintomas existem muitas pessoas que podem ser assintomaticas.

O tempo estimado para a incubacdo é de cerca de 2 a 14 dias, e é quando existe uma maior
probabilidade de transmissdo para outras pessoas. Essa transmissdo é feita através de goticulas
respiratorias expelidas durante a fala, tosse e/ou espirros de individuos infetados (3,8,14). Estas
pequenas goticulas podem transportar grandes cargas virais e conseguem permanecer no ar por um
longo periodo de tempo, funcionando, assim, como veiculo da infecdo (12). Com o uso da méscara,
quando amplamente adotada e devidamente utilizada, a transmissao do virus é reduzida, limitando a
dispersdo das goticulas respiratorias (3) . A lavagem e a desinfecdo frequente das maos, revelou-se
um habito bastante importante a adotar, uma vez que, 0s coronavirus sdo sensiveis a exposicdo a
solventes como o éter, etanol a 75%, desinfetantes que contenham cloro, acido peroxiacético e
cloroférmio (2). A aplicacao da radiacéo ultravioleta (UV) durante 60 minutos também resulta numa
completa inativacdo do virus (16). Atualmente, ja existem vacinas que estdo a ser utilizadas para



prevenir a COVID-19, no entanto, continua a ser necessario e bastante essencial o diagndstico precoce
e o isolamento das pessoas infetadas da populacéo saudavel para conter surtos (4,11,17).
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acid) de sentido positivo, ndo segmentado, com um comprimento de cerca de 30.000 nucle6tidos e um
didmetro de 80-220 nm (3,5,7,19). O genoma do SARS-CoV-2 foi posteriormente partilhado em
varias bases de dados online de genomas virais, a fim de auxiliar todos os investigadores, das varias
partes do mundo, no design de primers e sondas para a realizacdo do diagndstico laboratorial ou
descoberta de uma vacina eficaz (15,20,21). Apresenta 80% de semelhanga com o genoma do virus
SARS-CoV e 50% com 0 do MERS-CoV. Tal como noutros Beta-coronavirus, é complexo e altamente
compactado com 2 open-reading frames (ORFs), ORF1a e ORF1b, que codificam para proteinas nao
estruturais (NSP - non-structural proteins), quatro proteinas estruturais, incluindo a glicoproteina
de superficie spike (S), a proteina do envelope (E), a da membrana (M), e a da nucleocapside (N),
bem como reguladores virais, fatores de transcrigéo e outras ORFs (ORF3a, ORF3b, ORF6, ORF7a,
ORF7b, ORF8, ORF9a, ORF9b e ORF10). Na figura 4.1 podemos observar a organiza¢do genémica do
SARS-CoV-2, com as duas ORFs (ORFla e ORF1b) e as proteinas de superficie spike (S), do
envelope (E), da membrana (M) e da nucleocapside (N), e as suas respetivas posicdes no genoma
(3,10,22,23).

Proteina Spike (S)

Podemos visualizar na figura 4.2
gue a membrana e o envelope
formam uma esfera protetora do
genoma de RNA, que ¢ R Gepdngico
posteriormente envolvido pela i e
proteina da nucleocapside (24).

A glicoproteina de superficie
spike desempenha um papel
essencial na ligag&o aos recetores

Proteina da Nucleocépside (N)

Proteina do Envelope (E)

Proteina da Membrana (M)

i ) Figura 4.2 - Diagrama da estrutura do virus SARS-CoV-2. Estdo
na célula hospedeira (0 recetor representadas varias proteinas estruturais tais como a glicoproteina da superficie
humano é designado ACE2 — do spike (S), a proteina do envelope (E), a proteina da membrana (M) e a proteina da
A . . . nucleocapside (N) que envolve o nucleo genético de RNA. (Adaptado de
mgles Ang'Otensm'Convertmg Bakhshandeh B, Sorboni SG, Javanmard AR, Mottaghi SS, Mehrabi M reza,
enzyme 2) e é responsével por Sorouri F, et al. Variants in ACE2; potential influences on virus infection and

facilitar a entrada do SARS- COVID-19 severity. Infection).

CoV-2 na célula alvo. Sao formadas saliéncias que se ligam a esses recetores para infecdo, dando ao
virus uma forma semelhante a uma coroa, de onde provém o nome coronavirus (2,24,25). Os recetores
ACE?2 séo geralmente encontrados, ndo sé em células epiteliais pulmonares, mas também nas pequenas
ceélulas dos enterdcitos intestinais, células cardiacas e células endoteliais dos rins (5).

O SARS-CoV-2 apresenta, ainda, uma alta suscetibilidade para mutac@es (15).



4.2. Diagnéstico

O diagndstico é um aspeto de especial relevancia, uma vez que se trata de uma doenca de elevada
contagiosidade e, em certos casos, mortal. A maioria dos procedimentos de diagnostico em utilizacao,
atualmente, enquadram-se em duas categorias principais: 0s testes ou andlises imunoseroldgicas, que
detetam os anticorpos produzidos pelos individuos como resultado da exposicdo ao virus
(imunoglobulinas M — 1gM e imunoglobulinas G - 1gG); e os testes ou analises moleculares, que
detetam o RNA viral utilizando técnicas de polymerase chain reaction (PCR) e/ou estratégias
relacionadas com a hibridacéo de &cidos nucleicos (2,20,26,27). Estes ultimos sdo utilizados para
identificar os portadores de SARS-CoV-2, sintoméaticos ou assintomaticos, enquanto, que os testes
seroldgicos e imunoldgicos identificam individuos com uma resposta imune ativa ao mesmo. Permitem,
ainda, monitorizar o estado imunoldgico destes individuos ao longo do tempo (17,27,28). Estes testes
utilizam principalmente soro ou plasma para detecdo de anticorpos especificos IgM, que sdo
geralmente produzidos primeiro e ap6s a infegdo inicial, ou 1gG, que predominam passadas algumas
semanas de infecdo (29).

Anticorpos detetiveis
O tempo de detecdo do RNA detetével

RNA viral, antigénio, e dos
anticorpos depende de
varios  parametros, tais
como as caracteristicas
virais, a variabilidade
individual do paciente e o
teste aplicado, pelo que, é
vital selecionar o teste de
diagndstico mais adequado e e detecto (i

dentro do tempo_ mdlca_do Figura 4.3 — Periodos de diagn(;;‘i)go :)acracgggt(etl;sr)a infecdo por SARS-CoV-2 e a
para um diagndstico resposta imunitaria que indica exposicdo prévia ao virus SARS-CoV-2. Esta
preciso. Tal como podemos representada uma elevada carga viral entre 5-6 dias ap6s a infe¢do e um alto nivel de

b fi foi anticorpos entre 15-20 dias apds a infecdo (adaptada de Alpdagtas S, llhan E, Uysal
observar na figura 4.3, foi E, Sengor M, Ustundag CB, Gunduz O. Evaluation of current diagnostic methods for

demonstrado um elevado  COVID-19).

nivel de carga viral em pacientes positivos para COVID-19, entre 5 a 6 dias apés a infe¢do, sendo,
esse periodo o mais favoravel para a utilizacdo de testes moleculares (5,20). Estes s@o especialmente
valiosos na fase inicial da infecdo quando a carga viral é mais baixa, pois fornece informacdes mais
assertivas, detetando o0 agente patogénico diretamente através do seu RNA, ao contrario da serologia,
que deteta os anticorpos que, apos a exposicao ao virus, demoram varios dias a ser produzidos (30,31).
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O RNA de SARS-CoV-2 pode ser detetado em fluido de lavagem bronco alveolar, expetoragdo, saliva,
aspirados brénquicos, soro, sangue e amostras de exsudado nasofaringeo colhido em zaragatoa.
Estas Ultimas estdo associadas a resultados mais precisos do que outros tipos de amostras, pois a carga
viral é significativamente maior (2,10,15). Para obter uma amostra de exsudado nasofaringeo
adequada, a zaragatoa deve entrar profundamente na cavidade nasal causando lagrimas ao paciente (20).

No diagnostico molecular, os métodos de PCR baseiam-se na amplificacdo dos genes e dos seus
transcritos de RNA, isolados em amostras bioldgicas (32). O RT-PCR (Reverse transcription-
polymerase chain reaction) é o método padréo para o diagnostico molecular do SARS-CoV-2, sendo
bastante sensivel, especifico e permitindo uma dete¢do viral precoce (19,24,33) . O RT-PCR baseia-se
na detecdo do acido nucleico viral e na amplificacdo do material genémico, mesmo quando as
amostras bioldgicas colhidas apresentam uma baixa quantidade de RNA viral, e pode, ainda, ser
conduzido em estratégias de single-step ou double-step (13,24) . No procedimento de single-step, que
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€ 0 método considerado para a detecdo do SARS-CoV-2 devido a rapidez e a reducado da possibilidade
de contaminacao e de erros técnicos de pipetagem, € utilizado um Unico tubo para toda a reagdo RT-
PCR (10,13).

Numa primeira fase, 0 RNA € transcrito reversamente para DNA complementar (cDNA -
complementary desoxiribonucleic acid) pela acdo da enzima transcriptase reversa. Regides especificas
desse cDNA sdo amplificadas usando primers de DNA (desoxiribonucleic acid) de pequena sequéncia,
desenhados para reconhecer especificamente sequéncias complementares do genoma viral do RNA.
Em seguida, uma segunda enzima chamada Tagq DNA polimerase, estende a cadeia para produzir uma
copia de DNA em cadeia dupla da regido alvo do RNA viral (13,14,27). Este processo ocorre num
termociclador PCR que é programado com as temperaturas adequadas a rea¢do, sendo, posteriormente,
carregado com uma placa de 96 pocos, com 0 RNA extraido e uma mastermix previamente preparada
e com todos 0s componentes necessarios a reacdo (20). No RT-PCR em tempo real, a amplificacdo do
DNA pode ser monitorizada a medida que a reagdo progride. Sdo precisos cerca de 30 a 45 ciclos de
PCR para produzir a quantidade necessaria de copias para identificar o virus (8,13,27,32). Os controlos
positivos e negativos devem ser incluidos sempre que se executa qualquer reagdo RT-PCR, 0 que torna
a interpretacdo dos resultados mais facil e rigorosa (15,20). O resultado é considerado positivo se 0
valor de Cycle threshold (Ct) para os genes detetados for inferior a 40 e, normalmente, quanto
menores forem os valores de Ct, maior sera a carga viral presente na amostra (8).

Apesar dos bons resultados dos ensaios validados de amplificacdo do &cido nucleico, ainda existe um
risco de resultados falsos negativos. Tal pode ocorrer devido a um possivel mismatch entre o primer
e 0 RNA viral causado pela variabilidade genética. Pode também acontecer devido a degradagdo da
amostra, ao tempo e qualidade da colheita, bem como a baixa eficiéncia de alguns kits de ensaio, e
a presenca de inibidores de amplificacdo (6,8,10,34). Os resultados falsos negativos podem
comprometer o diagndstico atempado, o tratamento precoce e a prevencao da transmissdo. No entanto,
também podem ser observados resultados falsos positivos, mesmo que menos frequentes, devido a
contaminagdo cruzada das amostras durante a colheita, pipetagem ou processamento, a
contaminagdes dos conjuntos comerciais de primers e sondas, ou & mé especificidade do kit utilizado
(8,34). Este resultado pode causar graves consequéncias para o paciente, podendo ser submetido a
tratamentos desnecessarios ou ser hospitalizado com outros pacientes, verdadeiramente positivos, e
contraindo nesse momento a infecéo (17)

Diferentes genes do SARS-CoV-2 foram propostos como alvo para fins de diagndstico como o gene
RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) da sequéncia ORF1ab, o gene E, 0 gene N, e 0 gene S, sendo
que cada um deles apresenta uma sensibilidade de dete¢do diferente (2,10). A sensibilidade e a
especificidade variam de acordo com o fabricante, o protocolo e o conjunto de primer/sonda utilizados
(6). Por exemplo, o gene S tem mutacdes mais frequentes devido a alta pressao de selecéo, pelo que
a utilizacdo Unica deste gene ndo é recomendada, porém pode ser usado em conjunto com outros genes
com sequéncias conservadas, tais como o gene RdRp, 0 gene N ou 0 gene E, uma vez que devem ser
amplificados pelo menos dois genes virais alvo para uma detecdo robusta (32,35). Normalmente, é
ainda amplificado o gene da RNase P humana, que funciona como controlo para avaliar a qualidade
da amostra colhida e demonstrar que a extracdo do acido nucleico foi bem-sucedida (11).

A humanidade viveu tempos catastréficos com milhdes de infetados em todo o mundo, levando a
milhares de mortes todos os dias devido a esta pandemia global. Tornou-se, assim, essencial estudar
todos os métodos possiveis e mais eficazes para detetar a presenca de SARS-CoV-2 no corpo
humano. O RT-PCR ¢ utilizado para o diagndstico de confirmacéo de doentes sintomaticos, bem como
para o rastreio de contactos assintomaticos, uma vez que a carga viral em amostras respiratorias de
doentes assintomaticos parece ser semelhante a dos doentes sintomaticos (36,37). Como ja vimos, a
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taxa de transmissdo deste virus € extremamente elevada e os doentes infetados podem apresentar
sintomas ndo especificos ou ser assintomaticos, o que acelera a propaga¢do da doenca (37). A taxa de
propagacao do virus é geralmente avaliada com base no parametro R, (himero basico de reproducéo)
que esta relacionado com a transmissibilidade viral, e é definido como o nimero médio de pessoas
infetadas devido ao contacto com uma pessoa doente numa populacdo inteiramente exposta (8,38).
Quando o valor Ry ultrapassa 1, significa que os casos de infetados aumentaram exponencialmente
levando a uma epidemia. Uma estimativa inicial feita pela OMS a 23 de janeiro de 2020 mostrou
valores Ry de 1,4 - 2,5 para 0 SARS-CoV-2, no entanto, na fase inicial do surto os intervalos obtidos
chegaram a valores entre 3,3 - 5,5 (8).

4.3. Sequenciacdo de Nova Geracao

A sequenciacdo de acidos nucleicos é um método usado para determinar a ordem exata dos
nucledtidos presentes numa determinada molécula de DNA ou RNA, e apresenta uma ampla gama de
aplicacdes, como a clonagem molecular, a descoberta de genes patogénicos e estudos comparativos e
evolutivos (39,40). Nos altimos trinta anos, as tecnologias e aplicagdes da sequenciacdo de DNA
passaram por um enorme desenvolvimento e, com a introducéo de tecnologias de nova geracéo (NGS-
New Generation Sequencing), que sdo capazes de gerar milhdes de leituras de uma sequéncia num
periodo de tempo relativamente curto, a pesquisa genémica encontra-se a avangar mais rapido do que
nunca (40,41). Uma das vantagens mais relevantes das abordagens baseadas em NGS € a reconstrucao
de genomas virais de comprimento inteiro mesmo para virus desconhecidos ou pouco caracterizados,
diretamente a partir de amostras clinicas (29,42).

As tecnologias de NGS como Roche/454, lon Torrent, Illumina/Solexa, ABI/SOLID (Applied
Biosystems/Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection), Pacific biosciences SMRT ((Single-
molecule real-time sequencing) e Oxford Nanopore tornaram-se rapidamente o método de escolha para
varias aplicagdes em virologia, incluindo a identificacdo de novos virus a partir de amostras meta-
gendmicas, a reconstrucao de sequéncias completas ou quase completas do genoma viral e a analise
da evolucéo viral (42). Os dados obtidos por sequenciagdo sdo informacdes vitais para os profissionais
envolvidos na luta contra doencas infeciosas, uma vez que auxiliam o desenvolvimento de vacinas e
de antivirais, a analise filogenética, o rastreio de propagacao viral, a monitoriza¢do da evolugéo
do agente patogénico, o desenvolvimento de outros testes de diagnoéstico e, ainda, a identificacéo
de quaisquer hospedeiros zoondticos primarios e intermediarios (29). Neste sentido, os métodos
baseados em NGS tém sido, assim, uma boa alternativa para a dete¢do do SARS-CoV-2, pois permitem
obter informacdes sobre a natureza do virus, a sua composicdo genética e os seus padrdes de
evolucdo (43). A monitorizagdo dos padrdes evolutivos, com mutacbes altamente frequentes, do
SARS-CoV-2 e da dindmica de propagacdo através da sequenciacdo do genoma € essencial para
controlar e prevenir a COVID-19 (43,44).

A tecnologia de sequenciacdo Oxford Nanopore baseia-se na utilizacdo de um sequenciador
MinlON, que é um dispositivo portatil, com cerca de 90g e que no seu interior contem uma flow cell
com mais de 2048 nanoporos, que podem ser controlados em grupos de 512 através de um circuito
integrado especifico de aplicacdo (ASIC — Application-specific integrated circuit), tal como pode ser
observado na figura 4.4 (45,46). Pode ligar-se diretamente a uma porta USB 3.0 (Universal Serial Bus
3.0) padrdo num computador com baixo requisito de hardware e configuragdo simples, utilizando os
Windows mais recentes (47). Utiliza ainda um software especializado denominado MinKNOW que
funciona no computador ao qual o MinlON se encontra ligado e que permite executar varias tarefas
fundamentais, como, por exemplo, a aquisicdo de dados, a analise em tempo real, o streaming de
dados ao mesmo tempo que permite o controlo do dispositivo, e a identifica¢cdo das amostras (46).
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A sequenciacdo em nanoporos

permite discriminar 0s &

nucleétidos individuais medindo

a mudanca na condutividade TR e Floweell
elétrica através de um sensor, a wEW

medida que as moléculas de DNA
passam pelo poro, enguanto uma T T ——
corrente iénica é aplicada —

continuamente (43,47).
Contrariamente & sequenciacido  Figura4.4-Dispositivo de sequenciacdo MinlON. A sequenciacdo € realizada
adicionando a amostra a flow cell. Quando as moléculas de DNA passam pelo

de Sanger, os fragmentos a nanoporo, da-se uma mudanca na magnitude da corrente que é medida por um
sequenciar podem ter sensor. Os dados sdo posteriormente transmitidos para o circuito integrado
. . . especifico de aplicacdo (ASIC) e para 0 MinKNOW, o software que gera os
comprlfnentos_ r_nuno SUpEriores, € dart)jos do nl’velpde (s;inal(. (Adzzptago de Lu H, Giordano F, Ninqu. ngford
sdo obtidos utilizando metodos de  Nanopore MinION Sequencing and Genome Assembly. Genomics, Proteomics

extracdo e limpeza padrdo, & Bioinformatics).

sendo que, antes da sequenciacdo, € necessario a preparacao da biblioteca gendémica (46). O atual
processo de construgdo da biblioteca consiste numa série de etapas que passa pela ligagdo de
adaptadores a ambas as extremidades dos fragmentos de DNA gendémico ou de cDNA e termina na
purificacdo pela utilizacdo de beads magnéticas (45,47). Os adaptadores facilitam a captura da
cadeia pelo poro e 0 carregamento de uma enzima na extremidade 5’, que é necessaria para assegurar a
deslocacédo unidirecional de um unico nucle6tido ao longo da cadeia (45). O MinlON pode gerar trés
tipos diferentes de leituras para cada fragmento de DNA que passa por um poro: uma leitura da cadeia
modelo, uma leitura da cadeia complementar e uma leitura das duas direcdes. Inicialmente, a cadeia
forward é sequenciada gerando a leitura da cadeia modelo, depois é lido o adaptador hairpin, seguido
da cadeia reversa e gerando a leitura da cadeia complementar. Finalmente, o software Base Calling da
ONT (Oxford Nanopore Technologies) tenta encontrar uma sequéncia consensual das leituras da cadeia
modelo e da cadeia complementar, sendo esta resultante referida como uma leitura de duas dire¢des
(2D) (47,48). Apods a sequenciagdo, uma andlise pipeline, separa as leituras sequenciadas em dois
grupos: o grupo pass e o grupo failed, sendo as leituras em ambos os grupos, categorizadas como leituras
de alta e baixa qualidade, respetivamente. O grupo pass contém leituras 2D de alta qualidade com as
sequéncias de leitura da cadeia modelo e da cadeia complementar (48).

0}
e
Ay
!

NS Aparelho MinION

Porta USB

Para além das tarefas, anteriormente mencionadas, o programa MinKNOW também é utilizado para a
producdo de ficheiros FASTS. Isto é, cada leitura é produzida por um dos 512 canais do MinlON, e 0s
metadados associados a cada uma delas sao armazenados num Unico ficheiro FAST5 (49,50). A analise
NGS gera milhdes de leituras e é fortemente dependente de ferramentas bioinformaticas para o
tratamento desses dados. O fluxo de trabalho da analise de dados obtidos por NGS consiste em varias
etapas essenciais, incluindo o controlo de qualidade dos dados, o assembly das leituras, a classificacdo
taxondmica e a verificagdo do genoma do virus. Existem vérias bases de dados relacionadas com o virus
SARS-CoV-2 que desempenham papéis importantes no arquivo de sequéncias, pesquisa de homologia,
identificacdo de variagBes e analise gendmica. A identificacdo de variacdes, ou variant calling,
consiste na identificacdo de regides onde a amostra e a sequéncia de referéncia divergem. O exemplo
mais basico é a identificacdo de single nucleotide variant (SNV), que consiste na variacdo de um
nucledtido relativamente a sequéncia de referéncia. Outras variagfes incluem pequenas insercoes e
delegbes (INDELs), ou alteragBes estruturais maiores, tais como inversdes ou translocagfes. A
plataforma de anélise Nextstrain analisa os dados mais recentes do virus SARS-CoV-2 e visualiza a
propagacao e evolucdo de todas as estirpes disponiveis em tempo real, tendo desenvolvido um sistema
de nomenclatura que iremos abordar mais adiante (51,52). O software PANGOLIN (Phylogenetic



Assignment of Named Global Outbreak LINeages) foi também desenvolvido com o objetivo de
implementar uma nomenclatura dindmica das linhagens SARS-CoV-2 conhecida por nomenclatura
PANGO permitindo atribuir a sequencias genémicas de SARS-CoV-2 as linhagens mais provaveis
guando comparadas com sequéncias SARS-CoV-2 de referéncia. Em alguns casos, as linhagens
especificas de interesse sdo igualmente atribuidas com base num conjunto de regras que verificam
explicitamente a presenca de determinados SNVs. Por exemplo, no caso da variante B.1.1.7 (Alfa)
tém de ser detetadas 5 das 17 mutacdes caracteristicas da mesma, sendo 0 mesmo critério aplicado no
caso da variante B.1.617.2 (Delta), ou seja, é necessario no minimo 5 mutagdes caracteristicas (53,54)

Esta tecnologia permite obter comprimentos de leitura de dezenas de quilobases, com, teoricamente,
nenhuma limitacdo. O MinlON usa nanoporos para sequenciar uma Unica molécula de DNA por poro,
tendo vantagens potencialmente significativas sobre as tecnologias de sequenciacdo amplamente
utilizadas (lon Torrent, Illumina), que dependem de clusters de moléculas de DNA amplificadas (47).
Assim, devido ao seu reduzido tamanho e baixo custo, quando comparado com outras tecnologias de
sequenciacdo, o MinlON apresenta um consideravel interesse para a comunidade cientifica,
particularmente no que toca a vigilancia de patdgenos e aplicagcbes em diagnostico clinico (46).

Um estudo de validacdo analitica da sequenciagao por nanopore, por comparagao com sequenciagdo
por Illumina, defende que, apesar da elevada taxa de erro, observada nas reads sequenciadas por ONT,
foi possivel determinar uma sequéncia altamente assertiva (consensus-level). Os SNVs foram detetados
a uma sensibilidade >99% e precisdo >99% assegurando a eficiéncia da andalise do genoma do virus
SARS-CoV-2 (55).

4.4. Variantes

E também importante referir as novas variantes SARS-CoV-2 que foram sendo identificadas através
da sequenciacdo e reportadas globalmente durante a pandemia. Estas variantes sdo mais eficazes no que
diz respeito a propagacao devido as constantes mutagdes que vao conferindo ao virus uma vantagem
seletiva (56). Uma mutacdo é uma mudanga na sequéncia genética, e uma variante é um genoma
viral distinto que contém uma ou mais mutacdes em relagcdo a outros genomas virais (57,58). As
mutacdes do virus SARS-CoV-2 sdo causadas por erros, como substitui¢do, insercéo ou eliminagao
de uma base azotada, durante a replicacdo do genoma e ocorrem maioritariamente no gene da proteina
spike. Estas mutacOes causam alteracGes nas caracteristicas virais, na patogenicidade e na
transmissibilidade (59,60).

Algumas dessas variantes genéticas atrairam, até hoje, especial atencdo desde o inicio da propagacao
da pandemia, devido ao seu rapido aumento em algumas areas, a acumulacdo de mutacoes
anormalmente alta em todo o genoma, ao facto de a maioria das altera¢es de aminoéacidos afetarem
a proteina spike, e a evidéncia crescente de tentativa de “fuga” do virus a@ imunidade mediada por
anticorpos (61). O aparecimento e propagacdo destas novas variantes levou a OMS, juntamente com
autoridades nacionais, institui¢Ges e investigadores, que tém vindo a monitorizar e avaliar a evolugéo
da SARS-CoV-2 desde o inicio da pandemia, a caracteriza-las em VOIs (Variants of Interest) e VOCs
(Variants of Concern). Uma VOI é uma variante do virus associada a um aumento dos parametros
relacionados com a saude publica, tais como transmissibilidade, patogenicidade, gravidade da
apresentacdo clinica, bem como a diminuicdo da eficdcia dos tratamentos. Por outro lado, uma VOC
estd associada a alteragdes mais drésticas nestes parametros, com uma transmissibilidade elevada da
doenca, maior gravidade, incluindo hospitalizacdes e mortes, diminuicdo notavel da neutralizacdo de
anticorpos e da eficcia dos tratamentos, e a falha na detecdo e diagndstico (57,62,63). Até finais de



julho de 2021 ja tinham sido reconhecidos pela OMS quatro VOIs (eta [n], iota [1], kappa [«], e lambda
[A]) e quatro VOCs (alfa [a], beta [B], gama [y], e delta [3]) (62).

Trés sistemas de nomenclatura cientifica foram criados e utilizados para identificar e rastrear genotipos
SARS-CoV-2, o GISAID (Global Initiative on Sharing All Infuenza Data), o Nextstrain e o
Phylogenetic Assignment of Named Global Outbreak (PANGO) (64).

O sistema GISAID ¢ simples e identifica grandes clades caracterizados por mutag¢des mais recorrentes,
em relacdo ao genoma de referéncia. O Nextstrain desenvolveu um sistema que utiliza a analise
filogenética e filodindmica para identificar clades e subclades estaveis. Uma vez identificados, esses
clades s&o nomeados com o ano de aparecimento como prefixo, seguido por uma letra que significa a
ordem em que esta foi identificada (por exemplo, 19A refere-se a 12 linhagem identificada a partir de
2019). Assim, podemos definir clade como um agrupamento monofilético numa arvore filogenética
(58,60). O mais comum e utilizado é o sistema de nomenclatura PANGO, que se trata de um sistema
dindmico baseado ndo s6 nas relagbes evolutivas, mas também tendo em conta a relevancia
epidemioldgica da linhagem. Este visa definir um cluster filogenético epidemiologicamente relevante,
por exemplo, uma introducdo numa area geografica distinta com evidéncia de transmisséo continua,
sendo particularmente adequados para investigac@es de surtos a escala nacional ou regional (58,65,66).
De acordo com este sistema, cada nome de linhagem (grupo de virus intimamente relacionados com um
ancestral comum) consiste num prefixo alfabético e sufixos numéricos separados por um ponto. O
prefixo alfabético denota a linhagem parental, enquanto o sufixo numérico representa a ordem em que
os descendentes dessa linhagem foram identificados. Considera-se, ainda, que cada ponto significa
“descendente de” e ¢ usado quando um novo descendente da linhagem ¢ claramente identificado (60).

Na figura 4.5 podemos observar e - ce
as relagbes filogenéticas dos - 201 (Alpha)

clades do virus SARS-CoV-2, P 20J (Gamma)

conforme foi definido pelo ,mfoi”g“ @ 21 (Omicron)
sistema  de  nomenclatura e
Nextstrain. Os clades 19A e " 7. & 201 oo

19B  foram as primeiras " 20a 2@ @ 21C (Epsilon)

linhagens SARS-CoV-2 208 e

descobertas em humanos, mas BN 211 (Delta)

foram substituidas globalmente 21B (Kappa) @ 21 (Delta)

pelo clade 20A nos primeiros 21D (Nea)

21H (Mu)

meses de 2020. Este clade e

todos os procedentes, contém a Figura 4.5 — Relagbes filogenéticas dos clades do virus SARS-CoV-2,
substituicdo de aminoacidos conforme definido pelo Nextstrain. (Fonte: https://clades.nextstrain.org/).
D614G (mutagdo no nucledtido A23403G), na proteina spike, para além de outras mutagdes especificas
que véo permitir diferenciar cada um deles (59,67). Podemos, por exemplo, observar o clade 20E que é
caracterizado pela substituicdo de aminoacidos A222V (mutacdo no nucleétido C22227T) também na
proteina spike e que surgiu, presumivelmente, em Espanha no Verdo de 2020, espalhando-se
posteriormente pelo resto da Europa (68).

O virus SARS-CoV-2 tem sofrido uma evolugao consideravel desde a sua propagacdo inicial, incluindo
0 aparecimento de variantes com a substituicdo de aminoacidos D614G (mutacdo no nucledtido
A23403G) no gene viral S, e que se tornou dominante. Esta mutagdo no gene da proteina spike é
responsavel pelo aumento da infecciosidade (69,70). Entretanto, novas variantes apareceram em Varios
paises, com combinacdes de substituicGes e dele¢cdes no receptor-binding domain (RBD) e no N-
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terminal domain (NTD) da proteina S, sendo as mais prevalentes e recorrentes, bem como em outras
proteinas (71).

No final de setembro de 2020, surgiu no Reino Unido uma nova linhagem chamada B.1.1.7., também
designada de VOC Alfa ou 20I, que inclui dezassete mutag6es ao longo de todo o genoma, sendo a
maioria substituicbes ndo-sindénimas de importancia imunoldgica (72,73) Esta variante apresenta
substituicGes e delecbes de aminoacidos, algumas das quais localizadas no gene da proteina spike,
incluindo: as delecdes dos aminoacidos AH69/AV70 (delecBes dos nucledtidos 21765 a 21770) e do
aminoécido AY144 (delecBes dos nucledtidos 21992 a 21994) no NTD; uma substituicdo de
aminoacidos P681H (mutacdo no nucledtido C23604A), e uma outra substituicdo de aminoacidos
N501Y (mutacdo no nucledtido A23063T) no RBD (69,74-76). A delecdo dos aminoacidos
AH69/AV70 pode levar a alteragdes conformacionais da proteina spike conduzindo a alteragdes
estruturais que permitem ao virus escapar a resposta imune do hospedeiro. A substituicdo de
aminoacidos P681H ocorre no local adjacente ao de clivagem da furina, o que pode fazer com que a
proteina spike seja mais facilmente clivada pela protease, aumentando assim a sua afinidade com o
recetor ACE2 e promovendo a entrada do virus nas células epiteliais respiratorias. A substituicédo de
aminoacidos N501Y foi identificada, também, como potenciadora da afinidade do virus para o recetor
ACE?2 (77). Existem outras substitui¢cbes de aminoacidos caracteristicas desta variante, como a S982A
(mutacdo no nucleétido T24506G), a D1118H (mutacdo no nucleétido G24914C), a A570D (mutagdo
no nucledtido C23271A) e a T7161 (mutagdo no nucledtido C23709T) todas elas localizadas também
no gene da proteina spike (78,79)

A variante Alfa possui ainda outras mutacdes localizadas noutras regides do genoma e que também a
caracterizam, sendo elas: as substitui¢cfes de aminoacidos T10011 (mutacéo no nucleétido C3267T),
A1708D (mutagdo no nucledtido C5388A) e 12230T (mutacdo no nucledtido T6954C), e as delecOes
dos aminoacidos AS3675/AG3676/AF3677 (delecGes dos nucleodtidos 11288 a 11296) na ORF1a; as
substituicGes de aminoécidos Q27* (mutacdo no nucledtido C27972T e que causa a introducéo de um
coddo stop prematuro), R521 (mutacdo no nucledtido G28048T) e Y73C (mutagdo no nucledtido
A28111G) na ORF8; e ainda as substitui¢cdes de aminoacidos D3L (mutacdo no nucleétido A28281T)
e S235F (mutacdo no nucledtido C28977T) no gene que codifica para a proteina da nucleocapside
(60,76,80).

A variante Beta (20H), linhagem B.1.351, originéria da Africa do Sul surgiu em dezembro de 2020
(74). Apresenta nove mutacdes no gene da proteina S, além da mutacéo que causa a substituicdo de
aminoacidos D614G, incluindo trés substitui¢des de aminoacidos: K417N (mutagdo no nucledtido
G22813T), E484K (mutacdo no nucledtido G23012A) e N501Y (mutagdo no nucleétido A23063T) no
RBD e uma outra substituicdo de amino&cidos A701V (mutacdo no nucledtido C23664T) perto do
local de clivagem da furina (69,76,77,81).

A variante Gama (20J), linhagem P.1 foi reportada pela primeira vez em viajantes do Brasil que
chegaram ao Japao em janeiro de 2021. Contém dezassete substituicGes de aminoécidos, trés deleces,
quatro mutagdes sindnimas e uma insercdo de 4 nucle6tidos, incluindo trés mutagdes no RBD da
proteina S: a substituicdo de aminoacidos K417T (mutacdo no nucledtido A22812C), a substituicao
de aminoacidos E484K (mutacdo no nucledtido G23012A) e substituicdo de aminoécidos N501Y
(mutacdo no nucleétido A23063T). Apresenta, também, uma substituicdo de aminoacidos H655Y
(mutacdo no nucleétido C23525T) (76,77,81,82). De notar que, a mutagdo especifica que consiste na
substituicdo de aminoacidos N501Y, surgiu independentemente nas trés variantes (Alfa, Beta e
Gamma). Uma vez que a proteina spike é a chave que permite a entrada do virus nas células do
hospedeiro, esta mutacéo pode melhorar a capacidade desta proteina se ligar 8 ACE2, aumentando assim
a capacidade do virus de infetar os hospedeiros (72).
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A variante Delta (21A), linhagem B.1.617.2, originaria da India em dezembro de 2020, para além da
mutacdo comum com as outras variantes (D614G), apresenta um conjunto especifico de
substituicbes de aminoacidos, no gene da proteina spike: a substituicdo L452R (mutagdo no
nucledtido T22917G); a substituicdo T478K (mutagdo no nucledtido C22995A); e a substituicao
P681R (mutagcdo no nucledtido C23604G), que a torna exponencialmente infeciosa e imune a
neutralizacdo por anticorpos em pessoas previamente infetadas ou vacinadas (83). A substituicédo de
aminoacidos L452R substitui o aminoécido 452, uma leucina, por uma arginina, havendo alguns
estudos que sugerem que essa substituicdo permite que a proteina spike se ligue ao recetor ACE2 com
uma maior afinidade e outros que demonstraram que também evita que esta variante seja atacada por
células CD8+T, que séo as responsaveis pela erradicagdo do virus. A substituicdo de aminoacidos
P681R (mutacdo no nucleétido C23604G), em que a arginina substitui a prolina (aminoacido 681), uma
vez que ajuda a clivar a proteina spike precursora, permite uma superior fusdo e integracdo do virus na
célula hospedeira em comparag¢do com variantes sem esta mutacéo. Esta variante apresenta, também no
gene da proteina spike, outras muta¢fes que a caracterizam, como a substituicdo de aminoacidos
T19R (mutacdo no nucledtido C21618G) e a substituicdo de aminoéacidos D950N (mutagdo no
nucledtido G24410A) (74,84).

Para além das mutacGes anteriores, esta variante possui ainda outras mutacdes localizadas noutros locais
do genoma e que também a caracterizam, a saber: a substituicdo de aminoacidos S26L (mutacdo no
nucledtido C25469T) na ORF3a; a substituicdo de aminoacidos 182T (mutacdo no nucleotido
T26767C) no gene da proteina da membrana; as substitui¢des de aminoacidos V82A (mutacéo no
nucledtido T27638C) e T120l (mutacdo no nucledtido C27752T) na ORF7a; as delecdes dos
nucleoétidos 28248 a 28253 que correspondem aos aminoacidos AD119/AF120 localizados ha ORFS;
e ,ainda, as substitui¢des de aminoacidos D63G (mutacao no nucleétido A28461G), R203M (mutacéo
no nucleétido G28881T) e D377Y (mutacdo no nucledtido G29402T) no gene da proteina da
nucleocapside (76,84,85). A variante Delta progrediu eficazmente, expandindo a sua ascendéncia em
varios subgrupos, tais como AY.1l, AY.2, AY.3, AY.33, AY.34 (sendo a AY.1 correspondente a
B.1.617.2.1), entre muito outros, mantendo as muta¢des ancestrais (83). Ap0s 0 seu aparecimento, esta
variante comecou a sobrepor se a todas as outras, substituindo-as, em varios paises do mundo (86).

A 24 de novembro de 2021, foi identificada uma nova variante na Africa do Sul, a variante Omicron,
linhagem B.1.1.529, mais tarde classificada como VOC pela OMS. Esta variante é altamente mutada,
apresentando mais de cinquenta mutagdes (trinta das quais apenas na proteina spike), conservando a
substituicdo de aminoacidos D614G, comum as restantes variantes e apresentando 24 mutacoes
caracteristicas. A Omicron partilna mutacdes que eram exclusivas da variante Alfa (delecbes dos
aminoacidos AH69/AV70 e substituicdo de aminoacidos P681H), e tem em comum com a variante
Gamma a substituicdo de aminoacidos H655Y (mutacdo no nucleétido C23525T). Com a variante
Delta, a Omicron tem em comum as substituicdes de aminoacidos T95l (mutacio no nucledtido
C21846T), G142D (mutacdo no nucledtido G21987A) e T478K (mutacdo no nucledtido C22995A),
sendo que ainda partilha a substituicdo N501Y com as variantes Alfa, Beta e Gamma. Adicionalmente,
sabe-se que a Omicron partilha também a substituicdo K417N com as variantes Beta, Gamma e Delta.

A variante Omicron é a estirpe mais divergente observada até agora durante a pandemia, levantando
preocupacdes de que esteja ligada a uma maior transmissibilidade, menor eficiéncia da vacina e um
risco acrescido de reinfe¢do (63,76,81,87). A caracterizacéo bioldgica destas mutacgdes pode fornecer
informagdes preciosas para avaliar a resisténcia do virus a substancias terapéuticas e 0s mecanismos
relacionados com a patogénese. Além disso, os estudos das mutagBes virais podem ser cruciais para a
concecdo de novas vacinas, de novos farmacos antivirais e novos ensaios de diagndstico (88).
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Estas variantes representam uma grande preocupacdo para a salde, uma vez que a sua facil e rapida
capacidade de propagagdo aumenta, por sua vez, o numero de internamentos e mortes (56). Um dos
problemas que teve origem nesta pandemia esta relacionado com o facto de a maioria dos recursos
hospitalares e das urgéncias médicas serem direcionados para doentes com COVID-19, acabando,
por vezes, por se negligenciar outras doengas. Quanto mais cedo e mais assertivo for o diagndstico,
mais rapido podemos detetar a presenca do virus num dado paciente, evitando a sua propagacao e criacdo
de potenciais surtos que acabam por sobrecarregar o Sistema Nacional de Satde (SNS). Para ajudar os
profissionais de salide a prevenir a propagacdo do virus e a gerir adequadamente 0s casos de
COVID-19, foram desenvolvidas varias medidas e recomendacdes, aconselhando sobre eventuais riscos
e medidas preventivas (89).

Estabelecemos como objetivo principal, o estudo da aplicacdo do método de NGS Oxford Nanopore
na determinacéo de variantes em estirpes de SARS-CoV-2 isoladas de cadaveres.

Obijetivos especificos:

1. Caracterizacdo das variantes detetadas em cada um dos grupos, com as mutagdes especificas de
cada uma das linhagens obtidas;

2. Comparacdo dos resultados obtidos em cada um dos grupos que nos foi possivel estudar,
individuos cadaver e individuos vivos;

3. Anaélise, por semestre, das variantes detetadas em cada um dos grupos de forma a ter uma
percecdo temporal da evolugdo das mesmas.

5. MATERIAIS E METODOS

Todos os dias sdo recebidas amostras de cadaveres para serem testadas, consistindo em zaragatoas
nasofaringeas colhidas dos mesmos e armazenadas em eppendorfs DNA LoBind de 1,5mL com uma
solucéo de NaCl a 0,9%. S&o essas amostras que compdem o0 nosso grupo de individuos cadaver (40),
com as devidas autorizacBes da comissdao de ética, bem como da Direcdo do Instituto Nacional de
Medicina Legal e Ciéncias Forenses — Delegacdo Sul (INMLCF-DS). Uma vez que o n em estudo é
relativamente reduzido, n=40, acrescentdmos ao estudo um grupo de 36 individuos vivos, com
sintomatologia respiratoria, cujas amostras foram colhidas no mesmo periodo temporal que as amostras
de cadaver, todas elas com o respetivo consentimento informado.

Os procedimentos de inativacao e extracao que se seguem foram realizados numa camara seguranca
biolégica nivel 11, destinada a inativacdo de microrganismos e extracdo de amostras clinicas, tendo o
técnico de estar equipado com bata, luvas descartaveis, touca, mascara e viseira, as quais devem ser
substituidas quando necessario.

5.1. — Inativacdo e extracdo de RNA

Para inativacdo do virus, as amostras recebidas foram colocadas num banho seco a 56°C durante cerca
de 30 minutos, uma vez que 0s coronavirus sdo sensiveis & exposicdo ao calor. Depois agitdmos as
amostras no vortex para libertar o material genético preso nas zaragatoas.

A extracdo do RNA das amostras nasofaringeas foi realizada utilizando o Kit de extracdo EZ1 DSP
Virus (QIAGEN) de acordo com o protocolo do fabricante, sendo obtido no final 60 uL de RNA
extraido, por cada amostra.
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5.2.- Detecdo de SARS-CoV2 por RT-PCR

Depois de efetuada a extracdo, prepardmos a placa RT-PCR numa cdmara de fluxo laminar. Para tal,
adiciond&mos num tubo eppendorf DNA LoBind, por cada uma das amostras, 12,5uL. de NZYSpeedy
One-step RT gPCR Probe Master Mix (2x), 6uL. de RNase free water e 1,5uL. de uma mistura com
0s primers dos genes que pretendiamos estudar. Neste caso, usdmos primers para os genes N e E, bem
como para o gene da RNase P humana, que é usado para demonstrar a recupera¢do bem-sucedida do
acido nucleico. Distribuimos 20pL em cada pogo da placa e depois, no respetivo poco, adicionamos
S5uL do RNA extraido no passo 5.1, ndo esquecendo o controlo negativo da extracdo, o controlo
negativo do PCR, bem como o controlo positivo. Esta aplicacdo das amostras na placa foi realizada
numa camara seguranca biologica nivel I1.

O volume total da reacdo foi de 25uL. por amostra. O ensaio de RT-PCR foi realizado num aparelho
de Real-Time PCR CFX96TM Real Time System, nas seguintes condic¢des: rea¢do da transcriptase
reversa a 50°C por 20 minutos; pré-desnaturacao a 95°C por 4 minutos; e 46 ciclos de desnaturacgéo
a 95°C por 5 segundos e extensdo/medicéo do sinal de fluorescéncia a 60°C por 50 segundos. Foram
usados os flurocromos FAM, CalRed 610 e HEX para a detecdo do gene N, do gene E e do gene RNase
P humana, respetivamente.

5.3. - Sequenciacao

Para sequenciacdo, utilizamos o NEBNext® ARTIC SARS-CoV-2 Companion Kit, e seguimos o
respetivo protocolo padrdo com PCR Bead Cleanup. Este protocolo foi também realizado numa
camara de seguranca bioldgica nivel I1.

Em primeiro lugar, foi necessario diluir 10x as amostras com CTs entre 15 e 18 em nuclease free water
para reduzir a probabilidade de inibig¢do da PCR.

5.3.1. Sintese de cDNA

Para a reacdo de sintese do cDNA, adiciondmos, numa placa de 96 pocgos, 2uL. de LunaScript RT
SuperMix e 8 nL da respetiva amostra de RNA em cada pog¢o. Para o controlo negativo em vez da
amostra de RNA, adiciondmos nuclease free water. Em seguida, incubamos a placa num termociclador
com temperatura da tampa a 105°C e com o0s seguintes passos: Primer Annealing a 25°C durante 2
minutos; Sintese de cDNA a 55°C durante 20 minutos e Inativacgéo por Calor a 95°C durante 1 minuto.

5.3.2. Amplificacdo de cDNA
Para este passo foi necessario preparar duas pools:

%% Para a pool A prepardmos, para cada amostra, uma mix com 6,25 pL de Q5 Hot Start High-
Fidelity 2X Master Mix e 1,75 pL. de NEBNext ARTIC SARS-CoV-2 Primer Mix 1 (preparado
anteriormente adicionando 2,8 pL. do NEBNext ARTIC Human Control Primer Mix 1 a 168
pL de NEBNext ARTIC SARS-CoV-2 Primer Mix 1). Em seguida, distribuimos 8 pL. da mix
preparada numa placa de 96 pocos e adicionamos 4,5 pL. do ¢cDNA sintetizado no passo
anterior, pipetando diretamente da outra placa para o respetivo pogo.

% Para a pool B preparamos, para cada amostra, outra mix com 6,25 pL de Q5 Hot Start High-
Fidelity 2X Master Mix e 1,75 pL. de NEBNext ARTIC SARS-CoV-2 Primer Mix 2 (preparado
anteriormente adicionando 2,8 pL. do NEBNext ARTIC Human Control Primer Mix 2 a 168
pL de NEBNext ARTIC SARS-CoV-2 Primer Mix 2). Em seguida, distribuimos 8 pL. da mix
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preparada numa placa de 96 pocos e adicionamos 4,5 uL. do cDNA sintetizado no passo
anterior, pipetando diretamente da outra placa para o respetivo pogo.

As placas foram de seguida incubadas num termociclador com temperatura da tampa a 105°C e seguindo
0s passos do quadro 5.1.

Quadro 5.1 — Programa de temperaturas do termociclador CFX96TM Real Time System.

PASSO TEMPERATURA TEMPO CICLOS
Desnaturacao inicial 98°C 30 segundos 1
Desnaturacéo 95°C 15 segundos 35
Annealing e extensao 63°C 5 minutos
Hold 4°C 0 1

5.3.3. Limpeza dos amplicdes de cDNA

Para cada amostra combindmos a pool A e a pool B em tubos eppendorf DNA LoBind de 200 pL e
adicionamos 20 pL. de NEBNext Sample Purification Beads, misturando muito bem. Incubamos as
amostras a temperatura ambiente durante 10 minutos e colocdmos os tubos num suporte magnético
apropriado para separar as beads do sobrenadante durante cerca de 2 minutos, removendo e descartando
0 sobrenadante depois disso. Tivemos de ter muito cuidado para ndo perturbar e descartar as beads
gue continham o DNA.

O passo seguinte foi adicionar 500 pL de etanol a 80% a cada tubo, enquanto se encontravam no
suporte magnético, incubar a temperatura ambiente durante 30 segundos e, em seguida, cuidadosamente,
remover e descartar o sobrenadante. Repetimos este passo mais uma vez para perfazer um total de duas
lavagens, removendo todo o liquido visivel apés a segunda lavagem.

Deixamos as beads secarem durante 30 segundos engquanto os tubos estavam no suporte magnético com
a tampa aberta e com muito cuidado para ndo secarem excessivamente, pois poderia resultar numa
menor recuperacdo de DNA. Posteriormente, removemos os tubos do suporte magnético e eluimos o
DNA das beads adicionando 21 pL de nuclease free water.

As amostras ficaram a incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente, colocando-as de volta no
suporte magnético depois disso. Em seguida, esperamos cerca de 2 minutos e transferimos 20 pL do
sobrenadante para novos tubos eppendorf DNA LoBind de 200 pL.

No final deste passo de limpeza, avalidmos a concentragdo das amostras purificadas utilizando um
NanoDrop Spectrophotometer.

5.3.4. NEBNext End Prep

Utilizando as leituras obtidas no NanoDrop Spectrophotometer, diluimos 50 ng de cada amostra de
amplic6es de cDNA em nuclease free water para um volume final de 12,5 uL (4 ng/uL). De seguida,
prepardmos uma mix com 1,75 pL. de NEBNext Ultra Il End Prep Reaction Buffer e 0,75 pL de
NEBNext Ultra 11 End Prep Enzyme Mix, para cada amostra. Distribuimos 3,5 puL da mix preparada
numa placa de 96 pogos e adicionamos 12,5 uL. dos amplicdes de cDNA diluidos.
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Para finalizar este passo colocamos a placa num termociclador com temperatura da tampa regulada para
> 75°C e com o seguinte programa: 10 minutos a 20°C; 10 minutos a 65°C; e manter a 4°C até se retirar
a placa.

5.3.5. Ligacdo dos barcodes

Para o0 passo de ligacao dos barcodes distribuimos em cada pogo da placa de 96, 6 pL de nuclease free
water, 1,5 pL. do DNA End Prep, 10 pL de Blunt/TA Ligase Master Mix e 2,5 pL do respetivo
barcode, do kit Oxford Nanopore Technologies Native Barcoding Expansion (EXP-NBD196). Depois
deixdmos as amostras incubarem a temperatura ambiente durante 20 minutos e a 65°C durante 10
minutos antes de as colocarmos em gelo durante 1 minuto.

Por fim, juntdmos todas as amostras num tubo eppendorf DNA LoBind.

5.3.6. Limpeza do DNA marcado

No tubo onde juntdmos as amostras, adicionamos 200 pL. de NEBNext Sample Purification Beads, e
deixdmos incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Colocdmos o tubo num suporte
magnético de 1,5 mL para separar as beads do sobrenadante e apds 2 minutos removemos e
descartamos cuidadosamente o sobrenadante.

Lavamos as beads adicionando 250 pL de Short Fragment buffer (SFB) e colocamos o tubo no suporte
magnético durante 2 minutos para separar as beads do sobrenadante. Depois de removermos o
sobrenadante repetimos a lavagem mais uma vez para perfazer um total de duas lavagens. Adiciondmos
200 pL de 80% de etanol recém-preparado ao tubo enquanto estava no suporte magnético, deixamo-
lo incubar a temperatura ambiente durante 30 segundos, e depois removemos e descartimos o
sobrenadante.

Deixamos as beads secarem por 30 segundos enquanto o tubo estava no suporte magnético com a tampa
aberta e com muito cuidado para ndo secarem excessivamente. Removemos o tubo do suporte
magnético, eluimos o DNA alvo das beads adicionando 33 pL de nuclease free water e deixamos
incubar pelo menos 2 minutos a temperatura ambiente, colocando-o de volta no suporte magnético
depois disso. Em seguida, esperdmos cerca de 2 minutos e transferimos 32 pL do sobrenadante para
um novo tubo Eppendorf DNA LoBind de 1,5 mL.

Tal como anteriormente, no final deste passo de limpeza avalidmos a concentracao da amostra purificada
utilizando um NanoDrop Spectrophotometer.

5.3.7. Ligacdo de adaptadores

Utilizando as leituras obtidas no NanoDrop Spectrophotometer, diluimos 60 ng da pool de DNA
marcado em nuclease free water para um volume final de 30 pL (2 ng/uL). Depois adicionamos num
tubo eppendorf 30 uL. de DNA marcado, 5 pL. de Adapter Mix 1 do kit Oxford Nanopore Technologies
Adapter Mix Il Expansion (EXP-AMI1001), 10 pL. de NEBNext Quick Ligation Reaction Buffer e 5
pL de NEBNext Quick T4 Ligase, e deixamos incubar a 25C° durante 20 minutos.

5.3.8. Limpeza dos adaptadores ligados ao DNA

Adicionamos 50 pL. de NEBNext Sample Purification Beads a amostra obtida no passo anterior.
Incubdmos & temperatura ambiente por 10 minutos e colocdmos o tubo num suporte magnético
apropriado para separar as beads do sobrenadante durante cerca de 2 minutos, removendo e descartando
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0 sobrenadante depois disso. Como nos passos anteriormente de limpeza, tivemos muito cuidado para
ndo perturbar e descartar as beads que continham o DNA alvo.

Lavamos as beads adicionando 250 pL de Short Fragment buffer (SFB) e colocamos o tubo no suporte
magnético durante 2 minutos para separar as beads do sobrenadante. Depois de removermos o
sobrenadante e repetimos novamente a lavagem perfazendo um total de duas lavagens. Retirdmos o
tubo do suporte magnético e eluimos o DNA alvo das beads adicionando 15 pL de Elution Buffer (EB)
fornecido no kit Oxford Nanopore Technologies SFB Expansion (SQK-LSK109).

Depois deixamos as amostras incubarem durante 10 minutos a temperatura ambiente, colocando-as de
volta no suporte magnético, apds esse tempo. Esperdmos cerca de 2 minutos e transferimos 15 pL do
sobrenadante para um novo tubo eppendorf.

5.3.9. Sequenciacdo no MinlON

Findo todo o procedimento de preparagdo das amostras pudemos iniciar a sequencia¢do no MinlON.
Para tal adicionamos 30 pL de Flush tether (FLT) ao tubo de Flush buffer (FLB) e homogeneizamos
bem, levando a solugéo ao vortex.

Colocamos a flowcell no MinlON e rodamos a inlet port 90° no sentido dos ponteiros do relégio.
Definimos o volume da pipeta P1000 para 800 pL, colocdmos a ponta P1000 na inlet port e aumentamos
progressivamente o volume da pipeta até retirar a pequena bolha de ar presente na flowcell.
Posteriormente, carregdmos lentamente 800 pL. de FLB (ao qual foi adicionado FLT) pelo mesmo local
e deixamos incubar 5 minutos. Com muito cuidado, levantamos a tampa SpotON e carregdmos mais
200 pL da solugdo anterior pela inlet port.

Num novo tubo eppendorf prepardmos uma mix com 37,5 uL de Sequencing buffer (SQB), 25,5 uL
de Loading beads (LB) e 12 pL da amostra final (obtida no passo 5.3.8.) e adicionamos 75 pL dessa
solugdo, gota a gota pela porta SpotON, fechando posteriormente a tampa da mesma.

Depois de preparado o MinlOn, ligdmo-lo ao computador e inicidmos o programa MinKNOW.
Utilizando o software verificamos a flowcell, escolhemos no menu “FLO-MIN106” e selecionamos
“New Experiment”. Na janela que abriu definimos os pardmetros indicados no quadro 5.2.

Quadro 5.2 — Parametros a selecionar no software MinkKNOW.

Experiment | Nome da experiéncia (deixar o nome da amostra em branco).

Kit Selection | LSK109.

Run Options | Entre 6-12h (a corrida pode ser interrompida caso ja se tenha obtido leituras suficientes).

Basecalling | Fast basecalling.

Output Deixar o default.

Por fim, selecionamos as defini¢6es de acordo com a figura 5.1. e iniciamos a sequenciacao.

Basecalling Barcoding options

@  Timbarcodes
Basecalling
Barcode both ends

Config: High-accuracy basecalling Mid-read barcodes.

Barcoding Override minimum rear barcoding score

Enabled

Override minimum mid bar coding score

@  Alignment

Figura 5.1 — Defini¢des a selecionar no software MinKNOW.

15




5.3.10. Tratamento dos dados

Os ficheiros “raw” da sequenciagdo foram identificados em cada barcode utilizado o software guppy
(Oxford nanopore technologies) com o comando:

e for file in /home/MinKNOW _sequence_output/SARS-CoV-2/20210916/fastq_pass/*; do
guppy_barcoder--require_barcodes_both_ends -i $file -s output_directory --arrangements_files
"barcode_arrs_nb12.cfg barcode_arrs_nb24.cfg barcode_arrs_nb96.cfg"; done

Os limites de qualidade foram impostos com o comando:

e artic guppyplex--skip-quality-check --min-length 400 --max-length 700 --directory
sequencing_output_directory/ --prefix date_of sequencing

Os ficheiros resultantes do comando anterior foram comprimidos em formato .gz e submetidos a
plataforma INSaFLU para analise e caracterizagdo de variantes do virus SARS-CoV-2. Foi também
submetido um ficheiro de metadata, com informacdo correspondente a cada uma das amostras,
detalhadamente, o nome da amostra, data de colheita, data de analise laboratorial, local de colheita e 0
nome correspondente de cada ficheiro .gz.

A plataforma INSaFLU faz todo o tratamento dos dados bioinformaticos a partir deste passo,
nomeadamente em cada amostra, é feita: uma anélise de qualidade das reads e exclusdo das que nao
passam o controlo de qualidade; 0 mapeamento das reads contra 0 genoma de referéncia (de SARS-
CoV-2); o tratamento e determinacdo de um genoma viral de consenso para a amostra, tendo em
consideracdo a cobertura da sequenciacdo para cada regido do genoma; a identificagdo das mutacdes
relativamente ao genoma de referéncia e classificagdo das mesmas (dele¢do, insercdo ou
substituicdo); e a caracterizacéo da variante viral com base nas mutacfes detetadas e em alinhamentos
com genomas de variantes conhecidas. Para todas as amostras é feito um alinhamento da sequéncia de
DNA e da sequéncia peptidica correspondente de forma a conseguir analisar por comparagao as amostras
em estudo.

Na plataforma INSaFLU, foi criado um projeto com as defini¢cGes por defeito para dados de Oxford
Nanopore, para o qual foram importadas todas as amostras em estudo. A analises é feita
automaticamente e os resultados podem ser retirados da plataforma em formato de texto ou tabular
(excel), podendo ainda ser enviados para a webapp NEXTCLADE para analise de variantes de SARS-
CoV-2. Esta webapp encontra-se associada a plataforma de analise Nextstrain, e utiliza o sistema de
nomenclatura PANGO para a caracterizagdo das variantes e respetivas linhagens.

5.4. — Comparacdo dos resultados com método de referéncia

Apos a caracterizacdo das variantes presentes nas nossas amostras, foi realizada uma comparacéo dos
resultados obtidos pela nossa sequenciacdo NGS-MinlON com o método de referéncia NGS-Sanger
Based realizado em laboratério de referéncia.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas figuras 6.1 e 6.2, apresentadas abaixo, podemos ver um exemplo de um dos resultados positivos
obtidos, bem como de um resultado negativo, para o virus SARS-CoV-2, respetivamente. Na amostra
positiva podemos observar que os trés genes que se pretendia detetar estdo presentes, dois genes
virais e 0 gene humano que indica a presenca de RNA humano. Na amostra negativa, s6 podemos
observar a presenca do gene da RNase P humana, o que significa que a extracdo foi realizada com
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sucesso e que esta amostra ndo continha o virus. Caso ndo fosse obtida nenhuma curva como resultado,
significaria que ndo havia material genético na amostra analisada ou que a extra¢do ndo tinha sido
bem-sucedida. O estudo do gene da RNase P humana é muito Util para detetar um resultado falso
negativo que pode surgir devido a colheita inadequada de amostras, ao mau tratamento laboratorial, ou
a algum problema ocorrido durante a extragéo (4,34).

Amplification

5000 L

4000

3000

RFU

2000 L

1000 L

Cycles [ Log Scale

Figura 6.1 - Exemplo de uma amplificagdo por RT-PCR de uma amostra positiva: a curva azul representa o fluorocromo
FAM que deteta 0 gene N, a curva rosa representa o fluorocromo Cal Red 610 que deteta o gene E e a curva verde representa
o fluorocromo HEX que deteta o gene da RNase P humana.

Amplification
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1200 Lo P PP PPy PSPPI
000 Lo e ]

go0 Lo ........................

RFU
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Figura 6.2 - Exemplo de uma amplificacdo por RT-PCR de uma amostra negativa: apenas se obteve uma curva verde que
representa o fluorocromo HEX, responsavel pela dete¢do do gene da RNase P humana.

No quadro 6.1 podemos observar uma listagem de todas as amostras analisadas, do grupo de individuos
cadaver. Foram recolhidas informac@es como a idade, 0 sexo e a data em que a colheita foi realizada.
Este grupo contém amostras de cadaveres provenientes da Unidade Funcional de Patologia da
Delegacéo Sul do INMLCF (LX), dos Gabinetes Médico Legais de Cascais e Torres Vedras (CC e
TV, respetivamente) e do Tribunal do Barreiro (BRR). Estdo também indicados os Cts dos genes N
e E, obtidos na anélise RT-PCR, para cada uma das amostras, assim como o clade/variante e a
correspondente linhagem, de acordo com o sistema de nomenclatura Nexstrain e PANGO,
respetivamente, determinados pela sequenciacdo, bem como os resultados obtidos com o método de
referéncia NGS-Sanger Based. No guadro 6.2 consta exatamente 0 mesmo tipo de informacéo, mas
referente ao grupo de individuos vivos.
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Quadro 6.1 - Informacéo relativa aos individuos cadaver incluidos no estudo, juntamente com os Cts obtidos no RT-PCR, os
clades/variantes e linhagens determinadas na sequenciacdo NGS-MinlON, e os resultados obtidos com o método de referéncia
NGS-Sanger Based.

Amostra | Idade| Sexo Ct:)gltr?e(ijt:\ gegt;[N ge(n::E Clade/Variante | Linhagem | NGS-REF
LX 83 93 | Feminino | 12-01-2021 | 25,22 | 25,55 20E (EU1) B.1.177 SIR
LX84 | 81 [ Feminino | 12-01-2021 | 34,92 | 42,46 | 20E (EU1) |B.1.177.52 SIR
LX126 | 77 | Feminino | 18-01-2021 | 2245 | 22,93 | 20E (EU1) |B.1.177.32 SIR
LX 142 | 70 | Feminino | 18-01-2021 | 38,35 | 36,05 | 20l (Alfa) B.1.1.7 SIR
LX 145 | 84 | Feminino | 19-01-2021 | 2852 | 2948 201 (Alfa) B.1.1.7 B.1.17
LX 181 | 88 | Feminino | 22-01-2021 | 32,32 | 32,65 201 (Alfa) B.1.1.7 B.1.1.7
LX197 | 47 | Feminino | 25-01-2021 | 33,78 | 37,91 | 20E(EU1) |B.1.177.32 SIR
TV37 | 74 | Feminino | 26-01-2021 | 20,18 | 20,92 | 20l (Alfa) B.1.1.7 SIR
LX200 | 56 |Masculino| 26-01-2021 | 24.14 | 2456 201 (Alfa) B.1.1.7 SIR
BRR 228 | 51 |Masculino| 26-01-2021 | 32,59 | 32,91 | 20E (EU1) B.1.177 SIR
LX271 | 77 | Feminino | 01-02-2021 | 26,77 | 25,27 201 (Alfa) B.1.1.7 B.1.1.7
LX270 | 47 [Masculino| 01-02-2021 | 27,69 | 284 20E (EU1) |B.1.177.52 SIR
LX 273 | 74 |Masculino| 01-02-2021 | 29,68 | 30,88 | ©20E (EU1) |[B.1.177.52 SIR
LX320 | 65 [Masculino|08-02-2021 | 31,42 | 32,6 20E (EU1) [B.1.177.52 SIR
TV53 | 88 |Masculino| 12-02-2021 | 34,48 | 35,12 | 20E (EU1) B.1.177 SIR
LX 380 | 62 |Masculino| 16-02-2021 | 3341 | 3542 | 20E (EU1) |B.1.177.32 SIR
LX384 | 78 | Feminino | 16-02-2021 | 28,09 | 29,15 | 20E (EU1) B.1.177 SIR
BRR 411 [ 57 | Feminino | 18-02-2021 | 31,56 | 31,88 201 (Alfa) B.1.1.7 B.1.1.7
LX461 | 55 | Feminino | 04-03-2021 | 40,76 | N/A 20E (EU1) [B.1.177.32 SIR
LX508 | 60 [Masculino|11-03-2021 | 33,41 | 35,42 20A B.1 B.1.1.7
CC148 | 63 | Feminino | 31-05-2021 | 3849 | 37,21 | 20E(EU1) |B.1.177.32 SIR
LX821 | 64 [Masculino| 02-06-2021 | 38,12 | N/A 20E (EU1) |B.1.177.32 SIR
LX 869 | 61 | Feminino | 15-06-2021 | 28,26 | 29,58 | 20E (EU1) |B.1.177.52 SIR
LX918 | 21 [Masculino| 28-06-2021 | 2313 | 235 21) (Delta) | AY.98.1 SIR
CC180 | 89 | Feminino | 29-06-2021 | 23,01 | 23,95 | 21J (Delta) AY.5 SIR
LX958 | 53 |Masculino| 05-07-2021 | 24,11 | 2516 | 21J (Delta) AY.125 SIR
LX 147 | 58 |Masculino| 21-07-2021 | 27,02 | 28,69 | 21J (Delta) AY.124 SIR
LX 1035 | 79 | Feminino | 23-07-2021 | 22,97 | 23,04 21J (Delta) AY.124 B.1.617.2
LX 1039 | 80 |Masculino| 26-07-2021 | 2595 | 27,21 | 21J (Delta) AY.5.1 SIR
LX 1053 | 86 |Masculino| 28-07-2021 | 27,67 | 28,26 201 (Alfa) B.1.1.7 SIR
LX 1062 | 7 | Feminino | 29-07-2021 | 32,72 | 43,41 | 21J (Delta) AY.98 SIR
LX 1082 | 40 | Feminino | 03-08-2021 | 23,09 | 24,1 20E (EU1) [B.1.177.32 SR
LX 1119 | 55 [ Feminino | 12-08-2021 | 19,55 | 20,24 21J (Delta) AY.124 B.1.617.2
CC212 | 59 | Feminino | 12-08-2021 | 13,23 14,1 21] (Delta) AY.5 B.1.617.2
CC213 | 77 |Masculino| 16-08-2021 | 3325 | 33,74 | 21J (Delta) AY.124 SIR
LX 1144 | 69 | Feminino | 19-08-2021 | 17,22 | 17,63 21] (Delta) AY.5 B.1.617.2
LX 1155 | 68 [Masculino| 23-08-2021 | 30,02 | 30,78 | 21J(Delta) | AY.124 SIR
LX 1170 | 22 | Feminino | 25-08-2021 | 2355 | 24,57 | 21J(Delta) | AY.125 SIR
LX 1229 | 73 |Masculino | 13-09-2021 | 3341 | 29,68 | 21)(Delta) | AY.124 SR
CC260 | 79 | Feminino | 19-10-2021 | 2407 | 243 21J (Delta) | AY.125 SIR
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Quadro 6.2 - Informagdo relativa aos individuos vivos incluidos no estudo, juntamente com os Cts obtidos no RT-PCR, os
clades/variantes e linhagens determinadas na sequenciacdo NGS-MinlON, e os resultados obtidos com o método de referéncia
NGS-Sanger Based.

Amostra | ldade| Sexo Data d a ct ct Clade/Variante | Linhagem | NGS-REF
colheita | gene N | gene E
CVv3971 | 81 [Masculino| 03-01-2021 | 27,72 | 27,95 | 20l (Alfa) B.1.1.7 SIR
CV3969 | 37 |Masculino| 03-01-2021 | 32,2 | 31,97 201 (Alfa) B.1.1.7 SIR
CV3965 | 48 |Masculino| 03-01-2021 | 19,46 | 1858 | 20E (EU1) B.1.177 SIR
LX206 | 29 | Feminino | 11-01-2021 | 2939 | 28,94 | 201 (Alfa) B.1.1.7 SIR
LX196 | 73 [Masculino| 25-01-2021 | 30,41 | 30,86 | 20E (EU1) B.1.177 SIR
CV4997 | 3 |[Masculino| 25-01-2021 | 27,05 | 27,49 | 20E (EU1) B.1.177 SIR
CV6546 | 53 | Feminino | 03-05-2021 [ 20,58 | 20,05 20E (EU1) B.1.177 S/IR
CV6561 | 24 |Masculino| 03-05-2021 | 22559 | 2225 | 20E (EU1) B.1.177 SIR
CV6595 | 34 |Masculino| 03-05-2021 | 1854 | 19,24 | 20E (EU1) | B.1.177.32 SR
CV6609 | 59 | Feminino | 03-05-2021 | 20,87 | 20,61 20A B.1.160 SIR
CV6825 | 9 | Feminino | 10-05-2021 | 26,1 | 2593 | ©20E (EU1) | B.1.177.32 SIR
CVv6864 | 10 |Masculino| 12-05-2021 [ 26,03 | 26,49 20E (EU1) B.1.177 S/IR
CV6900 | 29 | Feminino | 14-05-2021 | 20,33 | 20,72 | 20E (EU1) B.1.177 SIR
CF1824 | 43 | Feminino | 01-07-2021 | 19,53 | 20,24 | 21J (Delta) AY.43 | B.1.617.2
CF1830 | 29 | Feminino | 01-07-2021 | 32,52 | 34,06 | 21J (Delta) AY.5 SR
CV8039 | 2 [Masculino| 01-07-2021 | 3859 | N/A | 21 (Delta) AY.5 SIR
CVv8074 | 15 |Masculino| 02-07-2021 | 24,69 | 25,01 201 (Alfa) B.1.17 SR
LX2993 | 28 |Masculino| 12-08-2021 | 27,09 | 28,12 | 21 (Delta) AY.5 SIR
CV9704 | 8 [ Feminino | 12-08-2021 | 289 | 29,19 | 21J (Delta) AY.122 SR
LX2992 | 24 | Feminino | 12-08-2021 | 27,2 | 28,04 | 21J(Delta) AY .43 SR
LX3009 | 32 | Feminino | 12-08-2021 | 21,92 | 2252 | 21 (Delta) AY.124 | B.1.617.2
LX3010 | 34 [Masculino| 12-08-2021 | 22,12 | 23,16 201 (Alfa) B.1.1.7 SR
LX3028 | 21 | Feminino | 14-08-2021 | 3536 | 40,27 | 21J (Delta) AY.125 SIR
CV9575 | 86 | Feminino | 14-08-2021 | 26,22 | 27,17 | 21J (Delta) AY 5 SR
LGM179 | 21 | Feminino | 14-08-2021 | 24,92 | 25,09 | 21J (Delta) AY.43 | B.1.617.2
LX3147 | 19 |Masculino| 01-09-2021 | 24,33 | 24,75 | 20E (EU1) B.1.177 SIR
LX3155 | 15 |Masculino| 02-09-2021 | 17,77 | 18,11 | 21J (Delta) AY.5 SR
CF2018 | 23 |Masculino| 02-09-2021 | 20,13 | 20,57 21J (Delta) AY.122 B.1.617.2
CV10172 | 9 | Feminino | 02-09-2021 | 28,83 | 29,43 | 21J (Delta) AY 43 SIR
CV10191 | 13 [ Feminino | 02-09-2021 | 1846 | 19,21 | 21J (Delta) AY.5 B.1.617.2
CV10192 | 2 | Feminino | 02-09-2021 | 223 | 22,69 | 21J (Delta) AY.5 B.1.617.2
LX3162 | 38 |Masculino| 03-09-2021 | 28,27 | 28,74 | 21J (Delta) AY.22 | B.1.617.2
CV10205 | 3 [Masculino| 03-09-2021 | 27,3 | 27,54 | 21 (Delta) AY.125 SIR
CF2025 | 15 | Feminino | 04-09-2021 | 2545 | 26,23 | 21J (Delta) AY.47 | B.1.617.2
CV10200 | 29 [Masculino| 04-09-2021 | 34,76 | 34,59 | 21J (Delta) AY.124 SR
LX3313 | 19 [Masculino| 23-10-2021 | 15,29 | 15,51 21J (Delta) AY.43 SIR
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O grupo de individuos cadaver é composto por 23 (57,50%) individuos do sexo feminino e 17
(42,50%) do sexo masculino, perfazendo um n de 40. Relativamente as faixas etérias constatou-se que
1 individuo encontrava-se na faixa etaria dos 0 aos 14 anos (2,50%), 18 individuos entre os 15 e 64 anos
(45%) e 21 individuos com 65 ou mais anos (52,50%). Tal como foi mencionando anteriormente, uma
vez que o n do grupo de individuos cadaver é relativamente reduzido, foi acrescentado ao estudo um
grupo de 36 individuos vivos. Este grupo é composto por 17 (47,22%) individuos do sexo feminino e
19 (52,78%) do sexo masculino. Relativamente as faixas etarias constatou-se que 9 individuos se
encontravam na faixa etéaria dos 0 aos 14 anos (25%), 24 individuos entre os 15 e 64 anos (66,67%) e 3
individuos com 65 ou mais anos (8,33%).

Os Cts apresentados em ambos os quadros (6.1 e 6.2) obtidos pela analise por RT-PCR permitiram
determinar quais as amostras que necessitavam de ser diluidas antes de se iniciar o procedimento de
preparacdo das bibliotecas para sequenciacdo. Sendo que, as amostras com Cts entre 15 e 18 foram
diluidas 10x em nuclease free water para reduzir a probabilidade de inibicdo do PCR, aquando da
preparacdo das bibliotecas de cDNA. Tanto no grupo de individuos cadaver como no grupo de
individuos vivos foram analisadas amostras cujo Ct do gene E néo foi determinado (amostra LX461 e
LX821 no grupo de individuos cadaver e amostra CV8039 no grupo de individuos vivos), sendo
classificadas como indeterminaveis e ndo como positivas. No entanto, quisemos testa-las e em todas
elas foi possivel detetar uma variante. Essa falha na detecdo do gene E pode ter ocorrido devido a baixa
carga viral presente nessas amostras, uma vez que, para o gene N, todas possuiam Cts muito elevados
(superiores a 38), o que demonstra a sensibilidade de detecdo do método de sequenciacdo NGS-
MinlON.

Conforme apresentado no guadro 6.1 que foram detetadas 4 variantes, no grupo de individuos cadaver:
20A (1 amostra), 20E (EUL) (16 amostras), 201 (Alfa) (8 amostras) e 21J (Delta) (15 amostras), com
as respetivas linhagens. No grupo de individuos vivos (quadro 6.2) foram detetadas as mesmas 4
variantes, no entanto, com frequéncias diferentes: 20A (1 amostra), 20E (EU1) (10 amostras), 201 (Alfa)
(5 amostras) e 21J (Delta) (20 amostras), juntamente com as respetivas linhagens.

6.1. Grupo de individuos cadaver

6.1.1. Amostras LX 83, LX 384, BRR 228 e TV 53

e Com asequenciacdo NGS-MinlON, no gene da proteina spike foi detetada a mutacéo no nucle6tido
C22227T (substituicdo de aminoécidos A222V).

o Esta mutagdo detetada permitiu-nos concluir que nas amostras LX 83, LX 384, BRR 228 e TV 53 a
variante de SARS-CoV-2 presente é a 20E (EU1), linhagem B.1.177.

e Nao foi possivel obter resultados de sequenciagdo NGS-SB para estas amostras.

6.1.2. Amostras LX 84, LX 270, LX 273, LX 320 e LX 869

e Com a sequenciacdo NGS-MinlON, no gene da proteina spike foram detetadas as mutacfes nos
nucledtidos C22227T e C25047 (substituigdes de aminoacidos A222V e P1162R, respetivamente).

e O conjunto de mutagdes detetadas permitiu-nos concluir que nas amostras LX 84, LX 270, LX 273,
LX 320 e LX 869 a variante de SARS-CoV-2 presente é a 20E (EU1), linhagem B.1.177.52.

e Nao foi possivel obter resultados de sequenciagdo NGS-SB para estas amostras.
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6.1.3. Amostras LX 126, LX 197, LX 380, LX 461, LX 821, LX 1082 e CC 148

Com a sequenciacdo NGS-MinlON, no gene da proteina spike foi detetada a mutacdo no nucleétido
C22227T (substituicdo de aminoacidos A222V). Na ORF1la foi detetada a mutagdo no nucleétido
C5700T (substituicdo de aminoacidos A1812V).

O conjunto de mutacdes detetadas permitiu-nos concluir que nas amostras LX 126, LX 197, LX
380, LX 461, LX 821 e LX 1082 e CC 148 a variante de SARS-CoV-2 presente é a 20E (EU1),
linhagem B.1.177.32.

Néo foi possivel obter resultados de sequenciacdo NGS-SB para estas amostras.

6.1.4. Amostras LX 142, LX 145e LX 271

Com a sequenciacdo NGS-MinlON foram detetadas as mutagdes nos nucleétidos apresentadas no
quadro 9.1 dos anexos.

O conjunto das 10 mutacGes detetadas permitiu-nos concluir que nas amostras LX 142, LX 145 e
LX 271 a variante de SARS-CoV-2 presente é a 201 (Alfa), linhagem B.1.1.7, apesar de apenas
serem necessarias 5 mutagdes caracteristicas da mesma para a sua caracterizacao.

N&o foi possivel obter resultados de sequenciacdo NGS-SB para amostra LX 142.

Com a sequenciagdo NGS-SB realizada por laboratorio de referéncia, nas amostras LX 145 e LX
271, a variante de SARS-CoV-2 detetada foi a 201 (Alfa), linhagem B.1.1.7, coincidente com o0s
nossos resultados de sequenciacdo NGS MinlON.

6.1.5. Amostras LX 147, LX 1035, LX 1119, LX 1155, LX 1229 e CC 213

Com a sequenciacdo NGS-MinlON foram detetadas as mutages nos nucle6tidos apresentadas no
quadro 9.2 dos anexos.

Na ORF1la foram ainda detetadas as muta¢Ges nos nucleétidos C1593T e A10323G (substituicoes
de aminoacidos S443F e K3353R, respetivamente) e na ORF1b foi detetada a mutacdo no
nucledtido C21301A (substituicdo de aminoécidos P2612T).

O conjunto das mutacOes detetadas permitiu-nos concluir que nas amostras LX 147, LX 1035, LX
1119, LX 1155, LX 1229 e CC 213 a variante de SARS-CoV-2 presente é a 21J (Delta), sub-
linhagem AY.124.

Né&o foi possivel obter resultados de sequenciagdo NGS-SB para as amostras LX 147, LX 1155,
LX 1229 e CC 213.

Com a sequenciacdo NGS-SB realizada por laboratério de referéncia, nas amostras LX1035 e LX
1119, a variante de SARS-CoV-2 detetada foi a 21J (Delta), linhagem B.1.617.2 coincidente com
0s nossos resultados de sequenciacdo NGS MinlON. No entanto, 0s nossos resultados permitiram
discriminar uma sub-linhagem AY.124.

6.1.6. Amostras LX 181, LX 1053 e TV 37

Com a sequenciacdo NGS-MinlON foram detetadas as mutages nos nucledtidos apresentadas no
quadro 9.1 dos anexos.

O conjunto das 13 mutagfes detetadas permitiu-nos concluir que nas amostras LX 181, LX 1053 e
TV 37 avariante de SARS-CoV-2 presente € a 201 (Alfa), linhagem B.1.1.7, apesar de apenas serem
necessarias 5 mutacdes caracteristicas da mesma para a sua caracterizacao.

Com a sequenciagdo NGS-SB realizada por laboratério de referéncia, na amostra LX 181, a variante
de SARS-CoV-2 detetada foi a 201 (Alfa), linhagem B.1.1.7, coincidente com os nossos resultados
de sequenciacdo NGS MinlON.

Néo foi possivel obter resultados de sequenciacdo NGS-SB para as amostras LX 1053 e TV 37.
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6.1.7. Amostra LX 200

Com a sequenciacdo NGS-MinlON foram detetadas as mutagdes nos nucleotidos apresentadas no
quadro 9.1 dos anexos.

O conjunto das 12 mutacdes detetadas permitiu-nos concluir que na amostra LX 200 a variante de
SARS-CoV-2 presente é a 201 (Alfa), linhagem B.1.1.7, apesar de apenas serem necessarias 5
mutagOes caracteristicas da mesma para a sua caracterizacao.

N&o foi possivel obter resultados de sequenciacdo NGS-SB para esta amostra.

6.1.8. Amostra LX 508

Com a sequenciagdo NGS-MinlON, no gene da proteina spike foram detetadas as mutagdes nos
nucleétidos A23403G (substitui¢cbes de aminoéacidos D614G). Na ORF1b foi detetada a mutagéo no
nucledtido C14408T (substituicdo de aminoacidos P314L).

O conjunto de mutacdes detetadas permitiu-nos concluir que na amostra LX 508 a variante de
SARS-CoV-2 presente é a 20A, linhagem B.1.

Com a sequenciacdo NGS-SB realizada por laboratério de referéncia a variante de SARS-CoV-2
detetado foi a 201 (Alfa), linhagem B.1.1.7, sendo mais descriminante na linhagem do que 0s nossos
resultados de sequenciagdo NGS MinlON.

6.1.9. Amostra LX 918

Com a sequenciacdo NGS-MinlON foram detetadas as mutagdes nos nucledtidos apresentadas no
quadro 9.2 dos anexos.

Foi ainda detetada, no gene S, a muta¢do no nucledtido C22314T (substituicdo de aminoéacidos
P251L) e na ORF1a foram detetadas as muta¢es nos nucleétidos G526T e G5437T (substituicao
de amino&cidos E87D e E1724D, respetivamente).

O conjunto das mutagBes detetadas permitiu-nos concluir que na amostra LX 918 a variante de
SARS-CoV-2 presente é a 21J (Delta), sub-linhagem AY.98.1.

Com a sequenciacdo NGS-SB realizada por laboratorio de referéncia a variante de SARS-CoV-2
detetado foi a 21J (Delta), linhagem B.1.617.2 coincidente com o0s nossos resultados de
sequenciacdo NGS MinlON. No entanto, 0s nossos resultados permitiram discriminar uma sub-
linhagem AY.98.1.

6.1.10. Amostras LX 958, LX 1170 e CC 260

Com a sequenciacdo NGS-MinlON foram detetadas as mutagdes nos nucleétidos apresentadas no
quadro 9.2 dos anexos.

Na ORF1a foram detetadas as mutagdes nos nucleétidos G15906T e G18905A (substituicdes de
aminoacidos Q813H e R1813H respetivamente) e na ORF3a foi detetada a mutagdo no nucleétido
G25471T (substituicdo de aminoacidos D27Y).

O conjunto das mutagdes detetadas permitiu-nos concluir que nas amostras LX 958, LX 1170 e CC
260 a variante de SARS-CoV-2 presente é a 21J (Delta), sub-linhagem AY.125.

Néo foi possivel obter resultados de sequenciacdo NGS-SB para estas amostras.

6.1.11. Amostra LX 1039

Com a sequenciacdo NGS-MinlON foram detetadas as mutagdes nos nucleotidos apresentadas no
quadro 9.2 dos anexos.

Foi ainda detetada, no gene N, a muta¢do no nucleétido C29253T (substituicdo de aminoécidos
S327L), e no gene M foi detetada a mutacdo no nucleétido C27143A (substituicdo de aminoacidos
N207K).
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O conjunto das mutagdes detetadas permitiu-nos concluir que na amostra LX 1039 a variante de
SARS-CoV-2 presente é a 21J (Delta), sub-linhagem AY.5.1.
N&o foi possivel obter resultados de sequenciacdo NGS-SB para esta amostra.

6.1.12. Amostra LX 1062

Com a sequenciacdo NGS-MinlON foram detetadas as muta¢des nos nucledtidos apresentadas no
quadro 9.2 dos anexos.

Na ORF1a foi detetada a mutagéo no nucleétido G526T (substituicdo de aminoacidos E87D).

O conjunto das mutages detetadas permitiu-nos concluir que na amostra LX 1062 a variante de
SARS-CoV-2 presente é a 21J (Delta), sub-linhagem AY.98.

N&o foi possivel obter resultados de sequenciacdo NGS-SB para esta amostra.

6.1.13. Amostras LX 1144, CC 180 e CC 212

Com a sequenciacdo NGS-MinlON foram detetadas as mutagdes nos nucledtidos apresentadas no
quadro 9.2 dos anexos.

Foi ainda detetada, no gene N, a mutagdo no nucledtido C29253T (substituicdo de aminoacidos
S327L).

O conjunto das mutagdes detetadas permitiu-nos concluir que nas amostras LX 1144, CC 180 e CC
212 a variante de SARS-CoV-2 presente é a 21J (Delta), sub-linhagem AY 5.

Com a sequenciacdo NGS-SB realizada por laboratorio de referéncia, nas amostras LX 1144 e CC
212, a variante de SARS-CoV-2 detetada foi a 21J (Delta), linhagem B.1.617.2 coincidente com 0s
nossos resultados de sequenciacdo NGS MinlON. No entanto, 0s nossos resultados permitiram
discriminar uma sub-linhagem AY'.5.

N&o foi possivel obter resultados de sequenciacdo NGS-SB para a amostra CC 180.

6.1.14. Amostra BRR 411

Com a sequenciacdo NGS-MinlON foram detetadas as mutagdes nos nucleétidos apresentadas no
quadro 9.1 dos anexos.

O conjunto das 8 mutagdes detetadas permitiu-nos concluir que na amostra BRR 411 a variante de
SARS-CoV-2 presente € a 201 (Alfa), linhagem B.1.1.7, apesar de apenas serem necessarias 5
mutacdes caracteristicas da mesma para a sua caracterizacao.

Com a sequenciacdo NGS-SB realizada por laborat6rio de referéncia a variante de SARS-CoV-2
detetado foi a 201 (Alfa), linhagem B.1.1.7, coincidente com 0s nossos resultados de sequenciacao
NGS MinION.

6.2. Grupo de individuos vivos

6.2.1. Amostras CF1824, CV10172, LGM179, LX2992 e LX3313

Com a sequenciacdo NGS-MinlON foram detetadas as mutagdes nos nucleétidos apresentadas no
quadro 9.4 dos anexos.

Na ORF1b foi detetada a mutacdo no nucleétido C15952A (substituicdo de aminoacidos L829I).
Foi ainda detetada, no gene N, a mutacdo no nucle6tido A28299T (substituicdo de aminoacidos
QIL).

O conjunto das mutacGes detetadas permitiu-nos concluir que nas amostras CF1824, CV10172,
LGM179, LX2992 e LX3313 a variante de SARS-CoV-2 presente € a 21J (Delta), sub-linhagem
AY .43.
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Com a sequenciacdo NGS-SB realizada por laboratério de referéncia, nas amostras CF1824 e
LGM179, a variante de SARS-CoV-2 detetada foi a 21J (Delta), linhagem B.1.617.2 coincidente
com 0s nossos resultados de sequenciacdo NGS MiInlON. No entanto, os nossos resultados
permitiram discriminar uma sub-linhagem AY.43.

N&o foi possivel obter resultados de sequenciacdo NGS-SB para as amostras CV10172, LX2992 e
LX3313.

6.2.2. Amostras CF1830, CV8039, CV9575, CV10191, CV10192, LX2993 e LX3155

Com a sequenciacdo NGS-MinlON foram detetadas as mutagdes nos nucleétidos apresentadas no
quadro 9.4 dos anexos.

Foi ainda detetada, no gene N, a muta¢do no nucleétido C29253T (substituicdo de aminoacidos
S327L).

O conjunto das mutagdes detetadas permitiu-nos concluir que nas amostras CF1830, CV8039,
CV9575, CV10191, CV10192, LX2993 e LX3155 a variante de SARS-CoV-2 presente é a 21J
(Delta), sub-linhagem AYS5.

Né&o foi possivel obter resultados de sequenciacdo NGS-SB para as amostras CF1830, CV8039,
CV9575, LX2993 e LX3155.

Com a sequenciacdo NGS-SB realizada por laboratorio de referéncia, nas amostras CV10191 e
CV10192, a variante de SARS-CoV-2 detetada foi a 21J (Delta), linhagem B.1.617.2 coincidente
com 0s nossos resultados de sequenciacdo NGS MiInlON. No entanto, 0os nossos resultados
permitiram discriminar uma sub-linhagem AY.5.

6.2.3. Amostra CF2025

Com a sequenciagdo NGS-MinlON foram detetadas as mutagdes nos nucleétidos apresentadas no
quadro 9.4 dos anexos.

Na ORF1b foram detetadas as muta¢des nos nucleétidos G14829T e G17193T (substituicdes de
aminoacidos M454| e E1242D).

O conjunto das mutagdes detetadas permitiu-nos concluir que na amostra CF2025 a variante de
SARS-CoV-2 presente é a 21J (Delta), sub-linhagem AY .4.7.

Com a sequenciacdo NGS-SB realizada por laboratorio de referéncia a variante de SARS-CoV-2
detetada foi a 21J (Delta), linhagem B.1.617.2 coincidente com 0s nossos resultados de
sequenciacdo NGS MinlON. No entanto, 0s nossos resultados permitiram discriminar uma sub-
linhagem AY .4.7.

6.2.4. Amostras CV3965, CV4997, CV6546, CV6561, CV6864, CV6900, LX196 e LX3147

Com a sequencia¢do NGS-MinlON, no gene da proteina spike foi detetada a muta¢éo no nucleétido
C22227T (substituicdo de aminoacidos A222V).

Esta mutacdo detetada permitiu-nos concluir que nas amostras CV3965, CV4997, CV6546,
CV6561, CV6864, CV6900, LX196 e LX3147 a variante de SARS-CoV-2 presente é a 20E (EU1),
linhagem B.1.177.

Néo foi possivel obter resultados de sequenciacdo NGS-SB para estas amostras.

6.2.5. Amostras CV3969, CV3971 e CV8074

Com a sequenciacdo NGS-MinlON foram detetadas as mutagdes nos nucleétidos apresentadas no
quadro 9.3 dos anexos.
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O conjunto das 13 mutagdes detetadas permitiu-nos concluir que nas amostras CV3969, CV3971 e
CV8074 a variante de SARS-CoV-2 presente é a 201 (Alfa), linhagem B.1.1.7, apesar de apenas
serem necessarias 5 mutagdes caracteristicas da mesma para a sua caracterizagéo.

Néo foi possivel obter resultados de sequenciacdo NGS-SB para estas amostras.

6.2.6. Amostras CV6595 e CV6825

Com a sequencia¢do NGS-MinlON, no gene da proteina spike foi detetada a mutacéo no nucledtido
C22227T (substituicoes de aminoacidos A222V). Na ORF1a foi detetada a mutagdo no nucledtido
C5700T (substituicdo de aminoacidos A1812V).

O conjunto de mutacGes detetadas permitiu-nos concluir que na amostra CV6595 e CV6825 a
variante de SARS-CoV-2 presente é a 20E (EU1), linhagem B.1.177.32.

Néo foi possivel obter resultados de sequenciacdo NGS-SB para estas amostras.

6.2.7. Amostra CV6609

Com a sequenciagdo NGS-MinlON, no gene da proteina spike foram detetadas as mutagdes nos
nucledtidos G22992A e A23403G (substitui¢es de aminoécidos S477N e D614G, respetivamente).
Na ORF1a foi detetada a mutacdo no nucleétido G9526T (substituicdo de aminoacidos M30871).
Na ORF1b foram detetadas as mutagBes nos nucledtidos G13993T, C14408T e G15766T
(substituicdes de aminoacidos A176S, P314L e V767L, respetivamente). Na ORF3a foi detetada a
mutacao no nucleétido G25563T (substituicdo de aminoacidos Q57H).

O conjunto de mutacbes detetadas permitiu-nos concluir que na amostra CV6595 a variante de
SARS-CoV-2 presente é a 20A, linhagem B.1.160.

N&o foi possivel obter resultados de sequenciacdo NGS-SB para esta amostra.

6.2.8. Amostras CV9704 e CF2018

Com a sequenciacdo NGS-MinlON foram detetadas as mutages nos nucledtidos apresentadas no
quadro 9.4 dos anexos.

Na ORFla foi ainda detetada a mutagdo no nucledtido G1048T (substituicdo de amino&cidos
K261N).

O conjunto das mutacdes detetadas permitiu-nos concluir que nas amostras CV9704 e CF2018 a
variante de SARS-CoV-2 presente é a 21J (Delta), sub-linhagem AY.122.

N&o foi possivel obter resultados de sequenciacdo NGS-SB para a amostra CV9704.

Com a sequenciacdo NGS-SB realizada por laboratorio de referéncia, na amostra CF2018, a variante
de SARS-CoV-2 detetada foi a 21J (Delta), linhagem B.1.617.2 coincidente com 0S nossos
resultados de sequenciacdo NGS MinlON. No entanto, 0s nossos resultados permitiram discriminar
uma sub-linhagem AY.122.

6.2.9. Amostra CVV10200

Com a sequenciacdo NGS-MinION foram detetadas as mutagdes nos nucledtidos apresentadas no
quadro 9.4 dos anexos.

Na ORFla foram detetadas as mutaces nos nucleétidos C1593T e A10323G (substituicBes de
aminoacidos S443F e K3353R, respetivamente) e na ORF1b foi detetada a mutacdo no nucleétido
C21301A (substituicdo de aminoacidos P2612T).

O conjunto das mutag6es detetadas permitiu-nos concluir que na amostra CV10200 a variante de
SARS-CoV-2 presente é a 21J (Delta), sub-linhagem AY.124.

N&o foi possivel obter resultados de sequenciacdo NGS-SB para esta amostra.
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6.2.10. Amostras CV10205 e LX3028

e Com a sequenciacdo NGS-MinlON foram detetadas as mutaces nos nucleétidos apresentadas no
quadro 9.4 dos anexos.

¢ Na ORFla foram detetadas as muta¢des nos nucledtidos G15906T e G18905A (substitui¢bes de
aminoéacidos Q813H e R1813H respetivamente). Foi ainda detetada, na ORF3a, a mutacdo no
nucledtido G25471T (substituicdo de aminoacidos D27Y).

e O conjunto das mutacgdes detetadas permitiu-nos concluir que na amostra CVV10205 e LX3028 a
variante de SARS-CoV-2 presente é a 21J (Delta), sub-linhagem AY.125.

o Nao foi possivel obter resultados de sequenciacdo NGS-SB para estas amostras.

6.2.11. Amostra LX206

e Com a sequenciacdo NGS-MinlON foram detetadas as mutacdes nos nucleétidos apresentadas no

quadro 9.3 dos anexos.

e O conjunto das 12 mutacdes detetadas permitiu-nos concluir que na amostra LX206 a variante de
SARS-CoV-2 presente é a 201 (Alfa), linhagem B.1.1.7, apesar de apenas serem necessarias 5
mutacdes caracteristicas da mesma para a sua caracterizacao.

e Na&o foi possivel obter resultados de sequenciacdo NGS-SB para esta amostra.

6.2.12. Amostra LX3009

e Com a sequenciacdo NGS-MinlON foram detetadas as mutagdes nos nucleotidos apresentadas no
quadro 9.4 dos anexos.

¢ Na ORFla foi detetada a mutacdo no nucleétido A10323G (substituicdo de aminoacidos K3353R)
e na ORF1b foi detetada a mutacdo no nucle6tido C21301A (substituicdo de aminoacidos P2612T).

e O conjunto das mutagdes detetadas permitiu-nos concluir que na amostra LX3009 a variante de
SARS-CoV-2 presente é a 21J (Delta), sub-linhagem AY.124.

e Com a sequenciacdo NGS-SB realizada por laboratério de referéncia a variante de SARS-CoV-2
detetada foi a 21J (Delta), linhagem B.1.617.2 coincidente com 0s nossos resultados de
sequenciacdo NGS MinION. No entanto, 0s nossos resultados permitiram discriminar uma sub-
linhagem AY.124.

6.2.13. Amostra LX3010

e Com a sequenciacdo NGS-MinlON foram detetadas as muta¢cdes nos nucle6tidos apresentadas no
quadro 9.3 dos anexos.

e O conjunto das 10 mutagOes detetadas permitiu-nos concluir que na amostra LX3010 a variante de
SARS-CoV-2 presente é a 201 (Alfa), linhagem B.1.1.7, apesar de apenas serem necessarias 5
mutacdes caracteristicas da mesma para a sua caracterizagao.

e Nao foi possivel obter resultados de sequenciacdo NGS-SB para esta amostra.

6.2.14. Amostra LX3162

e Com a sequenciacdo NGS-MinlON foram detetadas as muta¢cdes nos nucle6tidos apresentadas no
quadro 9.4 dos anexos.

e Foi ainda detetada, no gene S, a muta¢do no nucledtido G24872T (substituicdo de aminoacidos
V1104L) e na ORF1b foi detetada a mutacao no nucle6tido G14209T (substituicdo de aminoacidos
\/248F).

e O conjunto das mutacGes detetadas permitiu-nos concluir que na amostra LX3162 a variante de
SARS-CoV-2 presente é a 21J (Delta), sub-linhagem AY.22.

26



e Com a sequenciacdo NGS-SB realizada por laboratoério de referéncia a variante de SARS-CoV-2
detetada foi a 21J (Delta), linhagem B.1.617.2 coincidente com 0s nossos resultados de
sequenciacdo NGS MinlON. No entanto, os nossos resultados permitiram discriminar uma sub-
linhagem AY.22.

6.3. Geral

e Em todas as amostras, tanto no grupo de individuos cadaver como no grupo de individuos vivos
podemos verificar a presenca da mutacdo no nucledtido A23403G. Como foi anteriormente
mencionado, a presenca desta mutacdo tornou-se dominante em todas as variantes e leva a
substituicdo de aminoacidos D614G, que consiste numa substituicdo do aminoéacido 614, acido
aspartico, por uma glicina na proteina spike.

e Foi também detetada em todas as amostras do nosso estudo a substitui¢cdo de aminoacidos P314L
(mutacdo no nucleétido C14408T) na ORF1b, caracteristica das linhagens B.1.

e Tanto no grupo de individuos cadaver como no grupo de individuos vivos é possivel observar
mutacdo no nucledtido C23604G que corresponde a substituicdo de aminoacidos P681R, em
algumas das amostras detetadas como variante Delta (13 amostras e 18 amostras, respetivamente).
Esta mutacdo no nucledtido 23604 é semelhante a que acontece na variante Alfa, no entanto, neste
caso a citosina é substituida por uma guanina (C23604G), dando origem a substituicdo do
aminoacido prolina por uma arginina. Enquanto na anterior (variante Alfa), a citosina é substituida
por uma adenina (C23604A), substituindo a prolina por uma histidina (P681H). Tal como podemos
constatar no capitulo da introdugdo, ambas as substituicdes de aminoacidos favorecem a clivagem
da proteina spike pela protéase, aumentando assim a sua afinidade com o recetor ACE2 e
promovendo a integracdo do virus na célula hospedeira.

Nos guadros 9.5 e 9.6 apresentados nos anexos encontramos informacéo relativamente ao nimero total
de delegdes, insergdes e substituicbes dos nucledtidos, bem como o ndmero total de delecGes,
insercdes e substituices dos respetivos aminoacidos, relativamente ao grupo de individuos cadaver
e 0 grupo de individuos vivos, respetivamente. O tipo de mutacdo predominante em ambos 0s grupos
é a substituicao, sendo que, ndo foram detetadas inser¢des, nem de nucleétidos nem de amino&cidos.

Nos quadros anteriormente mencionados, estdo também representadas as dele¢cdes que ocorreram em
todo o genoma. No grupo de individuos cadaver podemos observar a ocorréncia das delegdes de
nucledtidos 21765 a 21770 e 21992 a 21994, que correspondem as delecBes dos aminoécidos
AH69/AV70 e AY144, no gene da proteina spike, respetivamente. Estas dele¢Ges surgem associadas a
algumas das amostras detetadas como variante Alfa (LX181, LX200, LX1053 e TV37), pois, como foi
anteriormente destacado na introducdo, s&o muito comuns nesta variante, no entanto, podem aparecer
associadas a outras, ndo sendo especificas da mesma.

No grupo de individuos vivos estas delecGes também surgiram associadas a amostras detetadas como
variante Alfa. A dele¢do de nucledtidos 21765 a 21770 (AH69/AV70), foi detetada nas amostras
CV3969, CV3971, CV8074 e LX206, enquanto a delecdo de nucledtidos 21992 a 21994 (AY 144) foi
detetada nas amostras CV3971, CVV8074, LX206 e LX3010.

Ainda relativamente aos guadros 9.5 e 9.6 apresentados nos anexos, podemos observar tanto no grupo
de individuos cadaver como no grupo de individuos vivos a ocorréncia das dele¢bes dos nucledtidos
28248 a 28253 (dele¢des dos aminoacidos AD119/AF120) associadas a todas as amostras detetadas
como variante Delta. Esta dele¢do € caracteristica desta variante.
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Todas as mutacBes de nuclettidos na proteina spike e nas outras regides do genoma, mencionadas
anteriormente, podem observadas no seguinte link, onde foi submetido um documento excel com todos
os dados obtidos na sequenciacao:

e https://osf.io/ghz75/?view_only=596799d9d39c4706a09552cff3ab6f5b

Os resultados obtidos em cada um dos grupos, individuos cadaver e individuos vivos, foram separados
por semestre, de forma a ter uma percecdo temporal da evolucdo das variantes. Na figura 6.3 podemos
observar a distribuicdo por semestre das variantes detetadas no grupo de individuos cadaver. Nesta
figura percebemos que no primeiro semestre do ano de 2021, no grupo de individuos vivos havia uma
prevaléncia das variantes 20E (EU1) e 201 (Alfa), sendo a variante 21J (Delta) pouco predominante. No
entanto, no segundo semestre do mesmo ano, é possivel observar uma inversdo destes resultados,
passando a variante 21J (Delta) a ser dominante. O mesmo padréo pode ser observado na figura 6.4, que
representa a distribuicdo por semestre das variantes detetadas no grupo de individuos vivos, com a
diferenca de ndo ter sido detetada a variante 21J (Delta) no primeiro semestre, tendo aparecido
posteriormente e de forma dominante.

DISTRIBUICAO POR SEMESTRE
DAS VARIANTES DETETADAS NO
GRUPO DE INDIVIDUQOS VIVOS

DISTRIBUICAO POR SEMESTRE
DAS VARIANTES DETETADAS NO
GRUPO DE INDIVIDUOS CADAVER
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Figura 6.3 - Distribuicdo por semestre das variantes pigura 6.4 - Distribuicio por semestre das variantes
detetadas no grupo de individuos cadaver (2021). detetadas no grupo de individuos vivos (2021).

Nos cerca de 30.000 pares de bases que constituem o genoma do SARS-CoV-2, em média, nao foi
possivel sequenciar entre cerca de 700 a 8000, o que nao teve qualquer influéncia para a definicao
de variantes, uma vez que, na sua maioria, 0s segmentos ndo sequenciados, ndo correspondiam a zonas
do genoma associadas a mutacdes especificas de variantes.

7. CONCLUSAO

A propagacao de novas variantes SARS-CoV-2 representa uma ameaca séria em todo o mundo, pelo
que sdo necessarios métodos crediveis, robustos e de execucdo tdo simples quanto possivel para a sua
identificacdo. Estas variantes surgem através de mutacdes essencialmente durante o processo de
replicacdo do virus, conferindo ao mesmo uma vantagem evolutiva e eventualmente comprometendo
a eficacia das vacinas desenvolvidas. Assim, a constante vigilancia de novas variantes é de extrema
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importancia, tanto em individuos vivos como em cadaveres, sendo este estudo um contributo para o
panorama epidemioldgico na regido de Lisboa. Testar amostras de cadaveres para a presencga do virus
SARS-CoV-2 leva a um melhor rastreamento da presenca do mesmo na populacédo durante toda a
epidemia.

Com este estudo conseguimos detetar variantes SARS-CoV-2 tanto no grupo de individuos cadaveres
como no grupo de individuos vivos. Estas variantes foram, posteriormente, caracterizadas de acordo
com as suas mutacdes de forma a determinar as respetivas linhagens. Em ambos os grupos foi possivel
identificar varios SNVs caracteristicos das véarias linhagens e as respetivas substituicbes de
aminoacidos, bem como algumas dele¢bes. Foram detetadas substituicdes de aminoécidos
caracteristicas das linhagens mais antigas e presentes em todas as linhagens identificadas. Por exemplo,
a substituicdo de aminoécidos D614G (mutagdo no nucledtido A23403G), no gene da proteina spike,
foi das primeiras mutac@es a surgir, tornando-se dominante em todas as variantes. Outro exemplo é a
substituicdo de aminoacidos P314L (mutacdo no nucleétido C14408T) na ORF1b, caracteristica da
linhagem B.1 e de todas as linhagens procedentes desta.

Né&o foram observadas diferencas significativas nos resultados, comparativamente a ambos 0s grupos,
levando-nos a concluir que o facto de as amostras de um dos grupos serem colhidas em cadaver nao
influencia a detecéo de variantes e a sua posterior caracterizacao.

As mutacdes no gene da proteina spike sdo de grande interesse, uma vez que, esta proteina é
responsavel pela interacdo com o recetor da célula hospedeira humana, o ACE2. Como se tem vindo a
constatar, a maioria das mutagdes neste gene levam a um aumento da afinidade da proteina S com recetor
ACE2, sendo um fator determinante no aumento da transmissibilidade e infecciosidade. Algumas
mutacdes neste gene levam, ainda, & reducdo da eficacia das vacinas, da imunidade mediada por
anticorpos, bem como, do diagnéstico, favorecendo a obtencédo de resultados falsos negativos.

Em Portugal, segundo os dados da PORDATA, consultados a 23 de agosto de 2022, na populacéo
portuguesa, no ano de 2021, relativamente as faixas etarias constatou-se que: 12,90% dos individuos
encontravam-se na faixa etaria dos 0 aos 14 anos; 63,60% dos individuos entre os 15 e 64 anos; e 23,50%
dos individuos apresentavam 65 ou mais anos.

Neste estudo, o grupo de individuos vivos apresenta distribuicdo aproximada nos individuos entre 0s
15 e 64 anos (66,67%). No entanto, a faixa etaria da idade dos 0 aos 14 anos apresenta um valor
superior (25%) e a faixa etaria das idades superiores a 64 anos apresenta um valor bastante inferior
(8,33%), 0 que nos pode levar a deduzir que a nossa amostra de individuos vivos ndo serd uma
representacdo de uma realidade da populagéo de Lisboa.

Relativamente ao grupo de individuos cadaver observou-se uma predominancia (52,50%) dos
individuos com mais de 64 anos, o que se podera justificar pelo facto de a maioria dos bitos ocorrer
nesta faixa etaria.

Apobs a comparagdo dos resultados obtidos pela nossa sequenciagdo NGS-MinlON com o método de
referéncia NGS-Sanger Based realizado em laboratdrio de referéncia foi possivel concluir que em
todas as amostras a variante obtida foi concordante, sendo que, nos casos especificos da variante delta,
a sequenciacdo NGS-MinlON permitiu ainda a discriminagdo de uma sub-linhagem.

H4, no entanto, o caso especifico da amostra LX 508, pertencente ao grupo de individuos cadaver, em
que a variante obtida pela nossa sequenciacdo NGS-MinlON foi menos discriminante (variante 20A,
linhagem B.1) do que a que foi obtida pela sequenciacdo com o método de referéncia NGS-Sanger
Based (variante 201/alfa, linhagem B.1.1.7). Néo tendo, a nossa sequenciagdo NGS-MinlON, detetado
mutages suficientes para a caracterizar como variante alfa.
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Como mencionado anteriormente, apds o aparecimento da variante delta, em meados de 2021, esta foi-
se tornando prevalente, sobrepondo-se a todas as outras e acabando mesmo por substitui-las ao fim de
alguns meses. Analisando a distribuicdo das variantes das amostras em estudo, ao longo dos
semestres de 2021, em ambos 0s grupos podemos contatar esse facto. Isto €, no primeiro semestre havia
uma predominancia das variantes 20E (EU1) e 201 (Alfa), sendo, no segundo semestre, substituidas
essencialmente pela variante 21J (Delta).

A variante dmicron nao foi detetada em nenhuma das amostras sequenciadas. As amostras em estudo
foram colhidas no periodo entre janeiro e outubro, e esta variante surgiu apenas em novembro. Um
possivel estudo futuro podera ter em conta este facto e basear-se na colheita de amostras a partir dessa
data até aos dias de hoje, de forma a tentar perceber se esta variante também se vai sobrepor a variante
Delta, como muitos estudos o indicam.
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9. ANEXOS

Quadro 9.1 — Mutacdes nos nucle6tidos caracteristicas da variante Alfa (linhagem B.1.1.7) e respetivas substitui¢des de
aminoéacidos, no grupo de individuos cadaveres.

SUBSTITUICOES DE AMINOACIDOS CT10011{A1708D|12230T| N501Y | A570D | P681H | T71611 | S982A [D1118H| Q27* | RS521 | Y73C | D3L | S235F
AT Mutagdes nos nucledtidos C3267T | C5388A | T6954C| A23063T| C23271A | C23604A | C23709T | T245306G| G24914C| C27972T |G28048T | A28111G|A28281T | C28977T
LX 142 v v v v v v v v v v
LX 145 v v v v v v v v v v
LX 181 v v v v v v v v v v v v v
LX 200 v v v v v v v v v v v v
LX271 v v v v v v v v v v
LX 1053 v v v v v v v v v v v
BRR 411 v v v v v v v v
TV 37 v v v v v v v v v v v v v

Quadro 9.2 — Mutagdes nos nucle6tidos caracteristicas da variante Delta (linhagem B.1.617.2) e respetivas substitui¢des de
aminodcidos, no grupo de individuos cadaveres.

SUBSTITUICOES DE AMINOACIDOS T19R | L452R | T478K | P618R | D950N | s26L. | 1821 | vs2a | Ti1201 | Dé3c |m20am| Da77y

E— Mutagdes nos mucleatides | )1 618G | T22017G| 229954 | €23604G | G244104 | C25469T| T26767C | T27638C | C27752T| A28461G | G2881T | G29402T
LX 147 v v v v v v v v v
LX 918 v v v v v v v v v v
LX 958 v v v v v v v v v v
LX 1035 v v v v v v v v v v v
LX 1039 v v v v v v v v v
LX 1062 v v v v v v v v v v
LX 1119 v v v v v v v v v
LX 1144 v v v v v v v v
LX 1155 v v v v v v v v v v v
LX 1170 v v v v v v v v v v
LX 1229 v v v v v
CC 180 v v v v v v v v v v
ccn v v v v v v v v v
cc21s v v v v v v v v v v
CC 260 v v v v v v v v v v
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Quadro 9.3 — Mutagdes nos nucledtidos caracteristicas da variante Alfa (linhagem B.1.1.7) e respetivas substitui¢des de
aminodcidos, no grupo de individuos vivos.

SUBSTITUICOES DE AMINOACIDOS  |CT10011A1708D|12230T| N501Y | AS70D | P681H | T7161I | 59824 |D1118H| Q27* | RS2I | ¥73C | D3L | S235F

Amostras Mutagdes nos nucledtidos | ., o | cs358a [ T6954C| A23063T | C23271A | C23604A | C23709T | T24506G | G24914C | C27072T | G28048T| A28111G | A28281T | C28977T
CV3969 v v v v v v v v v v v v v
CV3971 v v v v v v v v v v v v v
CV 8074 v v v v v v v v v v v v v
LX206 v v v v v v v v v v v v
LX 3010 v v v v v v v v v v

Quadro 9.4 — Mutag6es nos nuclettidos caracteristicas da variante Delta (linhagem B.1.617.2) e respetivas substitui¢ces de
aminodcidos, no grupo de individuos vivos.

SUBSTITUICOES DE AMINOACIDOS TI9R | L452R | T478K | P61SR | D9soN | s26L | 1s2T | vsza | 11201 | De3c [R203M] D377Y
Amostras Mutagbes nos nucledtidos |, 61 ¢l 22917G|C22995 A [c23604G|G24410a c25469T{ 26767 T2 7638 | C277521] A28461G| G281 T| G29402T]
CF 1824 v v v v v v v v v v
CF 1830 v v v v v v v v v v
CF 2018 v v v v v v v v v
CF 2025 v v v v v v v v v v
CV 8030 v v v v v v v v v
CV 9575 v v v v v v v v v v v
CV 9704 v v v v v v v v v
CV 10172 v v v v v v v
CV 10191 v v v v v v v v
CV 10192 v v v v v v v v v v
CV 10200 v v v v v v v v v v
CV 10205 v v v v v v v v v
LGM 179 v v v v v v v v v v
LX 2992 v v v v v v v v v
LX 2993 v v v v v v v v
LX 3009 v v v v v
LX 3028 v v v v v v v v
LX 3313 v v v v v v v v v
LX 3155 v v v v v v v v v v
LX 3162 v v v v v v v v v v
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Quadro 9.5 — Representacdo do nimero total de delegdes, insergdes e substituicdes de nucleétidos e do nimero de delegdes, inser¢des e substituicdes dos respetivos aminoacidos, bem como as
delecdes que ocorreram em todo 0 genoma, no grupo de individuos cadaver.

Nucledtidos Amino&cidos
Amostra | Total de Totalde | Total de Total de Total de | Total de DelecGes
substituicGes | delecbes | insercdes | substituicfes | delecbes | insercdes
LX 83 15 1 0 3 2 0 11075
LX 84 15 0 0 6 0 0
LX 126 14 0 0 5 0 0
LX 142 23 10 0 12 3 0 11288-11296, 28271
LX 145 21 11 0 13 4 0 11288-11296, 28254, 28271
LX 181 28 20 0 19 7 0 11288-11296, 21765-21770, 21992-21994, 28254, 28271
LX 197 13 0 0 5 0 0
TV 37 32 19 0 21 6 0 11288-11296, 21765-21770, 21992-21994, 28271
LX 200 24 10 0 15 3 0 21765-21770, 21992-21994, 28271
BRR 228 14 3 0 5 0 0 29749-29751
LX 271 25 10 0 14 3 0 11288-11296, 28271
LX 270 15 0 0 6 0 0
LX 273 12 0 0 5 0 0
LX 320 18 0 0 9 0 0
TV 53 13 0 0 4 0 0
LX 380 16 0 0 7 0 0
LX 384 13 0 0 8 0 0
BRR 411 23 1 0 13 0 0 28271
LX 461 15 0 0 5 0 0
LX 508 12 6 0 6 2 0 515-520
CC 148 13 0 0 4 0 0
LX 821 14 0 0 6 0 0
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Quadro 9.5 (continuagao)

Nucle6tidos Aminoécidos
Amostra [ Total de Total de | Total de Total de Total de | Total de DelecGes
substituicbes | delecbes | insercbes | substituicfes | delecbes | insercoes

LX 869 16 0 0 7 0 0

LX 918 39 7 0 29 2 0 28248-28253, 28271
CC 180 32 7 0 24 2 0 28248-28253, 28271
LX 958 40 7 0 28 2 0 28248-28253, 28271
LX 147 32 7 0 24 2 0 28248-28253, 28271
LX 1035 37 7 0 29 2 0 28248-28253, 28271
LX 1039 33 7 0 25 2 0 28248-28253, 28271
LX 1053 33 19 0 19 6 0 11288-11296, 21765-21770, 21992-21994, 28271
LX 1062 39 7 0 31 2 0 28248-28253, 28271
LX 1082 15 2 0 5 1 0 27792-27793
LX 1119 36 7 0 29 2 0 28248-28253, 28271
CC 212 32 7 0 22 2 0 28248-28253, 28271
CC 213 38 7 0 28 2 0 28248-28253, 28271
LX 1144 34 7 0 26 2 0 28248-28253, 28271
LX 1155 39 7 0 30 2 0 28248-28253, 28271
LX 1170 40 7 0 28 2 0 28248-28253, 28271
LX 1229 28 7 0 21 2 0 28248-28253, 28271
CC 260 36 7 0 26 2 0 28248-28253, 28271
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Quadro 9.6 — Representacdo do nimero total de delecdes, insergdes e substitui¢des de nucledtidos e do nimero de delegdes, inser¢les e substituigdes dos respetivos aminoécidos, bem como as
delecdes que ocorreram em todo o genoma, no grupo de individuos vivos.

Nucleétidos Aminoacidos
Amostra Totalde | Totalde | Total de Total de Total de | Total de Delegoes
substituicdes | delegdes | insergdes | substituicbes | delegbes | insergdes

CV3971 28 20 0 19 7 0 11288-11296, 21765-21770, 21992-21994, 28254, 28271
CV3969 30 16 0 19 5 0 11288-11296, 21765-21770, 28271
CV3965 17 0 0 4 0 0

L X206 43 19 0 22 6 0 11288-11296, 21765-21770, 21992-21994, 28271
LX196 21 0 0 6 0 0

CV4997 13 0 0 4 0 0

CV6546 15 0 0 6 0 0

CV6561 11 0 0 5 0 0

CV6595 14 0 0 5 0 0

CV6609 18 0 0 8 0 0

CV6825 15 2 0 5 1 0 27792-27793

CV6864 16 0 0 7 0 0

CV6900 13 0 0 6 0 0

CF1824 37 7 0 31 2 0 28248-28253, 28271

CF1830 38 7 0 26 2 0 28248-28253, 28271

CVv8039 34 7 0 23 2 0 28248-28253, 28271

CVv8074 36 19 0 22 6 0 11288-11296, 21765-21770, 21992-21994, 28271
LX2993 28 7 0 20 2 0 28248-28253, 28271

CVv9704 31 7 0 25 2 0 28248-28253, 28271

LX2992 32 7 0 25 2 0 28248-28253, 28271

LX3009 24 7 0 20 2 0 28248-28253, 28271

LX3010 28 13 0 17 4 0 11288-11296, 21992-21994, 28271
LX3028 36 7 0 24 2 0 28248-28253, 28271
CV 9575 38 7 0 29 2 0 28248-28253, 28271
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Quadro 9.6 (continuagao)

Nucleétidos Aminoéacidos

Amostra Total de Total de | Total de Total de Totalde | Total de Delecdes

substituicoes | delecbes | insercoes | substituicdes | delecbes | insercoes
LGM179 33 7 0 26 2 0 28248-28253, 28271
LX3147 19 0 0 5 0 0
LX3155 36 7 0 27 2 0 28248-28253, 28271
CF2018 34 7 0 24 2 0 28248-28253, 28271
CVv10172 28 15 0 20 5 0 515-520, 27580-27581, 28248-28253, 28271
CVv10191 33 7 0 24 2 0 28248-28253, 28271
CV10192 33 7 0 24 2 0 28248-28253, 28271
LX3162 34 8 0 26 3 0 11083, 28248-28253, 28271
CV10205 37 7 0 27 2 0 28248-28253, 28271
CF2025 28 7 0 23 2 0 28248-28253, 28271
CV10200 37 7 0 28 2 0 28248-28253, 28271
LX3313 34 7 0 27 2 0 28248-28253, 28271
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