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RESUMO

Em dezembro de 2019, um novo coronavirus foi detectado em pacientes
com sindrome respiratoria aguda grave em Wuhan, China. Este Betacoronavirus,
denominado Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2),
espalhou-se rapidamente pelo mundo, de modo que a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) declarou estado de pandemia em marco de 2020. Apds o
sequenciamento do primeiro genoma completo do virus, esfor¢os internacionais
sem precedentes foram estabelecidos por meio do banco de dados GISAID,
permitindo o acompanhamento em tempo real da evolugdo viral, bem como seu
espalhamento geogréafico em niveis locais, regionais, nacionais e globais. Nesse
sentido, este trabalho objetivou realizar andlises genémicas de amostras isoladas
de SARS-CoV-2 a fim de compreender a distribuicdo de mutacdes e linhagens
virais em nivel municipal (Esteio, Rio Grande do Sul [RS], Brasil), estadual (RS) e
nacional (Brasil). Para este fim, sequenciamos 21 amostras do municipio de Esteio
na primeira fase da epidemia (maio a outubro de 2020), demonstrando a presenca
principal das linhagens B.1.1.28 e B.1.1.33, a caracterizacao inicial da linhagem P.2
no estado e a contribuicdo principal da regido Sudeste para a difusdo destas
linhagens para o sul do Brasil. Subsequentemente, analisamos 56 genomas de 13
municipios do RS em periodo de aumento de hospitalizacbes e mortes (marco de
2021), demonstrando a rapida difusédo da variante P.1 (Gama) para o estado a partir
de multiplas introdu¢des vindas principalmente do Norte, bem como descrevendo
as mutacdes e a difusdo geografica da sublinhagem P.1.2. Finalmente, utilizamos
2.732 genomas de todo o territério brasileiro no primeiro ano da epidemia (entre
fevereiro de 2020 e 2021), descrevendo esfor¢os de sequenciamento heterogéneos
temporal e espacialmente, a rapida substituicdo das linhagens B.1.1.28 e B.1.1.33
por P.1 e P.2 e complexos padrées filogeogréficos, nos quais algumas linhagens
se espalham principalmente de modo intra-estadual e, outras, interestadual.
Portanto, ao utilizar dados epidemiolégicos e genomas completos do SARS-CoV-2
dos pacientes locais e de um conjunto representativo da diversidade viral mundial,
caracterizamos as mutacdes virais observadas, a abundancia de linhagens, bem

como compreendemos padrdes de espalhamento geografico no territorio Brasileiro.



ABSTRACT

In December 2019, a novel coronavirus was detected in patients with severe acute
respiratory syndrome in Wuhan, China. This Betacoronavirus, named Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), has spread rapidly around the
world leading the World Health Organization (WHO) to declare a pandemic state in
March 2020. Following the sequencing of the virus' first complete genome,
unprecedented international efforts have been established through the GISAID
database, allowing real-time tracking of viral evolution as well as its geographic
spread at local, regional, national, and global levels. In this context, this work aimed
to perform genomic analyses of SARS-CoV-2 samples in order to understand the
distribution of mutations and viral lineages at municipal (Esteio, Rio Grande do Sul
[RS], Brazil), state (RS) and national (Brazil) levels. To this end, we sequenced 21
samples from the municipality of Esteio in the first epidemic phase (May to October
2020), demonstrating the prominent presence of the B.1.1.28 and B.1.1.33 lineages,
the initial characterization of the P.2 lineage in the state, and the major contribution
of the Southeast region to the spread of these strains to Southern Brazil.
Subsequently, we analyzed 56 genomes from 13 municipalities in RS during a
period of increased hospitalizations and deaths (March 2021), demonstrating the
rapid diffusion of the P.1 (Gamma) variant into the state from multiple introductions
mainly from the Northern region of Brazil, as well as describing the mutations and
geographic diffusion of the P.1.2. Finally, we used 2732 genomes from across Brazil
in the first year of the epidemic (between February 2020 and 2021), describing
temporally and spatially heterogeneous sequencing efforts, the rapid replacement
of the B.1.1.28 and B.1.1.33 lineages for P.1 and P.2, and complex phylogeographic
patterns in which some lineages spread primarily intrastate and others interstate.
Therefore, by using epidemiological data and complete SARS-CoV-2 genomes from
local patients and a set of genomes representative of worldwide viral diversity, we
characterized viral mutations, lineage abundance, as well as understood patterns of

geographic spread in the Brazilian territory.
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1. INTRODUCAO

1.1. CLASSIFICACAO E ORGANIZACAO GENOMICA DOS CORONAVIRUS

Os coronavirus (CoVs) sdo virus envelopados?!, ndo segmentados?, cujo
genoma é composto por um RNA de sentido positivo de fita simples (+ ssSRNA).
Pertencem a ordem Nidovirales, familia Coronaviridae e subfamilia
Orthocoronavirinae. Essa subfamilia inclui quatro géneros: Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus e Deltacoronavirus, inicialmente classificados
com base em dados sorol6gicos®, mas atualmente divididos por inferéncias
filogenéticas* (CHEN; LIU; GUO, 2020; FEHR; PERLMAN, 2015).

Em nivel microscopico, a particula viral pode ser considerada esférica (70 a
120 nanbmetros de diametro), carregando proteinas estendidas na superficie da
membrana (glicoproteinas® em forma de espigéo) que fornecem a estrutura tipica
de coroa vista por microscopia eletrénica (GRAHAM; DONALDSON; BARIC, 2013;
MASTERS, 2006; PYRC; BERKHOUT; HOEK, 2007) (Figura 1). Em nivel
molecular, os coronavirus empregam uma variedade de estratégias incomuns para
realizar um processo complexo de expressao génica (MASTERS, 2006).

Todos os virus da ordem Nidovirales contém genomas muito grandes em
comparacdo aos demais virus de RNA, sendo que os integrantes da familia
Coronavirinae possuem os maiores genomas de RNA identificados, variando de 26

a 32 kilobases (kb). Outras caracteristicas comuns a ordem Nidovirales incluem: (i)

1 Virus recobertos por uma camada de lipideos (gorduras).
2 Genoma composto por apenas um fragmento de RNA.

3 Estudos ou exames diagnoésticos do soro sanguineo, especialmente em relacdo a resposta do
sistema imunolégico a patdégenos.

4 Estudo das relag8es evolutivas histéricas entre grupos de organismos.

5 Proteinas que contém cadeias de oligossacarideos (aclcares) covalentemente ligadas a cadeias
laterais de aminoéacidos.
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Figura 1. Esquema representando as principais estruturas do virion (particula viral infecciosa) do
coronavirus SARS-CoV, envolvido na epidemia de 2002-2004.

E: Envelope; M: Membrana; N: Nucleocapsideo; S: Spike; ssSRNA: RNA de fita simples.

Fonte: PERLMAN & NETLAND (2009).

organizacdo gendmica altamente conservada, com um grande gene de replicase
precedendo genes estruturais e acessorios; (i) expressao de genes ndo estruturais
por mudanca de quadro ribossémico (frameshifting); (iii) atividades enzimaticas
Unicas codificadas na grande poliproteina® replicase-transcriptase; e (iv) expressao
de genes a jusante por sintese de RNAs mensageiros (MRNAS) sub-genbémicos
aninhados na regido 3' (FEHR; PERLMAN, 2015; MASTERS, 2006). As principais
diferencas existentes entre as diversas espécies desta ordem estdo no numero,
tipo e tamanho das proteinas estruturais, as quais causam alteracdes significativas
na estrutura e morfologia dos nucleocapsideos e virions (FEHR; PERLMAN, 2015).

O genoma dos CoVs contém uma regido 5'-cap e uma cauda 3'-poliA,
permitindo que atue como um RNA mensageiro (MRNA) para a traducdo das
poliproteinas de replicacéo (replicases). O gene da replicase possui 0s grandes
guadros de leitura abertos (ORFs) la e 1b, que codificam 16 proteinas nédo

estruturais (nspl- 16) necessarias para a replicagdo do RNA, ocupando dois tercos

6 Grande proteina que é clivada em varias proteinas menores com diferentes fungdes bioldgicas.
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do genoma (cerca de 20 kb), enquanto as proteinas estruturais e acessorias
correspondem a cerca de 10 kb do genoma viral (FEHR; PERLMAN, 2015;
PEACOCK et al., 2021a; PYRC; BERKHOUT; HOEK, 2007). Na extremidade 5' do
genoma h& uma sequéncia lider e uma regido ndo traduzida (UTR) que contém
stem-loops necessarios para replicacao e transcricdo de RNA. Além disso, no inicio
de cada gene estrutural ou acessério, existem sequéncias reguladoras da
transcricdo (TRSs) necessarias para a expressao de cada um desses genes. A
regido 3' UTR também contém estruturas de RNA necessérias para replicacao e
sintese de RNA viral. Sendo assim, a organizacdo geral do genoma dos CoVs é:
5'—sequéncia lider—5’'UTR—replicase— proteinas S (Spike)-E (Envelope)—M
(Membrana)—N (Nucleocapsideo)— 3'UTR—cauda poliA, com genes acessorios
intercalados dentro dos genes estruturais na extremidade 3' do genoma (FEHR,;

PERLMAN, 2015; PERLMAN; NETLAND, 2009) (Figura 2).
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Figura 2. Organizag&o gendmica e arvore filogenética dos coronavirus. (A) Arvore filogenética dos

CoVs representativos, com 0 novo coronavirus SARS-CoV-2 destacado em amarelo e os quatro
diferentes géneros evidenciados. (B) Estrutura do genoma de quatro géneros de coronavirus. Ppla
e pplb representam os dois polipeptideos longos que sdo processados em 16 proteinas ndo
estruturais. S, E, M e N indicam as quatro proteinas estruturais Spike, envelope, membrana e

nucleocapsideo.
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Fonte: Adaptado de CHEN, LIU & GUO (2020).

Muitos dos nsps parecem ter multiplas fungdes na sintese ou processamento
de RNA viral ou em intera¢des patdgeno-hospedeiro, com o intuito de criar um
ambiente ideal para sua replicacdo por meio da facilitacdo da entrada viral, da
expressao génica, da sintese de RNA ou da liberacdo do virus (CHEN; LIU; GUO,
2020; DE WILDE et al., 2018).

Apesar da ordem dos genes estruturais essenciais ser notavelmente bem
conservada, 0 mesmo nao € verdadeiro para a proteina S, responsavel pela ligacao
e entrada das células hospedeiras utilizando receptores celulares especificos. O
dominio de ligagcéo ao receptor (RBD) desta glicoproteina € pouco conservado entre
0s virus e, consequentemente, o uso do receptor do hospedeiro varia entre géneros
e espécies virais (FEHR; PERLMAN, 2015; GRAHAM; DONALDSON; BARIC,
2013; PERLMAN; NETLAND, 2009) (Tabela 1). A proteina N € importante para a
encapsulamento do RNA viral, desempenhando um papel fundamental durante a
auto-montagem viral (CHANG et al., 2014) e atuando como um antagonista do
interferon (IFN) (PERLMAN; NETLAND, 2009). Também estd dinamicamente
associado a complexos de replicacdo-transcri¢do, facilitando a sintese do mRNA
subgendémico viral (VERHEIJE et al., 2010). A proteina E apresenta papel na
morfogénese’, montagem e brotamento, sendo sua auséncia condicionante para a
inibicdo completa — no caso do virus da gastroenterite transmissivel (ORTEGO et
al., 2007) — ou parcial — no caso do SARS-CoV (DEDIEGO et al., 2007) — da

liberacdo do virus. Adicionalmente, possui atividade de canal idnico, que é

necessaria para uma replicacdo otimizada do virus (PERLMAN; NETLAND, 2009;

7 Processo biolégico que permite o desenvolvimento de forma para um organismo.



Tabela 1. Receptores celulares de
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hospedeiros utilizados por diferentes

coronavirus

Virus Género Receptor
Human coronavirus 229E (HCoV-229E) Alphacoronavirus APN
Feline coronavirus (FCoV) Alphacoronavirus APN
Transmissible gastroenteritis virus (TGEV) Alphacoronavirus APN
Canine coronavirus (CCaoV) Alphacoronavirus APN

Bat coronaviruses (BCoVs)
Human coronavirus NL63 (HCoV-NL63)

Murine hepatitis virus (MHV)

Severe acute respiratory syndrome coronavirus
(SARS-CoV)

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2)

Bat SARS-related coronavirus (Bat-SCoV)

Middle East respiratory syndrome coronavirus
(MERS-CoV)

Human coronavirus OC43 (HCoV-OC43)
Avian infectious bronchitis virus (IBV)

Bird coronaviruses

Alphacoronavirus
Alphacoronavirus

Betacoronavirus

Betacoronavirus

Betacoronavirus

Betacoronavirus

Betacoronavirus
Betacoronavirus
Gammacoronavirus

Deltacoronavirus

Desconhecido

ACE2

CEACAM1la

ACE2

ACE2

ACE2?

DPP4

Desconhecido

Desconhecido

Desconhecido

Abreviacfes. APN: Aminopeptidase N; ACE2: Enzima Conversora de Angiotensina 2; CEACAM1a:
Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1; DPP4: Dipeptidyl peptidase 4.
Fonte: Adaptado de FEHR & PERLMAN (2015); GRAHAM, DONALDSON & BARIC (2013);

PERLMAN & NETLAND (2009).

WILSON et al., 2004).

O alinhamento das sequéncias dos genomas de CoVs mostra 58% de

identidade na regido codificadora de nsps e 43% de identidade na regido

codificadora de proteinas estruturais entre diferentes CoVs, com 54% em todo

genoma, sugerindo que as nsps sdo mais conservadas e as proteinas estruturais
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sdo mais diversificadas em relacdo a necessidade de adaptagcdo a novos

hospedeiros (CHEN; LIU; GUO, 2020).

1.2. CICLO DE VIDA

Por se tratarem de parasitas intracelulares obrigatérios, todos o0s virus
dependem do mecanismo de traducéo da célula hospedeira para a producéo de
suas proteinas e progénie® infecciosa. Como a sintese de proteinas também é
essencial para a resposta da célula hospedeira a infec¢do (resposta imune antiviral
inata), ndo é surpreendente que muitos virus de RNA, como 0s coronavirus,
modulem a sintese de proteinas do hospedeiro, a fim de limitar a traducéo de
MRNAs celulares e favorecer a sintese de proteinas virais (DE WILDE et al., 2018;
WALSH; MOHR, 2011).

O ciclo de vida dos CoVs envolve quatro etapas essenciais: (i) ligacao e
entrada, (ii) expresséao da replicase, (iii) replicacdo e transcricédo e (iv) montagem e
liberacéo (Figura 3). A ligacéo eficiente do virion a célula hospedeira é iniciada por
interacdes entre a proteina S e um receptor de proteina na superficie celular
(geralmente exo ou aminopeptidase®, no caso do SARS-CoV-2 é a Enzima
Conversora de Angiotensina 2 Humana [hACEZ2] [Tabela 1]), cujos RBDs presentes
na regido S1 variam dependendo do virus. Essa interacdo, portanto, € o principal

determinante para a infeccdo e também governa o tropismo tecidual'® do virus

8 Descendéncia.

9 Peptidases sdo um tipo de protease (ver '2) que quebram ligacdes peptidicas nos aminoacidos
terminais. Exopeptidase catalisa quebra de ligagdo peptidica terminal. Amonopeptidase catalisa
guebra de ligacéo na extremidade N-terminal.

10 Fendmeno pelo qual certos tecidos do hospedeiro tém preferéncia ao crescimento e a proliferacdo
de patégenos.
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dos virus replicados.
Fonte: V'KOVSKI et al. (2021)

(DE WILDE et al., 2018; FEHR; PERLMAN, 2015; PEACOCK et al.,, 2021a;

V’KOVSKI et al., 2021). Apos a ligagéo ao receptor, o virus deve obter acesso ao

7

citoplasma da célula hospedeira, o que geralmente é realizado por clivagem

proteolitica'! da proteina S por uma serinoprotease (em geral TMPRRS2), seguida

pela fusdo das membranas virais e celulares, com a consequente liberacdo do

11 Processo de quebra das ligacBes peptidicas entre aminoacidos em proteinas.
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genoma viral no citoplasma (FEHR; PERLMAN, 2015; GRAHAM; DONALDSON,;
BARIC, 2013; V’KOVSKI et al., 2021).

O proximo passo no ciclo de vida do CoV é a traducéo do gene da replicase
contido em seu genoma. Este gene codifica dois ORFs grandes, repla e replb, que
expressam duas poliproteinas, ppla e pplab. Para expressar ambas as
poliproteinas, o virus utiliza sequéncias especificas (slippery e pseudoknot) que
causam um sinal de mudanca de quadro do ORF repla para ORF replb. As
poliproteinas ppla e pplab sdo clivadas principalmente pelas proteases?!? do tipo
papaina (PLpro) e pela protease principal (3CLpro) para formar os nsps 1-16, 0s
quais se retinem no complexo replicase-transcriptase (RTC) para criar um ambiente
adequado para a sintese de RNA (DE WIT et al., 2016; FEHR; PERLMAN, 2015;
PEACOCK et al., 2021a; PERLMAN; NETLAND, 2009; V'’KOVSKI et al., 2021).

O RTC direciona a producéo de RNAs de sentido negativo por meio de
replicacdo e transcricdo. Durante a replicacdo, copias de RNA (-) completas do
genoma sao produzidas e utilizadas como template para a geracdo de genomas de
RNAs (+). Durante a transcricdo, um conjunto de 7 a 9 RNAs subgendmicos
(sgRNAs), incluindo aqueles que codificam todas as proteinas estruturais (S, E, M
e N) e proteinas acessoérias, sdo produzidos por transcricdo descontinual®. Nesse
processo, o0 RTC se liga ao final da extremidade 3' (+) e prossegue ao longo do
genoma na dire¢ao 3' a 5’ sintetizando uma fita negativa. Quando o RTC atinge um
TRS, a fita negativa recém-sintetizada pode ser translocada para a sequéncia lider

5 do genoma, onde é copiada. Isto forma um sgRNA (-) que é copiado para o

12 Enzimas que quebram ligac6es peptidicas entre os aminoacidos das proteinas utilizando
moléculas de agua (hidrolise).

13 Processo Unico aos virus de RNA que ocorre durante a sintese de RNAs de fita negativa.



26

sgRNA (+) (CHEN; LIU; GUO, 2020; DE WIT et al., 2016; HUSSAIN et al., 2005;
PEACOCK et al., 2021a; V’KOVSKI et al., 2021). Esta natureza descontinua tem
como consequéncia um alto grau de recombinacéo!* resultante da insercéo de
sequéncias virais e nao virais ou frequentes dele¢cdes no genoma, o que pode levar
tanto a formacdo de genomas viaveis como de RNAs interferentes defeituosos
(PEACOCK et al., 2021a).

Uma vez que o processo de expressao e replicacdo viral esteja em
andamento, os virus da progénie podem comecar a se reunir. Primeiramente, as
proteinas estruturais sé@o traduzidas e inseridas no reticulo endoplasmético (RE).
Essas proteinas se movem ao longo da via secretora para 0 compartimento
intermediario ER-Golgi (ERGIC). Os genomas virais encapsulados pela proteina N
brotam nas membranas do ERGIC contendo proteinas estruturais virais e formando
virions maduros. A proteina M direciona entdo a maioria das interacdes proteina-
proteina necessarias para a montagem. Contudo, apesar de seu papel dominante,
ndo € auto-suficiente para a formacdo dos virions, necessitando sua expressao
junto a proteina E para a producdo dos envelopes virais. Adicionalmente, a
capacidade da proteina S de trafegar para o ERGIC e interagir com a proteina M é
critica para sua incorporacdo nos virions. A proteina M também se liga ao
nucleocapsideo e essa interacdo promove a conclusdo da montagem do virion
(FEHR; PERLMAN, 2015; MASTERS, 2006).

Apds a montagem, os virions sdo transportados para a superficie celular em

vesiculas e liberados por exocitose. Ainda € investigado se neste processo é

14 Processo que ocorre quando pelo menos duas linhagens virais distintas co-infectam a mesma
célula hospedeira e trocam segmentos genéticos.
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utilizada a via tradicional para o transporte de grandes cargas do Complexo de Golgi
OuU uma via separada Unica para sua propria saida. Em varios coronavirus,
proteinas S que ndo sdo montadas em virions transitam para a superficie celular,
onde atua na fusdo célula-célula entre células infectadas e células adjacentes nédo
infectadas. Isso leva a formacéo de células gigantes multinucleadas, que permitem
qgue o virus se espalhe dentro de um organismo infectado sem ser detectado ou
neutralizado por anticorpos neutralizantes'® especificos ao virus (FEHR;
PERLMAN, 2015). Com relag&o ao SARS-CoV-2, evidéncias recentes mostram que
as células infectadas egressam pela via de trafico lisossémico em detrimento das
vias secretoras bhiossintéticas, as quais sdo mais comumente utilizadas por outros

virus envelopados (GHOSH et al., 2020).

1.3. SINDROMES RESPIRATORIAS CAUSADAS POR CORONAVIRUS

Os coronavirus sao patégenos importantes para humanos e vertebrados.
Podem infectar o sistema respiratério, gastrointestinal, hepatico e nervoso central
de humanos, passaros, morcegos, camundongos e outros animais selvagens
(CHEN; LIU; GUO, 2020; VIJAYKRISHNA et al., 2007). Esses virus geralmente
infectam seus hospedeiros de maneira espécie-especifica e as infeccées podem
ser agudas ou persistentes, sendo transmitidas principalmente pelas vias
respiratéria e fecal-oral (MASTERS, 2006).

Os coronavirus humanos (HCoVs), compostos pelos géneros
Alphacoronavirus e Betacoronavirus, foram por muito tempo considerados
patdgenos pouco relevantes por serem associados ao resfriado comum em

pessoas saudaveis. No entanto, no século XXI, 2 HCoVs altamente patogénicos —

15 Anticorpos capazes de impedir e neutralizar a ligagéo do virus ao receptor da célula humana.
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coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV) e coronavirus da
sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV) — emergiram de
reservatérios animais para causar epidemias globais de doencas respiratorias com
taxas de morbidade!® alarmantes (PAULES; MARSTON; FAUCI, 2020). Em
dezembro de 2019, outro HCoV patogénico, denominado posteriormente SARS-
CoV-2, foi identificado em Wuhan (China) como agente etiolégico de uma
pandemial’ global (COVID-19) que, com dois anos de duracdo, ja atingiu
aproximadamente 270 milhdes de pessoas em cerca de 200 paises e levou a 6bito
cerca de 5,3 milhdes de pessoas (JOHNS HOPKINS CORONAVIRUS RESOURCE
CENTER, 2021; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021l1a), provocando o
colapso de diversos sistemas de salde nacionais e regionais.

Além destes trés novos coronavirus altamente patogénicos, pelo menos
outros quatro HCoVs (229E, NL63, OC43 e HKU1) sdo endémicos em todo o
mundo e representam 10% a 30% das infec¢des do trato respiratorio superior em

adultos (FEHR; PERLMAN, 2015; PAULES; MARSTON; FAUCI, 2020).

1.3.1. SINDROME RESPIRATORIA AGUDA GRAVE (SARS)

Em novembro de 2002, um surto de uma pneumonia atipica infecciosa,
posteriormente chamado de sindrome respiratéria aguda grave (SARS), foi relatado
no sudeste da China (Guangdong) e em Hong Kong. Acelerada pelas viagens
aéreas e aglomeracdes em hospitais e regides urbanas, a doenca se espalhou

rapidamente para varias partes do mundo. Como os surtos de SARS ocorreram no

16 Taxa de portadores de determinada doenca em relagdo a populagdo total estudada, em
determinado local e em determinado momento.

17 Quando ha disseminacdo de uma nova doenca em diferentes continentes com transmissao
sustentada de pessoa para pessoa.
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sudeste da Asia, América do Norte e Europa, pode-se dizer que deram origem a
primeira pandemia do século XXI (ZHONG et al., 2003). Descobriu-se que o virus,
um Betacoronavirus da linhagem B, denominado SARS-CoV, foi transmitido para
humanos a partir de reservatérios zoonéticos'®, sendo os morcegos os provaveis
reservatorios do virus, enquanto as civetas de palma mascarada (Paguma larvata)
e caes-guaxinim (Nyctereutes procyonoides) serviram como hospedeiros
intermediarios (GUAN et al., 2003; LI et al., 2005).

Durante o surto, que se estendeu de 2002 a 2003, 8.098 casos foram
confirmados, com 774 mortes, representando uma alta taxa de morbidade de 9.5%
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003). Essa taxa foi muito maior em idosos,
alcangando cerca de 50% em individuos acima de 60 anos. Estima-se que entre 20
e 30% dos individuos com SARS necessitaram de tratamento em Unidades de
Terapia Intensiva (UTIs) (FEHR; PERLMAN, 2015). Embora em termos de numero
de mortes ndo seja comparavel & influenza, HIV ou virus da hepatite C, a pandemia
causou preocupacao mundial e afetou seriamente a economia global, cujas perdas
foram estimadas em 30 a 100 bilhdes de ddélares (KEOGH-BROWN; SMITH, 2008).

Os sintomas da infec¢do por SARS-CoV sédo correspondentes aqueles das
doencas do trato respiratério inferior. Além da febre, mal-estar e linfopenia'®, os
individuos afetados apresentam contagens plaquetarias ligeiramente diminuidas,
perfis prolongados de coagulacdo e enzimas hepéticas séricas?®® levemente
elevadas. Além destes sintomas relacionados a doencas respiratérias graves, 0

SARS-CoV também pode causar infecgdo em outros rgaos, como intestino e rins,

18 Animais ndo humanos que carregam patdgenos cuja doenca pode romper a barreira entre
espécies e infectar humanos.

19 Baixo nivel de linfocitos (células de defesa) no sangue.
20 Enzimas encontradas no figado.
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uma vez que alguns individuos afetados tiveram diarreia aquosa e o0 virus também

pode ser detectado nas fezes e na urina (PEIRIS et al., 2003).

1.3.2. SINDROME RESPIRATORIA DO ORIENTE MEDIO (MERS)

Quase uma década apdés o surto controlado de SARS-CoV, emergiu o
préximo coronavirus zoonotico: o coronavirus da Sindrome Respiratéria do Oriente
Médio (MERS-CoV) (DE GROOT et al., 2013). O virus foi isolado pela primeira vez
em junho de 2012 em um homem da Arébia Saudita de 60 anos de idade que
morreu de SARS, faléncia multipla de 6rgdos e insuficiéncia renal (ZAKI et al.,
2012). Embora a maioria dos casos de MERS tenha ocorrido na Ardbia Saudita e
nos Emirados Arabes Unidos, foram relatados casos na Europa, Estados Unidos
da América (EUA) e Asia em viajantes do Oriente Médio ou de seus contatos
(ZUMLA; HUI; PERLMAN, 2015).

Estudos sorolégicos identificaram anticorpos de MERS-CoV em camelos
dromedéarios e verificou-se que suas linhagens celulares eram permissivas para a
replicacdo deste virus, fornecendo evidéncias de que estes animais possivelmente
sejam o hospedeiro natural ou intermediario, uma vez que eles abrigavam virus
similares a MERS-CoV ha décadas (MEYER et al., 2014).

Estima-se que houve 1.728 casos confirmados durante o surto (2012-2015)
de MERS em 27 paises, incluindo 624 mortes, o que implica uma altissima taxa de
morbidade de 36%, quatro vezes maior em relacdo a SARS (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016). Ainda € incerto quantos casos de MERS-CoV podem ser
atribuidos a um hospedeiro intermediario em comparagdo com a transmissao de
humano para humano, embora tenha sido demonstrado que a transmisséo de

camelos para humanos contribuiu para o surto (FEHR; PERLMAN, 2015). Até o
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presente, continuam sendo reportados casos de MERS, tanto que em 2019 foram
notificados 212 casos no Oriente Médio, incluindo 57 mortes. Na Ardbia Saudita,
dos 198 casos, 118 eram primarios (51 relataram contato com camelos), 41 foram
adquiridos em hospitais ou servi¢os de saude e 32 por contatos domiciliares. Sendo
assim, desde 2012 até 2019 foram relatados 2.494 casos, incluindo 912 Obitos
(EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2019).

As caracteristicas clinicas do MERS variam de doenca assintomatica a
SARS e faléncia mdltipla de Orgéos, resultando, nesses casos, em morte,
especialmente em individuos com comorbidades subjacentes (WHO MERS-COV
RESEARCH GROUP, 2013). Apesar dos sintomas similares ao SARS, os pacientes
com MERS tém um tempo menor para a manifestacdo do inicio dos sintomas.
Adicionalmente, os individuos acometidos apresentam maior necessidade de
suporte ventilatorio e cargas virais no trato respiratorio mais altas durante a primeira

semana da doenca em relagéo aos pacientes com SARS (MEMISH et al., 2014).

1.3.3. COVID-19

Os coronavirus voltaram a assombrar a humanidade em dezembro de 2019,
quando um grupo de pacientes foi internado em hospitais chineses com diagnéstico
inicial de pneumonia com etiologia desconhecida. Posteriormente, essas infec¢des
foram associadas a possivel transmissao zoonética em um mercado atacadista de
frutos do mar e animais selvagens em Wuhan (provincia de Hubei, China), cidade
gue possui cerca de 11 milhdes de habitantes (LI et al., 2020; LU; STRATTON,;
TANG, 2020). O subsequente isolamento do virus e a caracterizagdo molecular
mostraram que o patdégeno era um novo HCoV, o 2019-nCoV, posteriormente

chamado de SARS-CoV-2 (ZHOU et al., 2020b; ZHU et al., 2020).
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Na primeira fase, de dezembro de 2019 a meados de janeiro de 2020, 41
casos foram confirmados. A segunda fase comec¢ou em 13 de janeiro, marcada pela
rapida disseminacgdo do virus nos hospitais (infeccéo hospitalar) e pela transmissao
familiar por contato proximo, de modo que, em 23 de janeiro, 29 provincias da China
e seis outros paises j& somavam 846 casos. Apesar do decreto de isolamento
social, 5 milhdes de pessoas ja haviam deixado Wuhan em virtude do término das
comemoracdes do Ano Novo chinés. A terceira fase comegou em 26 de janeiro,
marcada pelo rdpido aumento de casos agrupados resultantes de transmissao
comunitéria, tanto que em 30 de janeiro, atingiram-se 9.826 casos confirmados, e
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou esta epidemia uma Emergéncia
de Saude Publica de Ambito Internacional (SUN et al., 2020; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020b). A partir disso, a doenga atingiu todos os continentes do
mundo, sendo considerada uma pandemia pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) em margo de 2020 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020a). Essa
pandemia perdura até a presente data, provocando centenas de milhdes de casos
e milhdes de mortes principalmente nos EUA, Brasil, India e em paises europeus
(JOHNS HOPKINS CORONAVIRUS RESOURCE CENTER, 2021; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2021a).

Os sintomas da infeccdo por SARS-CoV-2 aparecem ap0s um periodo de
incubacdo de aproximadamente 5,2 dias (LI et al.,, 2020). Tais sintomas s&o
semelhantes aos relacionados a SARS e MERS, como febre, tosse seca, dispneia?!

e opacidade bilateral em vidro fosco?? nas tomografias computadorizadas de térax.

21 Falta de ar ou dificuldade de respirar.

22 padrao frequentemente observado em tomografias computadorizadas de alta resolucédo do térax,
gue indica que esta havendo um processo inflamatério ou infeccioso nos pulmées.
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Além destas, algumas caracteristicas clinicas Unicas que incluem o acometimento
das vias aéreas inferiores, evidenciadas por sintomas como rinorreia®3, espirros e
dor de garganta foram observadas (HUANG et al., 2020a). Apds o surgimento das
Variantes de Preocupacdo (VOCs) como Delta e Omicron, o tempo de incubag&o?*
passou a ser menor (entre 3 e 4 dias) e os aspectos clinicos (especialmente
sintomatologia) da doenca sofreram algumas alteragcbes (GRANT et al.,, 2021,

JANSEN et al., 2021).

1.4. EPIDEMIOLOGIA GENOMICA

“A vigilancia em saude publica consiste na coleta, analise e interpretacao
sistematica e continua de dados relacionados a salde, necessarios para o
planejamento, implementacao e avaliagdo das praticas de saude publica” (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2021b). A vigilancia é realizada para (i) promover um
melhor gerenciamento das doencas e levar a acdes de saude publica, como a
deteccédo de surtos; (ii)) medir a magnitude, o impacto e as tendéncias da doenca,
(iii) melhorar o conhecimento de causas, fontes, reservatérios, riscos e morbidade;
(iv) orientar programas para medir a eficacia das intervencgdes; e (v) ajudar os
formuladores de politicas a definir prioridades (DENG; DEN BAKKER;
HENDRIKSEN, 2016).

Os avancos recentes nas tecnologias de sequenciamento de nova geragao
(NGS) e nas ferramentas de bioinformatica tornaram o sequenciamento uma
solucéo viavel e avancada para a vigilancia epidemiolégica. O termo Epidemiologia

Gendmica tem sido cada vez mais utilizado para descrever a utilizacdo de NGS

28 Congestéo nasal ou coriza.
24 Intervalo entre a data de contato com o virus até o inicio dos sintomas.
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para comparar sequéncias de acidos nucleicos de importancia epidemioldgica, tais
como os elementos gendmicos que apresentam taxas de mutacdo variaveis
durante a evolucado dos microrganismos (como bactérias e virus). Estes, por sua
vez, sdo alvos para investigacoes epidemiolégicas em diferentes escalas temporais
e geogréficas (DENG; DEN BAKKER; HENDRIKSEN, 2016).

A epidemiologia gendmica possui aplicagdes diversas, especialmente para
o enfrentamento de patégenos bacterianos causadores de surtos (e. g.,
intoxicacbes alimentares), fornecendo um alto poder discriminatério na
diferenciacdo de isolados intimamente relacionados (DENG; DEN BAKKER;
HENDRIKSEN, 2016), bem como auxiliando na possivel identificacdo da origem,
evolugéo e disseminacao de genes de resisténcia a antimicrobianos (DOWNING,
2015).

O sequenciamento do genoma do agente etiolégico da SARS (SARS-CoV)
foi fundamental para permitir a inferéncia das relagbes evolutivas existentes entre
diferentes isolados de pacientes por meio de analises filogenéticas (ROTA et al.,
2003). Uma combinacéo de informacdes gendmicas e epidemioldgicas permitiu as
autoridades chinesas rastrear as variacdes genotipicas?® determinantes para
disseminacao viral (RUAN et al., 2003). Durante a atual pandemia (COVID-19),
esforgos internacionais colaborativos sem precedentes tém permitido a ampla
disponibilizacdo de genomas sequenciados em diferentes provincias e paises, bem
como: (i) a investigagao da histéria evolutiva do virus, ajudando a inferir sua origem
natural zoondtica ou artificial a partir da comparacao com isolados proximamente

relacionados de outros animais selvagens (ANDERSEN et al., 2020; WORLD

25 Variagdes na composigao genética de um individuo.
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HEALTH ORGANIZATION, 2021c); (ii) o estudo estrutural e funcional do receptor
hACE2 responsavel pela facilitacdo da entrada do virus a célula hospedeira em
humanos em relacdo a outros animais, a fim de verificar se o virus é capaz de
transpor a barreira e infectar diferentes espécies mais facilmente (KIM et al., 2020;
MUNNINK et al.,, 2021; ORESHKOVA et al., 2020; SHI et al., 2020); (iii) a
compreensdo do espalhamento viral em nivel local, regional, nacional e
internacional (MULLEN et al., 2021a; RAMBAUT et al., 2020a); (iv) entre outros
estudos para compreender mudancas na transmissibilidade, na viruléncia®® e na
resposta as vacinas pelas novas variantes de interesse (VOIS) e preocupacédo
(VOCs) (ALTMANN; BOYTON; BEALE, 2021; DAVIES et al., 2021; GREANEY et

al., 2021; MCCORMICK; JACOBS; MELLORS, 2021; WEISBLUM et al., 2020).

1.5. EVOLUCAO MOLECULAR

A evolucao é uma teoria que postula que os organismos mudam ao longo do
tempo, de modo que os descendentes diferem estrutural e funcionalmente de seus
ancestrais, uma vez que herdam caracteristicas morfolégicas?’ e fisioldgicas®®
destes (DARWIN, 1859). Existem trés mecanismos principais pelos quais a
evolugao pode ocorrer: (i) a existéncia de condi¢des de crescimento que afetam o
desenvolvimento (i.e., fatores ambientais e doencas infecciosas); (ii) 0 mecanismo
de reproducdo sexual que assegura a mudanca de uma geragao para outra,

formando uma combinacao Unica a partir dos cromossomos de dois genitores; e (iii)

26 A relativa infecciosidade ou quantificacdo da patogenicidade de um microrganismo causador de
doencas.

27 Caracteristicas que definem a forma do organismo.
28 Referente as funcdes organicas de um organismo ou aos processos quem o mantém vivo.
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a mutacéo seguida de selecéo e a deriva genética®® que podem produzir mudancas
nos genes e nos cromossomos (SIMPSON; SIMPSON, 1949).

A teoria da evolucdo de Darwin sugere que, em nivel fenotipico®®, sdo
selecionados tracos em uma populacdo que aumentam a sobrevivéncia (selecéo
positiva), enquanto tracos que reduzem a aptidao (fithess) ndo sédo selecionados
(selecao negativa ou purificadora) (DARWIN, 1859).

Um ponto de vista evolutivo convencional considera que as sele¢des positiva
e negativa também operam sob as sequéncias de DNA. Portanto, para avaliar se a
selecédo ocorreu nas sequéncias analisadas, pressupde-se que a porcao de DNA
que codifica uma proteina pode ter substituicbes tanto sinbnimas quanto nao-
sindnimas. Para uma mudanca de nucleotideo em um determinado c6don3!, uma
substituicdo sinbnima ndo altera o aminoacido que é codificado, enquanto uma
substituicdo ndo-sindbnima o modifica. Consequentemente, a razdo das taxas de
substituicdo ndo-sinbnima (dN) versus substituicdo sinbnima (dS) pode revelar
evidéncias de selecao positiva ou negativa. Se dS for maior que dN, considera-se
gue a sequéncia esta sob selecdo negativa, do contrario esta sob selecao positiva
(NEI; GOJOBORI, 1986).

Por outro lado, Kimura propds um modelo diferente para explicar a evolu¢ao
em nivel de DNA. Nesta teoria, denominada teoria neutralista, a maioria das
substituicdes de DNA observadas deve ser neutra (ou quase neutra) e a principal

causa da variabilidade em nivel molecular é a deriva genética. Portanto, sob esse

2% Mudanca na frequéncia dos alelos que ocorre, diferentemente da selecdo natural, de maneira
aleatoria.

30 Manifestacéo visivel ou detectavel de um genétipo, ou seja, conjunto de caracteristicas
observaveis de um organismo, incluindo caracteristicas morfologicas e fisioldgicas.

31 Sequéncia de trés bases nitrogenadas consecutivas do RNA mensageiro que especifica o
aminoacido a ser codificado durante a sintese de proteinas de uma célula.
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modelo se considera que a maioria das muta¢cdes ndo-sindbnimas sédo deletérias,
nao sendo observadas como substituicbes na populacdo, bem como a selecao
positiva tem um papel limitado (KIMURA, 1983).

Os métodos de maxima verossimilhanca tém sido comumente usados para
estimar dN e dS entre sequéncias. Nesse caso, um modelo de substituicdo de
cédon (semelhante ao modelo de substituicdo de nucleotideos) que inclui um
parametro (w), especificando a proporcdo de substituicdes n&o-sinbnimas em
relacdo a sinbnimas, permitindo estimar os parametros do modelo por meio da
maximizacdo da funcéo de verossimilhanca (GOLDMAN; YANG, 1994).

Contudo, tal modelo simples que assume uma pressao seletiva uniforme
(dN/dS) sobre todas as linhagens da filogenia é biologicamente irrealista, uma vez
gue algumas pressdes seletivas sao exercidas apenas episodicamente sobre a
populacdo (e. g., de virus) durante um determinado periodo de sua historia
evolutiva. Para lidar com a complexidade crescente dos processos evolutivos,
modelos de codon ligeiramente mais complexos foram projetados para acomodar
as pressoes seletivas variaveis que sdo evidentes em diferentes linhagens (LAM,;
HON; TANG, 2010). Estes foram implementados, por exemplo, nas ferramentas

HyPhy (POND; FROST; MUSE, 2005) (Figura 4) e PAML (YANG, 2007).
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Figura 4. O dN/dS para cada codon do gene Hemaglutinina (HA) do virus da influenza humana A
(H3N2) (n = 100) estimado usando HYPHY. Embora a razao geral dN/dS do gene seja 0,20 (IC 95%
= 0,18-0,23) indicando selecdo purificadora, alguns cédons dentro do gene HA, como mostrado
pelas barras superiores (vermelhas), ttm uma razao dN/dS > 1 (eixo y no grafico). O painel superior
mostra a estrutura do gene HA do virus da influenza humana A (H3N2), de modo que apenas regifes
parciais do peptideo sinal e HA2 foram incluidas devido a remocé&o de algumas colunas com gaps
no alinhamento.

Fonte: Adaptado de LAM, HON & TANG (2010).

1.6. GENOMICA COMPARATIVA E FILOGENETICA

Nos ultimos anos, pesquisadores tém usado varios métodos para alinhar e
comparar 0s genomas sequenciados visando responder questdes importantes
sobre a funcdo e evolugcdo dos organismos, area que ficou conhecida como
gendmica comparativa (MILLER et al., 2004). Quando consideramos uma proteina
(ou gene), uma das questbes mais fundamentais é quais sdo as outras proteinas
relacionadas. Essas sequéncias bioldgicas muitas vezes formam familias de genes
derivados de ancestral comum (homdélogos), podendo ser genes relacionados
dentro de um organismo resultantes de duplicacdo génica (paralogos) ou genes em
espécies diferentes gerados por eventos de especiacdo (ortdlogos) (PEVSNER,
2015).

Acredita-se que genes homoélogos séo relativamente conservados ao longo
da evolucéo, enquanto regiées ndo codificadoras tendem a mostrar graus variaveis
de conservacdo. Desta forma, a andlise comparativa de Vvarios genomas
filogeneticamente diversos pode fornecer pistas sobre as pressdes seletivas que
governam o agrupamento de genes e oferecer insights sobre seus mecanismos de
evolugdo. Por outro lado, comparacbes gendmicas de espécies intimamente

relacionadas também podem ajudar a determinar a base genética para a variagao
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fenotipica observada, revelando regides especificas (assinaturas) mais suscetiveis
a variacdo molecular (CHAIN et al., 2003).

Com o objetivo de estudar essas mudancas nos genes e proteinas ao longo
dos diferentes ramos da arvore da vida e reconstruir a historia evolutiva das
espécies, sdo realizadas analises filogenéticas. Historicamente, foram baseadas
em caracteristicas facilmente observaveis, como a presenca ou auséncia de asas
ou de medula espinhal. Recentemente, essas andlises também se baseiam em
dados de sequéncias moleculares de DNA, RNA e proteinas. O fluxo de trabalho
envolvido nas analises filogenéticas moleculares pode ser dividido em cinco etapas:
(i) selecdo de sequéncias homologas para andlise, (ii) alinhamento multiplo das
sequéncias de interesse, (iii) escolha do método e da ferramenta de inferéncia
filogenética, (iv) especificacdo de um modelo evolutivo, e (v) avaliacdo das
filogenias geradas (PEVSNER, 2015).

Apbs a escolha das sequéncias homadlogas de interesse, pode ser realizado
o alinhamento multiplo de sequéncias, que consiste em parear uma colecéo de trés
ou mais sequéncias parcial ou completamente. Para a realizagéo do alinhamento,
geralmente sdo consideradas cinco abordagens algoritmicas: (i) métodos exatos
(NEEDLEMAN; WUNSCH, 1970), (ii) alinhamento progressivo, implementado no
programa ClustalW (FENG; DOOLITTLE, 1987), (iii) abordagens iterativas,
implantadas em MAFFT, PRALINE, IterAlign e MUSCLE (EDGAR, 2004), (iv)
métodos baseados em consisténcia, implementados em MAFFT, ProbCons e T-
Coffee (NOTREDAME; HIGGINS; HERINGA, 2000), e (v) métodos baseados em
estrutura que incluem informacdes sobre uma ou mais estruturas proteicas

tridimensionais conhecidas para facilitar a criacdo de um alinhamento de
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sequéncias multiplas (ARMOUGOM et al., 2006). Atualmente, as abordagens (iii) e
(iv) sdo as mais utilizadas por sua maior velocidade e robustez metodoldgica. Em
geral, MUSCLE e MAFFT sao consideradas as ferramentas mais rapidas e precisas
e, portanto, mais indicadas para o alinhamento de grandes nimeros de sequéncias
proximamente relacionadas (PEVSNER, 2015).

Ha muitas maneiras de se construir uma arvore filogenética, mas
consideraremos quatro meétodos principais: (i) métodos baseados em distancia:
comecam analisando alinhamentos em pares das sequéncias e simplesmente
usam as distancias genéticas para inferir a relacdo entre todos os taxa
(FELSENSTEIN, 1984); (i) maxima parcimbnia (MP): método baseado em
caracteres no qual colunas de residuos sdo analisadas no alinhamento multiplo
para identificar a arvore com o menor comprimento total de ramos possivel
(CZELUSNIAK et al.,, 1990); (iii) méxima verossimilhanca (ML): abordagem
estatistica baseadas em modelos, projetada para determinar a topologia da arvore
e comprimentos de ramos que tém a maior probabilidade de produzir o conjunto de
dados observados, a partir do célculo da verossimilhanca para cada residuo em um
alinhamento com a especificagdo de um modelo evolutivo (FELSENSTEIN, 1981);
(iv) inferéncia Bayesiana: abordagem estatistica para modelagem da incerteza em
modelos complexos, a qual calcula a probabilidade dos dados fornecidos pelo
modelo (P(dados|modelo)), ou seja, busca a probabilidade condicional de uma
arvore em relacdo aos dados fornecidos (HUELSENBECK et al., 2001). Cada um
destes métodos possui inUmeras ferramentas que os implementam (Tabela 2).

As analises filogenéticas também dependem de modelos de substituicdo de

nucleotideos ou aminoacidos, os quais podem ser implicitos ou explicitos. Para
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Tabela 2. Principais funcionalidades de algumas das ferramentas de inferéncia filogenética

mais utilizadas

Ferramenta Classificacao e funcionalidade

Link do software

BEAST

GARLI

HYPHY

IQ-TREE

MEGA

MrBayes

PAUP

PHYLIP

PhyML

RAXML

Realiza inferéncia Bayesiana baseada em MCMC
utilizando modelos de reldgio molecular e
permitindo a inferéncia de processos
filogeograficos e filodindmicos

Utiliza algoritmos genéticos para buscar por
arvores com ML

Gera modelos de evolucdo molecular utilizando
ML, em particular para inferéncias de selecéo
natural

Possui um algoritmo rapido e estocastico para
inferir filogenias com ML, incluindo um método de
selec@o de modelos evolutivos que testa
rapidamente > 200 modelos

Inclui métodos de distancia, MP e ML em interface
gréafica

Realiza inferéncia Bayesiana baseada em MCMC
para estimar a distribuicdo a posteriori dos
parametros do modelo

Inclui métodos de distancia, MP e ML

Inclui métodos de distancia, MP e ML

Programa rapido que realiza inferéncia por ML

Programa rapido que realiza inferéncia por ML
utilizando modelo GTR

http://beast.community/

https://code.google.com/archiv
elpl/garli/

http://www.hyphy.org/

http://www.igtree.org/

https://www.megasoftware.net/

http://nbisweden.qgithub.io/MrBa
yes/

https://paup.phylosolutions.com
/

http://evolution.gs.washington.e
du/phylip.html

http://www.atgc-
montpellier.fr/phyml/

https://cme.h-
its.org/exelixis/web/software/ra

xml/

Abreviacfes. GTR: General time reversible; MCMC: Markov chain Monte Carlo.
Fonte: Adaptado de YANG & RANNALA (2012).

métodos baseados em distancia e para a maxima parciménia, sdo utilizados

modelos de substituicdo implicitos, baseados no nimero de alteracdes entre os

pares de sequéncias e 0 menor comprimento de ramos possivel, respectivamente.

Para a maxima verossimilhanga e abordagens Bayesianas, modelos estatisticos


http://beast.community/
https://code.google.com/archive/p/garli/
https://code.google.com/archive/p/garli/
http://www.hyphy.org/
http://www.iqtree.org/
https://www.megasoftware.net/
http://nbisweden.github.io/MrBayes/
http://nbisweden.github.io/MrBayes/
https://paup.phylosolutions.com/
https://paup.phylosolutions.com/
http://evolution.gs.washington.edu/phylip.html
http://evolution.gs.washington.edu/phylip.html
http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/
http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/
https://cme.h-its.org/exelixis/web/software/raxml/
https://cme.h-its.org/exelixis/web/software/raxml/
https://cme.h-its.org/exelixis/web/software/raxml/
https://www.zotero.org/google-docs/?YGjMrI

42

explicitos sdo aplicados a caracteres individuais (residuos) a fim de estimar a
topologia®®> mais provavel, bem como outros parametros, tais como taxas de
substituicdo ao longo de ramos individuais (PEVSNER, 2015).

Os modelos evolutivos, portanto, descrevem a probabilidade de que cada
nucleotideo (ou aminoacido) mude para outro. Os mais conhecidos séo: (i) Jukes-
Cantor (JC69): possui um parametro, assumindo que todas as mutagdes tém as
mesmas probabilidades (JUKES; CANTOR, 1969) (Figura 5a); (ii) Kimura-2P (K80):
possui dois parametros, permitindo diferentes taxas para transicbes®® e
transversdes®* e contabilizando com maior fidedignidade a probabilidade de
transversdes causarem mutacdes nao-sinbnimas nas regides codificadoras de
proteinas (KIMURA, 1980) (Figura 5b); (iii) Tamura: estende o modelo de dois
parametros de Kimura para ajustar o conteido de guanina e citosina (GC) das
sequéncias de DNA (TAMURA, 1992) (Figura 5c). Contudo, tais modelos
representam simplificacdes importantes do processo evolutivo, de modo que
modelos como General Time Reversible (GTR) (TAVARE, 1986) com oito
parametros livres e Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) (HASEGAWA; KISHINO;
YANO, 1985) com quatro parametros podem ser mais apropriados e flexiveis, uma
vez que permitem desigualdades nas frequéncias de bases.

Para a avaliacdo das filogenias geradas, os principais critérios utilizados séo:

consisténcia, eficiéncia e robustez (HILLIS, 1995). A abordagem mais comum € a

32 A forma como os nés (pontos de unido entre os ramos ou pontos de divergéncia) se relacionam
entre si em uma arvore filogenética.

33 Tipo de substituicdo de base na qual uma base nitrogenada é alterada para a outra base da
mesma classe. Ou seja, as purinas podem trocar umas com as outras (A - G e vice-versa). Por
outro lado, as pirimidinas podem trocar entre si (C > T e vice-versa).

34 Qutro tipo de substituicdo em que ha alteracdo para uma base de outra classe. Ou seja, as purinas
convertem-se em pirimidinas e as pirimidinas convertem-se em purinas.
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Figura 5. Exemplos de modelos de substituicdo de nucleotideos. (a) O modelo JC69 assume que
cada residuo de nucleotideo tem a mesma probabilidade de mudar para qualquer dos outros trés
residuos e que as quatro bases estdo presentes em proporcdes iguais. (b) O modelo K80 permite
diferentes taxas para transicfes e transversdes. (¢) No modelo de Tamura, um modelo mais

complexo, existem parametros distintos para diferentes substituicBes de nucleotideos e tais

parametros sdo direcionais (e.g., a taxa de mudanga de T - C difere da taxa de C — T).

Fonte: PEVSNER (2009).

analise de bootstrapping, a qual avalia a robustez da topologia das arvores. Nessa
técnica, o programa: (i) cria um conjunto de dados artificial do mesmo tamanho do
conjunto de dados original (por reamostragem), escolhendo aleatoriamente colunas
do alinhamento multiplo; (ii) estima a arvore filogenética usando o mesmo método
de inferéncia para cada uma das replicatas (bootstrap); (iii) as arvores bootstrap
sdo entdo comparadas as arvores originais inferidas, de modo que se obtém a
frequéncia com que cada clado®® é observado na arvore original. Sendo assim, esta
métrica permite inferir margens de erros com base em uma distribuicdo
desconhecida da qual foram extraidos os dados (FELSENSTEIN, 1985).

A genbmica comparativa e a filogenética tém sido utilizadas para a analise
genética de virus endémicos, permitindo estudos que compreendessem a

epidemiologia e dinamica de transmissao do virus da imunodeficiéncia humana

35 Grupo de organismos originados a partir de um Unico ancestral comum exclusivo.
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(HIV) (HEMELAAR et al., 2011; LEWIS et al., 2008), as origens e posterior evolu¢cao
de sindromes respiratérias agudas graves (SARS e MERS) (ANDERSON et al.,
2004; COTTEN et al., 2013; DUDAS et al., 2018; RUAN et al., 2003), bem como as
origens, a evolucdo e a sazonalidade dos virus da gripe (KOELLE et al., 2006;

SMITH et al., 2009).

1.7. FILODINAMICA

Os genomas virais podem ser estudados de varias maneiras, incluindo a
analise das taxas evolutivas de virus de RNA em rapida evolucgédo, a identificacao
de mutacdes resistentes e vacinas e terapias, bem como a reconstrucdo da
filogenia de linhagens de virus estreitamente relacionadas para identificar e ligar
epidemiologicamente os pacientes infectados em um surto ou evento de
transmissao (LAM; HON; TANG, 2010).

Para a inferéncia das rela¢des evolutivas, temporais e geograficas existentes
entre 0s organismos, as analises filogenéticas devem considerar algumas teorias e
pressupostos evolutivos importantes. O primeiro deles é o conceito de relégio
molecular, o qual assume que para cada gene (ou proteina), a taxa de evolucao
molecular é aproximadamente constante (MARGOLIASH, 1963; ZUCKERKANDL,;
PAULING, 1962). Uma vez que as sequéncias de &cidos nucleicos e proteinas
evoluem a taxas constantes, entao elas podem ser utilizadas para estimar o tempo
pelo qual tais sequéncias divergiram (PEVSNER, 2015). Evidentemente, algumas
excecdes a esta teoria existem, tal como a existéncia de variagdo na taxa de
evolugcdo de alguns organismos, como os virus. Para estes casos particulares,

existem metodos estatisticos que realizam a datacdo da arvore relaxando a
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hipotese do reldgio molecular e permitindo que cada ramo da filogenia tenha sua
propria taxa de substituicio (DRUMMOND et al., 2006).

A disponibilidade de dados genbmicos em nivel de espécie oferece
oportunidades sem precedentes para responder questdes evolutivas emergentes.
Quando integradas com dados gendmicos, informacBes demograficas e
geograficas fornecem pistas sobre a evolugdo dos organismos, incluindo sua
disperséo regional e o entendimento de eventos evolutivos como especiagéo,
radiagdo adaptativa e extincdo (BERMINGHAM; MORITZ, 1998; KNOWLES,
2009). Para tratar desta integracéo entre dados filogenéticos e geograficos, surgiu
o conceito de filodindmica, que consiste na analise estatistica de dados
populacionais de espécies intimamente relacionadas para inferir parametros e
processos populacionais tais como tamanho populacional efetivo3®, padrdes e taxas
de crescimento, migracdo e transmissdo (YANG; RANNALA, 2012). Portanto, €
considerada uma ponte que liga o0 estudo dos processos micro e
macroevolucionarios (BERMINGHAM; MORITZ, 1998).

Embora estudos epidemiologicos prevejam que alguns organismos (e.g.,
virus de RNA) tém ancestrais que datam de milénios, as populacdes virais
atualmente em circulagdo possuem um ancestral muito mais recente, indicando a
continua rotatividade de linhagens (HOLMES, 2008). Nesse sentido, o estudo da
filodindmica e evolucdo viral permite esclarecer tépicos importantes da
epidemiologia de doencas infecciosas, tanto (i) na predicdo de quais novas

infeccbes irdo ocorrer; (i) quais serdo seus reservatorios; (iii) e em que locais

36 Numero de individuos em uma populacdo que contribuem com descendentes para a proxima
geracéo.



46

surgirdo e se propagardo nas populacdes humanas (KILPATRICK et al., 2006);
guanto no manejo de doencas em andamento, como a COVID-19.

Uma vez que os virus se disseminam e infectam humanos, a demografia das
populacbes humanas tem um papel importante na variagdo genética das
populacdes virais. Sendo assim, padrdes de variacdo genética viral sdo afetados
tanto pela selegcédo natural atuando sobre os genomas virais, quanto pela rapidez
com que a transmissdo ocorre e pelas medidas adotadas para conté-la (VOLZ;
KOELLE; BEDFORD, 2013). Portanto, tais padrdes espaciais de dispersdo podem
ser recuperados por meio de andlises filodindmicas. O principio basico da
abordagem filodinAmica € que processos epidemiolégicos como taxas de
crescimento/declinio populacional e sele¢do natural estdo implicitamente escritos
em sequéncias gendmicas e podem ser recuperados usando um conjunto de
técnicas filogenéticas (HOLMES, 2008). Desde o surgimento do termo em 2004
(GRENFELL et al.,, 2004), a pesquisa relacionada a filodinamica viral tem se
concentrado na dindmica de transmissdo de epidemias e pandemias, visando
esclarecer como essas dinamicas impactam a variacédo genética viral e vice-versa
(VOLZ; KOELLE; BEDFORD, 2013).

A unidade matematica mais fundamental da epidemiologia de doencas
infecciosas é o nimero basico de reproducdo (Ro), definido como o nimero de
casos secundarios produzidos quando um patégeno € introduzido em uma

populacéo suscetivel (DIEKMANN; HEESTERBEEK; METZ, 1990). Outro conceito,

relacionado a genética de populacdes®’, chamado de teoria coalescente, é muito

37 Area da biologia que estuda a composicdo genética das populagées e as mudancgas nesta
composicao que resultam da influéncia de varios fatores (tamanho da populacéo, mutacéo, deriva
genética, sele¢do natural, diversidade ambiental, migracao, etc.)
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importante em estudos filodinAmicos. O objetivo da teoria coalescente é inferir
processos evolutivos chave a partir da distribuicdo de eventos de ramificacdo em
arvores filogenéticas de isolados de uma Unica espécie (KINGMAN, 1982),
permitindo a estimativa de Ro e a datagéo dos eventos de ramificagdo diretamente
a partir de dados de sequéncias genéticas e fornecendo uma ligacao natural entre
a analise evolutiva das sequéncias gendmicas e a epidemiologia das doencas
infecciosas (GRENFELL et al., 2004; PYBUS et al., 2001). A rapida taxa de
evolucao dos virus permite que modelos de rel6gio molecular sejam estimados a
partir de sequéncias genéticas, fornecendo assim uma taxa anual de evolugéo do
virus, a qual permite a inferéncia da data do ancestral comum mais recentes3®
(MRCA) para um conjunto de sequéncias (VOLZ; KOELLE; BEDFORD, 2013)

A maioria das analises filodinAmicas comeca com a reconstru¢cao de uma
arvore filogenética. Como mudltiplas sequéncias genéticas sdo frequentemente
amostradas em multiplos pontos no tempo, podem-se estimar as taxas de
substituicdo e o tempo do MRCA utilizando um modelo de relégio molecular e
algoritmos Bayesianos baseados em Markov Chain Monte Carlo (MCMC) que
incorporam e quantificam as incertezas do modelo estimado (DRUMMOND et al.,
2002).

A filogeografia se refere a estimativa de taxas de movimentacdo de
linhagens virais entre localizacdes geogréaficas e a reconstrucdo das localidades
das linhagens ancestrais. Convenientemente, estas variaveis podem ser estimadas
utilizando modelos de cadeias de Markov semelhantes aqueles que modelam

substituicbes de bases. Isso € possivel porque a localizacdo geografica é tratada

38 Individuo mais recente do qual todos os organismos de um grupo descendem diretamente.
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como um estado de caracter (discreto ou continuo), permitindo que a mesma possa
ser usada para inferir matrizes de transicdo geografica (LEMEY et al., 2009). O
resultado final é usualmente uma taxa, medida em termos de anos ou de
substituicdes de nucleotideos por sitio, que uma linhagem de uma regido se
desloca para outra regido ao longo do curso da arvore filogenética (Figura 6). Em
uma rede de transmissdo geogréfica, algumas regides/paises podem apresentar
clusters de transmissdo, enquanto outras regidbes podem estar mais isoladas
(VOLZ; KOELLE; BEDFORD, 2013).

Por exemplo, em um estudo que caracterizou 0s quatro principais sorotipos
circulantes do virus da dengue de diferentes regides das Américas, foi possivel
investigar fatores que influenciam a taxa e intensidade da transmissao deste virus,
elucidando sua dinamica espaco-temporal. Foram realizadas analises Bayesianas
incorporando um modelo de reldgio relaxado com taxas de substituicdo ramo-
especificas e um conjunto de sequéncias temporal e geograficamente diversas
(ALLICOCK et al., 2012). Adicionalmente, baseado em um grande conjunto de
dados de 1.610 genomas (mais de 5% dos casos conhecidos), foi realizada a
reconstrucao espaco-temporal da evolucao e propagacao do virus Ebola durante a
epidemia na Africa Ocidental de 2013-2016 (Figura 7) (DUDAS et al., 2017). Ambas
analises foram implementadas utilizando o software BEAST (DRUMMOND;
RAMBAUT, 2007; SUCHARD et al., 2018), uma ferramenta que incorpora a
inferéncia da dinamica espacial e temporal das linhagens virais para visualizacao e
investigacdo de hipoteses filogeograficas utilizando inferéncia Bayesiana (LEMEY

et al., 2009).
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Figura 6. Principios dos métodos de reldgio molecular e filogeografia. (a) Filogenias moleculares
enraizadas podem ser estimadas a partir de sequéncias de genes ou genomas virais. Esta filogenia
ndo tem escala de tempo, portanto o comprimento do ramo representa a divergéncia genética do
ancestral (circulo preto) em substituices por sitio . (b) A mesma filogenia também pode ser
reconstruida usando um modelo de relégio molecular, que define uma relacdo entre distancia
genética e tempo. Nesse caso, as sequéncias foram amostradas em pontos de tempo conhecidos
e os ramos da filogenia tém comprimentos em unidades de anos, permitindo a estimativa da idade
dos eventos de ramificacdo. (c) Os dados filodinAmicos também podem demonstrar a evolugdo das
mutagfes ao longo do tempo. (d) Sequéncias virais também podem ser analisadas utilizando
filogeografia temporal. No exemplo, as nove sequéncias foram amostradas na Franca (verde, A), ho
Reino Unido (azul, B) e em dois locais na Espanha (vermelho, C1 e C2). Métodos estatisticos podem
ser usados para reconstruir o histérico de propagacéo de patdgenos, de modo que cada ramo seja
rotulado com sua posi¢do geografica estimada. (e) Os principios de analises coalescentes, que
incorporam um modelo explicito da populacdo amostrada. Cada circulo representa uma infec¢éo, e
os circulos na mesma linha ocorrem durante 0 mesmo periodo de tempo. A largura crescente de
cada fileira reflete o crescimento da epidemia ao longo do tempo. A partir das infec¢cdes amostradas
(vermelho), as linhagens amostradas (linhas pretas) podem ser rastreadas por meio de infec¢des
ndo amostradas (cinza) até o ancestral comum (circulo preto). A taxa na qual as linhagens
amostradas coalescem depende de processos populacionais como dindmica e estrutura
populacional e selecao natural.

Fonte: PYBUS & RAMBAUT (2009).
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Figura 7. Analise filogeogréfica e filodinamica da epidemia do virus Ebola na Africa Ocidental (2013-
2016), abrangendo a estimativa simultdnea dos dados de sequéncia e informacfes geograficas. Os
gréficos mostram uma fotografia do espalhamento geografico e uma arvore de credibilidade méxima
de clado (MCC) que sumariza os resultados de maior probabilidade posterior da inferéncia
Bayesiana.

Fonte: Adaptado de SUCHARD et al. (2018).

Portanto, o estudo da filodinAmica de uma doenga infecciosa a partir de
diferentes tipos de dados de uma série temporal de individuos infectados fornece
um meio de quantificar e compreender os processos ecoldgicos, imunolégicos e
epidemiologicos que impulsionam sua dindmica e evolucao, o que é determinante
para seu correto manejo e para a reducao do nimero de mortes que ocorrem

durante surtos, epidemias e pandemias (COBEY; KOELLE, 2008).

1.8. EVOLUCAO MOLECULAR DO SARS-COV-2
1.8.1. POSSIVEIS ORIGENS DO SARS-COV-2
Apesar dos esforgos colaborativos internacionais para a descoberta das

origens do SARS-CoV-2, ainda nao existem evidéncias suficientes para afirmar que
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tenha ocorrido um spillover®® direto de morcegos para humanos ou que algum
hospedeiro intermediario tenha transmitido o virus inicialmente para seres humanos
cruzando a barreira das espécies, como ocorreu com 0 SARS-CoV e 0o MERS-CoV.
A hip6tese de escape de um laboratério de virologia também permanece sendo
investigada, assim como a origem recombinante (LYTRAS; MACLEAN;
ROBERTSON, 2020) e a possivel transmisséo critica e adaptagdo em humanos
antes da deteccédo dos primeiros casos na China (ZHANG; HOLMES, 2020).

Uma revisdo sistemética publicada em 2001 identificou 1.415 espécies de
organismos infecciosos capazes de se tornarem patogénicos em humanos, sendo
217 (15,3%) virus ou prions. Importantemente, 132 (75%) das 175 espécies
patogénicas consideradas emergentes se transmitem de animais para humanos
(zoonoses) (TAYLOR; LATHAM; WOOLHOUSE, 2001).

Em um trabalho inicial, uma revisdo e andlise comparativa de dados
gendmicos de coronavirus forneceu uma visdo geral sobre as caracteristicas
notaveis do genoma do SARS-CoV-2 e discutiu cenarios pelos quais o virus poderia
ter emergido. Observou-se que (i) 0 SARS-CoV-2 parece ser otimizado para se ligar
ao receptor hACE2, (ii) que a proteina Spike tem um local de clivagem polibasico
funcional na juncdo S1/S2 com a insercdo de 12 nucleotideos, (iii) o RBD da
proteina Spike é a parte mais variavel do seu genoma. Dadas estas trés
caracteristicas, os autores propuseram dois cenarios: (1) sele¢cdo natural em um
hospedeiro animal antes da transferéncia zoonética; e (2) selecdo natural em

humanos apods a transferéncia zoonoética (ANDERSEN et al., 2020).

39 Transmissdo de um patdgeno de um animal vertebrado infectado para um humano rompendo a
barreira das espécies.
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Dada a semelhanca do SARS-CoV-2 com 0s coronavirus circulantes em
morcegos, é provavel que 0s morcegos serviram como reservatério para seu
progenitor. A diversidade de virus SARS-like em morcegos foi evidenciada em um
estudo no qual foram coletadas 411 amostras de morcegos na provincia de Yunnan
(China) de maio de 2019 a novembro de 2020. Foram recuperados 24 genomas
completos de coronavirus, incluindo quatro novos proximamente relacionados ao
SARS-CoV-2 e trés relacionados ao SARS-CoV. Destes, o0 RpYNO6 exibiu 94,5%
de identidade com o SARS-CoV-2 em todo o genoma e possuia a maior
similaridade dentre todos os coronavirus jA& amostrados nos genes ORFlab,
ORF7a, ORF8, N e ORF10. Uma modelagem ecoldgica estimou a coexisténcia de
até 23 espécies de morcegos Rhinolophus no Sudeste Asiatico e sul da China,
demonstrando que CoVs proximamente relacionados ao SARS-CoV-2 circulam em
espécies selvagens em uma ampla regido geografica (ZHOU et al., 2021). Essa
grande distribuicdo espacial e a necessidade de priorizacdo do Sudeste Asiatico
para esforcos de vigilancia de coronavirus no futuro foram reforcados apés a
identificacéo de virus relacionados ao SARS-CoV-2 em dois morcegos Rhinolophus
shameli no Camboja em estudo retrospectivo com amostras de 2010. Os CoVs
RshSTT182 e RshSTT200 apresentaram 92,6% de identidade nucleotidica ao
longo do genoma, a maior identidade ja registrada na regido de nsp4 a nsp8 na
ORF1ab, porém grande dissimilaridade*® na proteina S (DELAUNE et al., 2021).

Em outro estudo que avaliou as possiveis origens evolutivas da linhagem
gue deu origem a pandemia de COVID-19, observou-se que 0s virus pertencentes

ao subgénero Sarbecovirus passam por frequentes recombinagdes e exibem ampla

40 Diferenga significativa nos residuos de aminoacidos de ambos os organismos investigados.
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diversidade genética e espacial na China. Utilizando trés abordagens distintas, as
datas de divergéncia (MRCA) entre 0 SARS-CoV-2 e o seu possivel reservatério
em morcegos (RaTG13) foram estimadas em 1948 (1879-1999), 1969 (1930-2000)
e 1982 (1948-2009), indicando que a linhagem que deu origem ao SARS-CoV-2
tem circulado h& décadas nos morcegos sem ser notada (BONI et al., 2020). Muito
embora o isolado RaTG13 amostrado de Rhinolophus affinis tenha ~96% de
identidade ao SARS-CoV-2 (ZHOU et al., 2020b), sua Spike diverge no RBD, o que
sugere que pode nao se ligar eficientemente ao hACE2 (WAN et al., 2020). Por
estar associado a eventos de recombinacao, outros trés virus (RmYNO2, RpYNO6
e PrC31) sdo mais similares ao longo do genoma (particularmente ORFlab) e,
portanto, compartilham um ancestral comum mais recente com o0 SARS-CoV-2 em
relacdo ao RaTG13 (LYTRAS et al., 2021).

Em um esforco para compreender a diversidade de virus SARS-like em Laos
(peninsula da Indochina) foram capturados 645 morcegos pertencentes a seis
familias e 46 espécies. O estudo, disponibilizado em setembro de 2021,
demonstrou que trés genomas (BANAL-52, BANAL-102 e BANAL-236) possuem
alta similaridade ao SARS-CoV-2, com um a dois residuos diferindo no RBD
apenas. A sequéncia BANAL-52 possui a maior similaridade ao longo do genoma
identificada até o momento, possuindo alta conservac¢éo no dominio S1 (TEMMAM
et al., 2021).

A partir de uma andlise metagendmica*!' de amostras de 227 morcegos

coletadas na provincia de Yunnan (China), entre maio e outubro de 2019, um novo

41 Abordagem que engloba o sequenciamento de todo o material genético de uma amostra,
permitindo o estudo de genomas de microrganismos sem a necessidade de realizar cultivos
celulares individuais.
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CoV derivado de morcegos (RmYNOZ2) foi identificado. Apesar de possuir somente
93,3% de identidade nucleotidica com o SARS-CoV-2 no genoma completo e
97,2% de identidade na ORFl1ab, o RmYNO2 mostrou baixa identidade (61,3%) no
RBD, provavelmente ndo sendo capaz de se ligar a hACE2. Porém, apesar de nao
ser o progenitor imediato, esse CoV possui o sitio de clivagem de furinas#?
caracteristico do SARS-CoV-2, indicando que tais eventos de insercdo podem
ocorrer naturalmente em Betacoronavirus que infectam animais (ZHOU et al.,
2020a). Essa hipotese foi reforcada com a demonstracdo de que estes sitios de
clivagem localizados na jungdo S1/S2 sdo comuns e emergiram de modo
independente em multiplos coronavirus (WU; ZHAO, 2021), incluindo
Alphacoronavirus de felinos, MERS-CoV, HCoV-OC43, HCoV-HKU1 e HKU9-1
(HOLMES et al., 2021).

Em uma andlise metatranscriptomica*® na qual foram amostrados 1.725
animais de caca de 16 espécies e cinco ordens de mamiferos da China, foram
identificados 71 virus patogénicos em mamiferos, sendo 45 descritos pela primeira
vez. Dezoito deles foram considerados de alto risco potencial para humanos e
animais domeésticos, os quais foram principalmente carregados pelas civetas
(Paguma larvata). Adicionalmente, foram detectadas transmissdes do coronavirus
HKU8 de um morcego para uma civeta, assim como saltos de espécies de
morcegos para ouricos e de aves para porcos-espinhos. Portanto, estes dados
evidenciam o papel predominante dos animais selvagens para o surgimento de

doencas infecciosas nas populacdes humanas (HE et al., 2021).

42 Consiste em quatro aminoacidos PRRA codificados na proteina Spike, os quais séo clivados por
furinas, separando as por¢fes S1 e S2 e mediando a fusdo das membranas celulares e virais.

43 Técnica que utiliza sequenciamento completo e estuda a expressédo de genes de comunidades
microbianas complexas.
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Em marco de 2021, a OMS publicou um documento apoés investigacdes na
China de quatro possiveis fontes de emergéncia: (i) transmissao zoonotica direta
para humanos (spillover); (ii) introducdo por meio de um hospedeiro intermediario
seguido de spillover; (iii) introducdo por meio da cadeia de alimentos frios; e (iv)
introdugdo por meio de um incidente de laboratorio. Os pesquisadores
consideraram a probabilidade de cada um desses eventos dadas as evidéncias
prévias e levantadas no estudo, sendo (i) de possivel a provavel; (i) muito provavel;
(iii) possivel; e (v) extremamente improvavel (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2021c). Contudo, alguns especialistas em evolugcdo molecular argumentaram que
os dados publicados neste documento ndo traziam evidéncias conclusivas e
balanceadas para ambas as hip6teses (origem natural ou escape de laboratério),
de modo que consideraram as afirma¢des demasiadamente definitivas (BLOOM et
al., 2021).

ApGs tais argumentacgdes, um dos autores identificou um conjunto de dados
contendo 13 sequéncias do SARS-CoV-2 do inicio da epidemia de Wuhan que foi
excluido do Sequence Read Archive (BLOOM, 2021) e verificou que 0os genomas
do Mercado de Frutos do Mar de Huanan — uma das possiveis fontes de origem
do virus e o foco do relatério conjunto da OMS—, ndo sdo representativas de todos
0s SARS-CoV-2 circulantes em Wuhan no inicio da epidemia. Sendo assim, ha
duas identidades plausiveis para o progenitor de todos os SARS-CoV-2
conhecidos: uma é a proCoV2 (KUMAR et al., 2021) e outra € um dos novos
genomas que carrega trés mutacdes (C8782T, T28144C e C29095T) relativas ao
Wuhan-Hu-1 (usada como referéncia atualmente e isolada no Mercado de Huanan).

Mesmo ainda ndo respondendo as questdes sobre origem natural ou escape de
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laboratério, esses achados demonstram que tal remocdo de dados, apesar de
pratica comum e permitida, pode ter sido propositalmente realizada para esconder
pistas sobre o surgimento da doenca.

Mais recentemente, valendo-se de registros das vendas de animais
selvagens nos mercados de Wuhan entre maio de 2017 e novembro de 2019,
observou-se a venda de 47.381 individuos de 38 espécies, incluindo 31 espécies
protegidas. Além disso, demonstraram-se as méas condi¢cdes de higiene sob as
quais estes animais foram mantidos antes da venda. Contudo, a auséncia de
representacdo de pangolins nesse conjunto de dados sugere que os pangolins
dificilmente serviram como hospedeiros intermediarios do SARS-CoV-2 em sua
origem. Porém, a presenca de outros animais suscetiveis ao SARS-CoV-2, como
cades-guaxinim e minks ndo descarta a participacdo de algum hospedeiro
intermediario e a origem zoonética do virus (XIAO et al., 2021). Além disso, uma
andlise detalhada da diversidade do SARS-CoV-2 durante o inicio da pandemia
aponta para a presenca de erros de sequenciamento ou montagem de genomas
intermediarios entre as linhagens A e B devido a observacao repetida de pares de
genomas com homoplasias** improvaveis, o que pde em divida a presenca de
intermediarios entre tais linhagens e torna plausivel a transmisséo do virus para
humanos em mudltiplos mercados de Wuhan com cadeias de fornecimento
compartilhadas para venda de animais selvagens (PEKAR et al., 2021b).

Em uma revisdo critica sobre as teorias de origem natural (zoonética) e
escape de laboratorio escrita por alguns dos principais especialistas em biologia

evolutiva do mundo, sdo levantadas todas as evidéncias epidemiolégicas e

44 Mutagdes que ocorrem de modo independente em diferentes ramos da arvore filogenética.
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evolutivas disponiveis até o momento (HOLMES et al., 2021). Muito embora a
hipétese de manipulacdo proposital ou escape acidental ndo possam ser
completamente descartadas, a introducdo de caracteristicas complexas como
patogenicidade* ou transmissibilidade em um virus geralmente néo é viavel exceto
em sistemas muito limitados e bem caracterizados (GRONVALL, 2021). Além disso,
ndo héa associacdo dos primeiros casos a laboratérios de pesquisa de Wuhan, nem
evidéncias de que estes possuiam ou trabalhavam em um CoV semelhante ao
SARS-CoV-2 antes da pandemia que permitisse estudos de ganho de fungédo que
resultassem no causador da COVID-19. Portanto, o corpo de evidéncias sobre
coronavirus anteriores — incluindo o surgimento no mesmo periodo da SARS que
indica certo grau de sazonalidade nas infec¢cbes causadas por coronavirus
(GRONVALL, 2021)—, a associacao epidemiolégica aos mercados de venda de
animais, a ampla subamostragem de CoVs em morcegos e animais selvagens, bem
como a evolugao natural do SARS-CoV-2 durante a pandemia apontam para uma
origem natural (HOLMES et al., 2021; LYTRAS et al., 2021). Aléem disso, uma
investigagdo minuciosa dos primeiros casos em Wuhan demonstrou que a maioria
deles se concentrou em torno do mercado de Huanan — mesmo na auséncia de
contato direto por trabalho ou visita —, 0 que sugere que havia transmissao
comunitaria do SARS-CoV-2 em Wuhan em dezembro de 2019 antes mesmo de

sua deteccao e notificacdo as autoridades chinesas (WOROBEY, 2021).

45 Termo qualitativo relacionado a capacidade potencial de desencadear doencas.
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1.8.2. NOMENCLATURA DINAMICA E ACOMPANHAMENTO DO
ESPALHAMENTO VIRAL

Desde o sequenciamento do primeiro genoma do SARS-CoV-2 (ZHOU et
al., 2020b), esforcos internacionais sem precedentes de sequenciamento viral
permitiram a disponibilizacdo de cerca de sete milhdes de genomas do SARS-CoV-
2 no banco de dados Global initiative on sharing all influenza data (GISAID) até o
momento (SHU; MCCAULEY, 2017), que podem ser utilizados para estudos de
epidemiologia genémica que permitem acompanhar a histéria e a dinamica
evolutiva do SARS-CoV-2 ao longo do espaco e do tempo (RAMBAUT et al.,
2020a).

Para capturar a histéria evolutiva e o espalhamento geografico do SARS-
CoV-2 no mundo foi criada uma nomenclatura dindmica para classificacdo dos
isolados. Nesta abordagem, uma linhagem é um conjunto (cluster) de sequéncias
gue estdo associadas a um evento epidemioldgico, isto é, a introducéo (isto é,
importacéo) do virus em uma area geografica distinta com evidéncia de propagacao
posterior.

De um modo geral, os rétulos das principais linhagens comecam com uma
letra. Na raiz*® da filogenia do SARS-CoV-2 estdo duas linhagens que foram
denominadas A (sequéncia de 05 de janeiro de 2020: Wuhan/WH04/2020) e B
(representante de 26 de dezembro de 2019: Wuhan-Hu-1). Para as demais
linhagens descendentes da linhagem A ou B se atribui um valor numérico (por
exemplo, A.1 ou B.2), seguindo as seguintes condi¢des: (1) cada linhagem

descendente deve apresentar evidéncia filogenética de aparecimento em outra

46 Linhagem ancestral que deu origem a todos os organismos da arvore filogenética, sendo estimada
com base nas sequéncias observadas.
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populacdo geograficamente distinta, o que implica uma transmissao substancial.
Para mostrar evidéncia filogenética, a nova linhagem deve: (a) apresentar uma ou
mais substituicdes nucleotidicas compartilhadas da linhagem ancestral; (b) possuir,
pelo menos, cinco genomas com >95% do genoma sequenciado; (c) apresentar,
pelo menos, uma mudanca nucleotidica compartilhada entre seus genomas; e (d)
um valor de suporte (bootstrap) >70% para o ramo da arvore que leva a linhagem.
(2) as linhagens identificadas no passo 1 podem agir como ancestrais para
linhagens de virus que subsequentemente emergem em outras areas geogréficas
ou em momentos posteriores, desde que satisfagcam os critérios (a-d). Isto resulta
em uma nova designacéo de linhagem (por exemplo, A.1.1); (3) o procedimento
iterativo na etapa 2 pode proceder para um maximo de trés subniveis (por exemplo,
A.1.1.1), ap6s o qual as novas linhagens descendentes recebem uma letra (em
ordem alfabética inglesa de C), de modo que A.1.1.1.1 se tornaria C.1 e A.1.1.1.2
se tornaria C.2 (RAMBAUT et al., 2020a).

Portanto, essa nomenclatura é capaz de: (i) capturar padrdes locais e globais
de diversidade genética do virus de maneira coerente; (2) rastrear linhagens
emergentes a medida que se movem entre paises e populacdes dentro de cada
pais; (3) ser suficientemente robusta e flexivel para acomodar a nova diversidade
de virus a medida que ela é gerada; e (4) ser dindmica, de modo que possa
incorporar tanto o nascimento quanto a morte de linhagens virais ao longo do tempo
(RAMBAUT et al., 2020a). A atribuicdo das linhagens globais (PANGO lineages)
seguindo tal nomenclatura foi implementada no software pangolin

(https://github.com/cov-lineages/pangolin), que €& amplamente usado pela

comunidade cientifica para a classificacdo dos genomas recém sequenciados.


https://github.com/cov-lineages/pangolin
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Adicionalmente, o grupo responsavel disponibiliza uma pagina onde podem ser
feitos filtros por linhagem para obter os paises com maior frequéncia, a quantidade
de sequéncias atribuidas aquela linhagem, a data da primeira deteccao, entre

outros (https://cov-lineages.org/lineages.html).

Iniciativas como o Nextstrain (https://nextstrain.org/; (HADFIELD et al., 2018)

fornecem um fluxo padronizado e interativo para a interpretacdo e visualizacdo dos
resultados filogenéticos e filogeograficos, sendo diariamente atualizado e
gerenciado por um grupo ativo de pesquisadores e desenvolvedores. Diariamente,
sdo amostrados genomas representativos e construida uma arvore filogenética

global (https://nextstrain.org/ncov/global) e analises focadas nos continentes (por

exemplo, América do Sul: https://nextstrain.org/ncov/south-america). Além do

SARS-CoV-2, essa ferramenta também pode ser usada para a vigilancia genémica
de outros patdgenos, ja tendo sido aplicado aos virus Influenza, West Nile virus,
Zika virus, Ebolavirus, Dengue virus, entre outros.

A ferramenta CoV-GLUE (http://cov-glue.cvr.gla.ac.uk/#/replacement;

SINGER et al., 2020) permite o acompanhamento de substituicdes nao-sinbnimas,
insercoes e delegcdes nas sequéncias do SARS-CoV-2 depositadas no GISAID,
fornecendo uma interface interativa e a disponibilidade de varios filtros que
permitem a visualizacdo das mutacdes mais frequentes no mundo e em regides
especificas.

Uma étima ferramenta para acompanhar relatérios de mutacdes e linhagens
especificas € o outbreak.info (MULLEN et al., 2021a), que agrega a frequéncia

destas em diferentes paises ao longo do tempo e permite customizacdes para


https://cov-lineages.org/lineages.html
https://nextstrain.org/
https://nextstrain.org/ncov/global
https://nextstrain.org/ncov/south-america
http://cov-glue.cvr.gla.ac.uk/#/replacement
https://www.zotero.org/google-docs/?PFodfe
https://www.zotero.org/google-docs/?KcviP7
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investigacBes mais direcionadas. Também permite comparar as mutagdes comuns
e diferentes que definem as linhagens.

No Brasil, pesquisadores da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz)
disponibilizam alguns gréficos que mostram a quantidade de genomas
sequenciados no Brasil por més e por estado, a frequéncia das principais linhagens
no pais, nas regibes geograficas e nos estados, a quantidade de linhagens por

estado, entre outras informagdes (http://www.genomahcov.fiocruz.br/grafico/).

1.8.4. ESPALHAMENTO VIRAL NO TERRITORIO BRASILEIRO

No Brasil (Figura 8), o SARS-CoV-2 chegou oficialmente em 25 de fevereiro
de 2020, em um viajante que retornava da Itélia, e os primeiros esforcos foram
feitos tanto em nivel nacional quanto regional para caracterizar as introducdes
internacionais e a transmissao viral comunitéria nesta primeira onda epidémica.

A dindmica inicial de transmissédo do SARS-CoV-2 no territério brasileiro foi
investigada por meio do sequenciamento de 490 genomas amostrados de modo
proporcional ao niumero de casos por estado brasileiro até o final de abril de 2020.
Foi determinado que: (i) B.1.1 e linhagens derivadas foram predominantes no inicio
da pandemia; (ii) houve >100 introdugdes internacionais independentes no pais; (iii)
um movimento significativo do virus entre as regides brasileiras foi observado apés
restricdes de viagens internacionais; e (iv) medidas ndo-farmacol6gicas foram
capazes de reduzir o numero de reproducéo (Ro) de >3 para =1. Adicionalmente, a
maioria (76%) desses genomas brasileiros pertencia a trés clados que foram
introduzidos da Europa entre 22 de fevereiro e 11 de marco de 2020. O clado 1

circulava predominantemente no estado de Sao Paulo (n =159, 85,4%), enquanto


http://www.genomahcov.fiocruz.br/grafico/
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Estados do Brasil

Ra AC - Acre
AP AL - Alagoas
AP - Amapa
AM - Amazonas
BA - Bahia
AM PA MA CE - Ceard
CE RN DF - Distrito Federal
PB ES- E',pn.mo Santo
PE GO - Goias
AL MA - Maranhdo
SE MT - Mato Grosso
BA MS - Mato Grosso do Sul
MG - Minas Gerais
PA - Para
PB - Paraiba
PR - Parand
MG PE - Pernambuco
SP
R

P

ES Pl - Piaul

. RJ - Rio de Janeiro

. J RN - Rio Grande do Norte
I Regido Centro-Oeste ‘ RS - Rio Grande do Sul
RO - Ronddnia

RR - Roraima
SC - Santa Catarina

Regido Nordeste *
Regido Sudeste
I Regiao Sul SE - Sergipe
TO - Tocantins

Regido Norte

SP - Sio Paulo

Figura 8. Mapa do Brasil, evidenciando as cinco regides brasileiras e os 26 estados brasileiros
somados ao Distrito Federal.
Fonte: MUNDO EDUCACAO, 2021.

o clado 2 foi considerada a linhagem mais difundida espacialmente, representado
por sequéncias de 16 estados do Brasil. O clado 3, por outro lado, concentrou-se
no estado do Ceara (n=16, 89%), fazendo parte de um cluster*’ global composto
principalmente por sequéncias da Europa (CANDIDO et al., 2020b).

Em Pernambuco, no Nordeste brasileiro, 88% das 101 sequéncias foram
classificadas como linhagem B.1.1 e foram observados seis clados locais, com a
estimativa de, pelo menos, cinco eventos de importacao internacional (PAIVA et al.,

2020). Em Minas Gerais (Sudeste), 92,5% dos 40 genomas de marco de 2020

47 Conceito similar a clado, no qual é formado um grupo de sequéncias de diferentes pacientes que
compartilham um ancestral comum.
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pertenciam a linhagem B (principalmente B.1.1) e uma analise epidemioldgica
revelou que a distribuicdo de casos e mortes foi mais uniforme espacialmente,
enquanto em outros estados do Sudeste foi mais centralizada em torno das capitais
(XAVIER et al., 2020). No Amazonas, 250 genomas de diferentes municipios do
estado foram amostrados entre marco de 2020 e janeiro de 2021 e observou-se
gue a primeira fase de crescimento exponencial foi impulsionada, principalmente,
pela disseminagcdo da linhagem B.1.195, que foi gradualmente substituida pela
linhagem B.1.1.28 (NAVECA et al., 2021a).

Dentre os trés clados brasileiros relatados por CANDIDO et al. (2020), dois
deles se espalharam amplamente pelo Brasil, sendo denominados como linhagens
B.1.1.33 e B.1.1.28. Ap6s um amplo predominio destas linhagens por grande parte
do ano de 2020, as linhagens P.1 (FARIA et al., 2021; NAVECA et al., 2021) e P.2
(VOLOCH et al.,, 2021) — ambas derivadas de B.1.1.28 — substituiram-nas
rapidamente. A variante P.1 rapidamente foi classificada como uma VOC
(denominada Gama) devido a constelacdo de mutacdes na proteina Spike, bem
como sua associacdo a maiores cargas virais (NAVECA et al.,, 2021la),
transmissibilidade, evasao imune e letalidade (FARIA et al., 2021), suplantando
todas as demais linhagens no Brasil até meados de 2021. Durante este periodo,
também foram identificadas mais algumas novas linhagens no Brasil, como: P.4
(BITTAR et al., 2021) no interior de S&o Paulo, N.9 (RESENDE et al., 2021c) e N.10
(RESENDE et al., 2021b) majoritariamente no Norte e Nordeste e P.1.2 no Sudeste
(FRANCISCO JUNIOR et al., 2021b) e Sul (FRANCESCHI et al., 2021b) do pais,
entre outras; bem como foram detectadas VOCs importadas ao pais, como: B.1.1.7

(Alfa) (CLARO et al., 2021) a B.1.351 (Beta) (SLAVOV et al., 2021), e B.1.617.2
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(Delta) (LAMARCA et al., 2021a), a qual passou a predominar no Brasil juntamente

com suas sublinhagens em Agosto de 2021.

1.8.5. EMERGENCIA DE VARIANTES DE INTERESSE E PREOCUPACAO

A mutagdo é um aspecto comum no ciclo de vida de um virus de RNA. Como
estes virus empregam uma RNA polimerase intrinsecamente propensa a erros na
replicacdo, seus genomas acumulardo muta¢des durante cada ciclo de copia. Além
disso, estes ciclos ocorrem na ordem de horas, assegurando que uma populacéo
diversificada de virus serd gerada mesmo dentro de um Unico hospedeiro infectado.
Contudo, espera-se que a maioria das mutagbes tenha impacto negativo no
funcionamento do virus fazendo com que estas sejam removidas por selecdo
natural (GRUBAUGH; PETRONE; HOLMES, 2020). Sendo assim, embora uma
mutacdo (ou uma combinacdo delas) que muda a forma como um virus é
transmitido, sua patogenicidade, sua gama de hospedeiros® ou sua
antigenicidade*® possa aparecer prontamente em uma populacéo viral, ndo se
espalhara rapidamente, a menos que seja evolutivamente vantajosa (GRUBAUGH,;
PETRONE; HOLMES, 2020; HARVEY et al., 2021; PEACOCK et al., 2021b). O
espalhamento de mutacdes e variantes virais € governado por uma série de fatores,
incluindo processos demogréaficos, como crescimento populacional, expansao
geografica, efeitos fundadores®, deriva genética, bem como efeitos da selecéo

positiva em casos de aumento de transmissibilidade (VOLZ et al., 2021a).

48 Amplitude de organismos que um parasita é capaz de infectar.
49 A capacidade de induzir uma resposta imune.

50 Perda de variacdo genética que ocorre quando uma nova populagcdo é estabelecida por um
ndmero muito pequeno de individuos de uma populacdo maior.
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A diversidade limitada do SARS-CoV-2 relatada durante o ano de 2020 pode
ser parcialmente atribuida ao mecanismo de revisado durante a replicagdo do RNA
(proofreading) realizado por uma exoribonuclease presente no complexo néo-
estrutural (nsp10-nspl4), a qual aumenta significativamente a fidelidade na
incorporacdo de nucleotideos, mantendo a integridade do seu genoma
especialmente grande para virus de RNA (LIU et al., 2021b; MA et al., 2015;
OGANDO et al., 2020). Por este motivo, inicialmente foi postulado que as vacinas
baseadas em uma Unica sequéncia da proteina Spike, provavelmente, gerariam
protecdo imunoldgica para todas as variantes circulantes (DEARLOVE et al., 2020).

Porém, desde o final de 2020, algumas linhagens do SARS-CoV-2
emergiram, carregando principalmente mutacdes na glicoproteina Spike (S), que é
responsavel por mediar a interacdo com o receptor hACE2. Trata-se, portanto, do
principal alvo dos anticorpos neutralizantes (anti-SARS-CoV-2) e do
desenvolvimento de vacinas (WALLS et al.,, 2020). Atualmente, existem cinco
linhagens de maior preocupagdo mundial: B.1.1.7, B.1.351, P.1, B.1.617.2 e
B.1.1.529/BA.1. Para evitar a estigmatizacdo dos paises de origem e promover a
facilitacdo da comunicacao entre especialistas e publico leigo, foi criada pela OMS
uma nomenclatura baseada em letras gregas. Desta forma, as VOCs sao
chamadas Alfa, Beta, Gama, Delta e Omicron, respectivamente (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021d).

A primeira (Alfa) surgiu no Reino Unido em meados de setembro de 2020 e
se caracteriza por 14 substituicbes de aminoacidos de linhagem especifica e se
espalhou rapidamente pelo Reino Unido e pela Europa desde sua primeira aparicao

(RAMBAUT et al., 2020b). Duas substituicbes presentes nesta linhagem merecem
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atencéo especial: N501Y e P681H. O sitio 501, no qual ocorre a mutagdo de uma
asparagina para uma tirosina (N501Y), esta localizado na por¢cédo S1 do RBD e é
um dos quatro principais sitios de contato que interagem com hACEZ2, ja o sitio 681,
onde ocorre a substituicdo de uma prolina por uma histidina (P681H), € um dos
quatro sitios que compdem a inser¢ao que cria um sitio de clivagem de furinas entre
S1 e S2, que nao é encontrado nos coronavirus proximamente relacionados (XIA
et al., 2020).

A segunda variante (Beta), provavelmente, emergiu na Africa do Sul em
agosto de 2020 e abriga trés mutacdes principais no RBD: K417N, E484K e N501Y
(TEGALLY et al.,, 2021). Ainda em 2020, emergiu a terceira VOC (Gama),
denominada P.1. Esta € derivada da B.1.1.28 e foi identificada inicialmente em
japoneses que estavam em Manaus (estado do Amazonas, Brasil) e retornaram
infectados ao seu pais. Possui as mesmas trés mutacdes presentes no RBD da
linhagem primeiramente detectada na Africa do Sul, exceto pela substituicdo na
posicao 417, onde a lisina original (K) € substituida por uma treonina (T), em vez
de uma asparagina (N). Porém, seu surgimento foi independente das demais
linhagens (FARIA et al., 2021). Na primeira metade de 2021, a linhagem B.1.617.2,
primeiramente detectada na India, também foi caracterizada como VOC,
principalmente, por possuir uma constelacdo de mutacdes na proteina Spike
(especialmente L452R e P681R) (PEACOCK et al., 2021b), por seu amplo
espalhamento pelo mundo suplantando inclusive outras VOCs (MULLEN et al.,
2021b) e pela reduzida sensibilidade a anticorpos de individuos vacinados

(PLANAS et al., 2021b).
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Em novembro de 2021, a variante B.1.1.529/BA.1 (Omicron) foi identificada,
inicialmente, em paises com baixas taxas de vacinacdo (Africa do Sul e em
Botswana), sendo rapidamente associada ao aumento de casos nhessas
localidades. Além de mutac¢des na proteina S comuns a outras VOCs e VOIs, esta
possui muitas substituicdes adicionais (e. g., A67V, N211I, A212, G339D, S371L,
S373P, S375F, Q493R, G496S, Q498R, Y505H, T457K, N764K, entre outras). A
rapida identificac@o e caracterizacdo permitiram o acompanhamento em tempo real
de seu espalhamento globalmente. Até a metade de dezembro de 2021, foram
depositadas mais de 7 mil sequéncias de 67 paises no banco de dados GISAID.
Sendo assim, muito embora estudos ainda estejam em andamento, extrapola-se
gue se trata de uma variante mais transmissivel e capaz de evadir a resposta imune
devido as suas mutacdes e sua rapida difuséo, ja substituindo a variante Delta e se
tornando predominante mundialmente (KARIM; KARIM, 2021).

Além das cinco VOCs, linhagens como B.1.427/429 (Califérnia, EUA) (DENG
et al., 2021), B.1.526 (Nova lorque, EUA) (LASEK-NESSELQUIST et al., 2021a),
C.37 / Lambda (Peru), B.1.617 (india), B.1.621 / Mu (Colémbia) e P.2 (Brasil)
(VOLOCH et al, 2021) foram categorizadas como VOIs. O surgimento
independente destas linhagens (VOCs e VOIs) com substituicdes compartilhadas
— como K417N/T, L452R, E484K, D614G, N501Y, P681H/R (Figura 9) — sugere
processos evolutivos convergentes® e uma grande mudanca global nos padrdes
seletivos do SARS-CoV-2 ocorrendo desde o final de 2020 (FARIA et al., 2021,

MARTIN et al., 2021; RAMBAUT et al., 2020b; TEGALLY et al., 2021). Tais padrbes

51 Processo pelo qual organismos ndo intimamente relacionados (ndo monofiléticos), adquirem
independentemente caracteristicas semelhantes na necessidade de adaptagdo a ambientes
similares.
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Fonte: MULLEN et al. (2021c).


https://www.zotero.org/google-docs/?I1mQD8
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evolutivos virais podem comprometer a eficacia das campanhas de vacinagéo
mundiais iniciadas no final de 2020, mas que seguem ritmos diferentes conforme o
planejamento, os investimentos e a situa¢do da pandemia nos diferentes paises.
Apés estudos aprofundados com as mutagdes presentes especialmente em
VOCs (Tabela 3), ha evidéncias importantes da alteracdo da antigenicidade da
proteina Spike do SARS-CoV-2. Essas substituicbes e delecdes de aminoacidos
na proteina Spike que impactam a acdo dos anticorpos neutralizantes estéo
presentes em frequéncias significativas na populacao global do virus. Além disso,
h& evidéncias de variantes que exibem resisténcia a imunidade mediada por
anticorpos produzidos pelas vacinas. Como em geral tais variantes também estéo
associadas a maior transmissibilidade, observa-se um aumento preocupante em
sua frequéncia pelo mundo. Contudo, historicamente, a evolucéo da resisténcia as
vacinas normalmente ocorre mais lentamente e menos frequentemente do que a
evolugdo da resisténcia a medicamentos como 0s antimicrobianos, por exemplo
(KENNEDY; READ, 2017). Ainda assim, diante da reduzida eficacia das vacinas
frente as VOCs, os fabricantes devem preparar plataformas para uma possivel
atualizacdo das sequéncias utilizadas nas vacinas, acompanhando de perto as
mudancas genéticas e antigénicas na populacdo viral e 0os experimentos que

elucidam os impactos fenotipicos dessas mutacdes (HARVEY et al., 2021).
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Tabela 3. Principais caracteristicas moleculares, epidemiolégicas e clinicas das cinco VOCs melhor caracterizadas mundialmente

desde o inicio da pandemia

Linhagem PANGO B.1.1.7 B.1.351 P.1 B.1.617.2 B.1.1.529/BA.1
GRY (inicialmente
Clado GISAID GRI501Y.V1) GH/501Y.V2 GR/501Y.V3 G/452R.V3 GRA
Clado Nextstrain 201/S:501Y.V1 20H/S:501Y.V2 20J/S:501Y.vV3 21A/S:478K 21K/LIM
Nome OMS Alpha Beta Gamma Delta Omicron
Primeiras amostras Setembro 2020 Maio 2020 Novembro 2020 Outubro 2020 Novembro 2021
documentadas
Pais de origem provavel Reino Unido Africa do Sul Brasil india BOtSW‘?m?/ Hong Kong /
Africa do Sul
Paises com sequéncias 175 115 7 160 115

depositadas

Mutacbes-chave

Transmissibilidade
Evasao imune

Reducéo na efetividade
de vacinas*

ORFlab: del3675/3677 ORFlab: del3675/3677 ORFlab: del3675/3677
S: del69/70, del144/145, S: K417N, E484K, S: K417T, E484K,

N501Y, A570D, P681H N501Y N501Y
+++ + ++
— ++++ +++
+ +++ ++

S: del157/158, L452R,
T478K, P681R

+++

++

+++

>25 mutacdes
definidoras em S

++++

+++++

++++

Para transmissibilidade, evasao imune e efetividade das vacinas é feito um comparativo entre as cinco VOCs, de modo que aguela com mais sinais possui

efeitos mais significativos. Informacdes mais detalhadas sobre estes topicos serdo abordadas mais detalhadamente na discusséo.

Fonte: MULLEN et al. (2021a); OTOOLE et al. (2021).


https://www.zotero.org/google-docs/?3xKxJg
https://www.zotero.org/google-docs/?3xKxJg
https://www.zotero.org/google-docs/?3xKxJg

20

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Realizar anédlises genbmicas de amostras isoladas de SARS-CoV-2 a fim de
compreender a distribuicdo de mutacdes e linhagens virais em nivel municipal

(Esteio, Rio Grande do Sul [RS], Brasil), estadual (RS) e nacional (Brasil).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar anédlises mutacionais de variant calling a fim de identificar mutacdes
sofridas pelo virus durante a pandemia da COVID-19;

e Realizar andlises filogenéticas de maxima verossimilhanca em genomas de
SARS-CoV-2 para identificar clados bem-suportados;

e Realizar estudos filogeograficos e filodinAmicos Bayesianos dos genomas
de SARS-CoV-2, a fim de compreender os padrdes geogréficos e temporais
de disperséo local e sua relagdo com a disperséo regional, nacional e global
do virus;

e Discutir o impacto de mutacfes positivamente selecionadas para o fithess
viral, aumento de transmissibilidade e escape imunolégico frente a infec¢cédo

natural e vacinacao.
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3. CAPITULO |

O manuscrito que constitui este capitulo, intitulado “Genomic epidemiology
of SARS-CoV-2 in Esteio, Rio Grande do Sul, Brazil” objetivou acompanhar a
evolucdo molecular e a propagacdo do SARS-CoV-2 no municipio de Esteio (RS)
usando inferéncias filogenéticas e filodinamicas utilizando 21 novos genomas
amostrados entre maio e outubro de 2020 no contexto regional e global. Encontra-

se publicado na revista BMC Genomics (https://bmcgenomics.biomedcentral.com/),

com fator de impacto JCR 2021 = 3,969 e Qualis/CAPES = A2. O manuscrito e 0s
materiais suplementares estdo disponiveis na integra (Open access) no seguinte

link: https://bmcgenomics.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12864-021-07708-

w. Todas as andlises descritas ho manuscrito, assim como a sua redacao, foram
realizadas pelo aluno Vinicius Bonetti Franceschi, sendo os demais autores
responsaveis por colaboracdes na escrita ou andlises, bem como na sua orientacao
e obtencédo de fomento. Abaixo, todas as paginas do manuscrito publicado foram

anexadas para compor o Capitulo | da presente dissertacao.


https://bmcgenomics.biomedcentral.com/
https://bmcgenomics.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12864-021-07708-w
https://bmcgenomics.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12864-021-07708-w
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Background: Brazil is the third country most affected by Coronavirus disease-2019 (COVID-19), but viral evolution in
municipality resolution is still poorly understood in Brazil and it is crucial to understand the epidemiology of viral
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Background

In December 2019, the causative agent of Coronavirus
disease-2019 (COVID-19) pandemic named Severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2),
emerged in Wuhan, Hubei, China [1]. As of 28 April,
2021, there are 148.963.836 confirmed cases and 3.140.213
million deaths in 192 countries [2]. Unprecedented inter-
national efforts of viral sequencing have allowed the sub-
mission of ~ 1.3 million genomes in the Global Initiative on
Sharing All Influenza Data (GISAID) up to date [3], which
are now available for studies of genomic epidemiology to
follow the evolutionary history and dynamics of SARS-
CoV-2 through space and time. In this sense, some import-
ant studies were already conducted in highly-affected
countries, including USA [4-7], Italy [8], Netherlands [9],
Australia [10, 11], and Brazil [12-14].

By using a nomenclature developed to capture local
and global patterns of genetic diversity of the virus, two
main lineages (A and B) were identified, both originated
in Wuhan and with simultaneous spreading around the
world [15]. The dynamics of viral transmission in the
Brazilian territory was investigated through the sequen-
cing of ~500 genomes until the end of April, 2020. It
was determined that: (i) B.1 and derived lineages were
predominant at the beginning of the pandemic; (ii) > 100
independent international introductions occurred in the
country; (iii) a significant movement of the virus among
the Brazilian regions was observed after international
travel restrictions; and (iv) non-pharmacological mea-
sures were able to reduce the reproduction number (Rg)
from >4 to ~1 [12].

The genetic diversity of SARS-CoV-2 has been exten-
sively studied, evidencing the presence of recurrent
mutations such as S: D614G, S:E484K, S:N501Y across
the world [16-18], related to increased pathogenicity
and transmissibility (higher viral loads, increased replica-
tion on lung epithelial cells, and enhanced binding
affinity) [19-24]. Furthermore, the E484K mutation was
associated with immune evasion from neutralizing
antibodies produced in response to currently available
vaccines [25-27]. In addition to SARS-CoV-2 mutations,
co-infection with other pathogens (e. g. Staphylococcus
aureus, Haemophilus influenzae, rhinovirus/enterovirus,
respiratory syncytial virus, and seasonal coronaviruses)
may be associated with poor clinical outcomes, although
these rates appear to be limited [28-31].

The viral mutations are not the only factor affecting
the COVID-19 pathology and SARS-CoV-2 infectious
capacity. Human host factors such as: (i) rare genetic
variants governing interferon immunity [32], (ii) DNA
polymorphisms in key host factors (e. g. Angiotensin-
converting enzyme 2 [ACE2] and transmembrane
protease serine 2 [TMPRSS2]) [33, 34], (iii) heritage and
ethnicity [35], (iv) the presence of comorbidities
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(hypertension, diabetes, obesity, and immunological
diseases) [36, 37] were already associated to increased
disease severity, although more integrative studies are
still needed to identify the relative contribution of each
of these factors. By analyzing 27 candidate genes and
Human leukocyte antigen (HLA) alleles in 954 admixed
Brazilian exomes, 395 nonsynonymous variants were
found. Of these, six were previously associated with the
rate of infection or clinical prognosis of COVID-19. Sev-
enty were identified exclusively in the Brazilian sample,
and seven (10%) of these were predicted to affect protein
function using in silico analysis [38].

As of March 10, 2020, a 60-year-old man who had
been in Italy, became the first confirmed case in the
southernmost state of Brazil (Rio Grande do Sul - RS)
[39], which is the most populous state in the South
Region of Brazil and the fifth in the whole country (~
11.5 million inhabitants) [40]. As of April 28, 2021,
Brazil has ~ 9.7% of worldwide cases (~ 14.4 million) and
is the third worst-hit country [2]. The RS State reported
~ 956,030 cases and 24,458 deaths, with ~ 8% of cases
requiring hospitalization [39]. The municipality of
Esteio, located in the metropolitan region of RS capital,
reported 9272 cases (total population: 83,202) and 302
deaths [41]. As Esteio is a commuter town, many
workers move to and return from the state capital every
day. Importantly, the case fatality rate (CFR) in Esteio
(3.26%) was slightly higher compared to the RS state
(2.56%), and both are greater than previous CFR esti-
mates (~ 1%) [42, 43].

Thus, we aimed to characterize the main circulating
lineages in Esteio (RS, Brazil) and their relationship with
global, national and regional lineages using phylogenetics
and phylodynamics inference from 21 SARS-CoV-2 gen-
ome sequences, including the investigation of putative
viral mutations related to poor outcomes. Additionally,
due to our typical subtropical climate and therefore high
occurrence of respiratory infections, we investigated the
occurrence of co-infections with other viral pathogens in
these samples. The choice of a small municipality as the
target of this study was important since we could more
easily and precisely follow infected individuals, allowing a
more detailed surveillance on the spread of the virus and
detection of variability.

Results

SARS-CoV-2 genomes were obtained with an average
coverage depth of 1380.51x (median: 213.28x%, standard
deviation: 2296.16x) (Additional File 1). All consensus
genomes passed the quality control steps. Considering
the 21 samples (Table 1), 52.4% of the patients were
female and the mean age was 41.3 years (range: 19-72
years). The mean Cycle threshold (Ct) values was 16.12
(range: 12.53-19.94). None of the patients reported
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Table 1 Epidemiological data of the 21 sequenced samples from Esteio, RS, Brazil

GISAID Accession Ct value Collection month Age range Sex Clinical status Pangolin Lineage Nextstrain Clade
EPI_ISL_831678 16.15 May 2020 20-30 M Mild B.1.1.33 20B
EPI_ISL_831474 1648 June 2020 20-30 M Mild B.1.1.33 208
EPI_ISL_831645 16.72 June 2020 60+ M Moderate B.1.1.248 20B
EPI_ISL_831646 1645 June 2020 50-60 F Mild B.1.133 20B
EPI_ISL_831660 1553 June 2020 20-30 F Mild B.1.1.248 208
EPI_ISL_831681 16.72 July 2020 40-50 F Mild B.a.1 19A
EPI_ISL_831683 15.50 July 2020 30-40 F Moderate B.1.1.33 208
EPI_ISL_831685 16.65 July 2020 10-20 F Mild B.1.1.33 208
EPI_ISL_831688 15.52 July 2020 40-50 M Mild B.1.1.248 20B
EPI_ISL_831689 1437 August 2020 30-40 M Mild B.1.1.248 20B
EPI_ISL_831892 1512 August 2020 60+ M Mild B.1.1.33 20B
EPI_ISL_831898 14.14 August 2020 40-50 M Mild B.1.1.33 208
EPI_ISL_831913 1253 August 2020 30-40 B Mild B.1.1.49 20B
EPI_ISL_831938 1532 August 2020 50-60 M Mild B.1.1.248 20B
EPI_ISL_831939 15.58 September 2020 40-50 M Mild B.1.1 208
EPI_ISL_831940 17.10 September 2020 20-30 E Mild B.1.1.33 20B
EPI_ISL_832009 1499 September 2020 30-40 B Mild B.1.1.248 208
EPI_ISL_832010 1831 October 2020 20-30 F Mild B.1.1.248 20B
EPI_ISL_832011 1233 October 2020 40 M Mild B.1.1.248 20B
EPI_ISL_832012 19.94 October 2020 60+ F Mild B.1.1.33 208
EPI_ISL_832013 18.15 October 2020 40-50 F Mild B.1.1 208

All samples were nasopharyngeal swabs collected from patients of the municipality of Esteio. Sample ID Sample identifier; M Male; F Female

interstate or international travels. Regarding clinical sta-
tus, 90.5% of patients were classified as mild infection
and 9.5% as moderate.

Virome analysis

To investigate whether the severity of the infection pre-
sented by the patients could be linked to co-infection
with another respiratory viral pathogen, we analyzed the
viral composition of these samples. We found through
taxonomic classification at the level of nucleotides and
amino acids that none of the investigated patients had a
viral infection other than COVID-19. All samples had
high assignment (> 99%) to the Betacoronavirus genus.

SARS-CoV-2 mutations found in the patient samples and
lineages

The number of SNPs per genome ranged from 1 to 19
(mean: 12.8, median: 14.0) (Fig. 1a). All genomes were
different from each other. We identified 80 different
SNPs in the 21 genomes analyzed. Thirty two (40.0%) of
them were observed in more than one sample (Supple-
mentary Table 1). Of these, 18 (56.2%) were missense
(non-synonymous). High frequency (>5 genomes) mis-
sense mutations were observed in the following positions
(absolute nucleotide position: amino acid inside the gene):

ORFlab (C12053T: L3930F), Surface (S) glycoprotein
(A23403G: D614G; G25088T: V1176F), ORF6 (T27299C:
I33T), and Nucleocapsid (N) protein (GGG28881-28883
ACC: RG203-204KR; T29148C: 1292T) (Fig. 1b). A new
mutation in the Receptor Binding Domain (RBD) of the
spike protein (G23012A: E484) was found in two genomes
(9.5%) (GISAID IDs: EPI_ISL_832010 and EPI_ISL_
832013) from mid-October 2020. Since the municipality
of Esteio has a higher CFR (3.26) than the national CFR
(as the Brazilian states of Sio Paulo, Amazonas, Pernam-
buco, and Rio de Janeiro that were highly affected by the
pandemic) (Supplementary Table 2), it is possible that the
emergence of new viral mutations and lineages combined
with genetic factors in these populations [38, 44] are
partially associated with differential COVID-19 severity.
We were able to identify four different viral lineages,
all descendants of lineage B (Table 1). Two lineages as-
sociated with community-transmission in Brazil, B.1.1.33
(n=9; 42.9%) and B.1.1.248 (reassigned later to B.1.1.28)
(n=8; 38.1%) were the most prevalent. All B.1.1.33
sequences shared T27299C (ORF6:133T), GGG28881-
28883AAC (N:RG203-204KR), and T29148C (N:1292T)
mutations. All B.1.1.248 sequences shared C241T (5’
UTR), C3037T (ORFlab nsp3:F924), C12053T (ORFlab
nsp7:L3930F), C14408T (ORFlab RdRp:L4715), A23403G
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(S:D614G), G25088T (S:V1176F), and GGG28881-28883
AAC (N:RG203-204KR) replacements.

Both lineages are represented by >70% of Brazilian
sequences in global context (https://cov-lineages.org/).
They are the most representative lineages in the South
Region of Brazil and in the whole country (Fig. 2, Sup-
plementary Figures 1, 2 and 3). Three genomes were
classified as B.1.1 lineage, which are the most globally
widespread lineages characterized by RG203-204KR mu-
tations in the nucleocapsid phosphoprotein (https://cov-
lineages.org [15];). Finally, a relatively rare lineage
(B.1.1.49) mostly found in Wales and Denmark was also
assigned.

After inspecting these sequences assigned to global
lineages (B.1.1 and B.1.1.49), we verified that in all cases
there were characteristic mutations of B.1.1.248 and

B.1.1.33 lineages flagged as undetermined bases (N
character; depth of coverage (DP) < 10) in the consensus
genome. After reclassifying these sequences using low
coverage variants, two were attributed to B.1.1 lineage,
one to B.1.1.248 and one to B.1.1.33 (Additional File 2).
Therefore, due to the absence of confirmed relationships
with other countries and the presence of other defining-
lineage variants with low coverage, it seems probable
that these sequences are also the result of community
transmission in Brazil and were not introduced inde-
pendently in the municipality of Esteio from other
countries.

We also detected two novel epidemiologically-related
clusters until then unknown. Two patients had three
unique mutations in genome positions 25,207 (in the
S2 subunit of spike), 25,642 (ORF3a), and 28,393
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(Nucleocapsid), all synonymous substitutions. The pa-
tients both live in the same neighborhood, about 100
m from each other and did the test in a 2-day interval.
We also identified another cluster of four patients
characterized by three unique mutations: 25429
(ORF3a: V13L), 25,509 (ORE3a), and 27,976 (ORFS:
H28R). The tests of these patients were performed in
a 3-month interval (July 15-October 13), suggesting a
fixation of these mutations through time, possibly
forming a new sublineage. The two clusters are linked

to viruses belonging to B.1.1.248 lineage, suggesting
the existence of specific mutation signatures even
within lineages.

Phylogenetics analysis

After running the Nextstrain pipeline for quality control
and subsampling, we obtained 3758 time-, geographical-
and genetic-representative genomes to proceed phylogen-
etic inferences. Of these, 393 were from Africa, 800 were
from Asia, 1203 from Europe, 235 from North America,
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127 from Oceania, and 1000 from South America. Consid-
ering the latter, 609 were from Brazil and 98 from Rio
Grande do Sul (21 from this study plus 77 from GISAID
that passed the quality control criteria) (Additional File 3).

The time-resolved ML phylogeny confirmed that the
majority of the time-representative sequences from
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Esteio are the result of community transmission within
Brazil. The sequences grouped mostly in two clades
(Fig. 3a, Supplementary Figure 4) corresponding to
lineages B.1.1.248 and B.1.1.33. Clade 1 comprised 147
sequences: 20 from RS, 58 from SP, 46 from RJ, 2 from
PR, and 2 from SC, therefore mostly widespread in
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Fig. 3 Time-resolved phylogeny inferred from our 21 sequences combined with other 3758 worldwide genomes sampled between December 2019
and December 2020. Other sequences from the RS state (n = 77) were obtained from the GISAID database. a Worldwide distribution of sequences in
the subsampled tree, highlighting genomes from this study. b Zoom-in on sequences from this study belonging to Clade 1 / lineage B.1.1.248 (upper
clade in @). ¢ Zoom-in on sequences from this study belonging to Clade 2 / lineage B.1.1.33 (bottom clade in a). In (b) and (c), the clade is initiated
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Brazilian states (Fig. 3b). Clade 2 included 277 genomes:
50 from RS, 72 from RJ, 20 from SP, 5 from SC, 30 from
Chile, 10 from Argentina, and 6 from Uruguay (Fig. 3c).
These results suggest a clade distributed through South
American countries. Esteio sequences are relatively
evenly distributed through these clades mostly repre-
sented by Brazilian and RS genomes. Exceptions to this
observation were the two previously described
epidemiologically-linked  clusters, whose sequences
grouped together in the B.1.1.248 lineage as expected
(Fig. 3b). Given the low mutation rate of SARS-CoV-2
(6.59 x 107 substitutions/site/year, ~19 mutations per
year) (Supplementary Figure 5), we believe that this
would indicate at least three introductions of lineage
B.1.1.248 and six introductions of lineage B.1.1.33 in the
municipality of Esteio, probably from other locations in
Brazil, and a national movement of the virus even to
more distant places like the southernmost state of Brazil.
Likewise, despite the large representativeness of Brazilian
samples within these two major clades, we also found
other sequences from Asia, Europe, Oceania, and South
America. Therefore, sequences from these clades seem
to have been directly transmitted from Brazil to other
countries.

Phylodynamics and phylogeographic analysis

The estimate for population exponential growth rate for
B.1.1.248 was 1.141 (95% Highest Posterior Density
(HPD) interval: 0.4436-1.8268), while for B.1.1.33 it was
2.5871 (95% HPD: 2.062-3.0872). This can be taken as
preliminary evidence that the B.1.1.33 lineage initially
spread faster than B.1.1.248, since most of the coalescent
events inform earlier periods of the pandemic (February—
May, 2020). However, for better population dynamic infer-
ence, further analysis with more appropriate prior models
for population dynamics would be required.

The Bayesian model estimates for the substitution rate
are 7.28 x 10~ * subst/site/year (95% HPD: 6.32x 10" * -
8.25 x 10~ *) for B.1.1.248 and 6.16 x 10~ * subst/site/year
(95% HPD: 5.61 x 10™* - 6.76 x 10~ ) for B.1.1.33. While
both intervals overlap with the overall estimate of the
time-resolved ML tree built from 3758 representative
genomes (6.59 x 10™* subst/site/year), the B.1.1.248
lineage seems to have higher mutation rates. However,
the phylogeographic model estimates similar overall
migration rates for both lineages, 0.1710 (95% HPD:
0.0651-0.3523) for B.1.1.33 and 0.1980 (95% HPD:
0.0812-0.5002) for B.1.1.248.

Time-measured phylogeographic analysis highlighted
the major contribution of Southeast in Brazilian and
worldwide diffusion of both lineages (Figs. 4 and 5).
Southeast is a common source of B.1.1.248 migrations,
since we identified transition events between this region
and Northern, Northeast, and Southern Brazil, as well as
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Asia, Europe, North America and Oceania (Bayes Factor
(BF) > 30; Posterior Probability (PP)>0.8) (Fig. 4a and
b). The four subclades from Southern Brazil in the
B.1.1.248 Maximum-Clade Credibility (MCC) tree were
probably introduced from Southeast (Fig. 4a and b), and
we were able to confirm that at least three independent
introductions occurred in the municipality of Esteio as
suggested previously by the ML analysis (Fig. 4a). Most
importantly, the introduction of the P.2 lineage that har-
bors the E484K mutation was dated on September 09,
2020 (95% HPD: September 09—October 05, 2020) prob-
ably introduced from the Rio de Janeiro state. Interest-
ingly, sequences from the USA and England formed a
monophyletic clade with our sequence, demonstrating
the spread from Brazil to other countries (Fig. 4a).

Southeast also seems to be determinant for the viral
diffusion of B.1.1.33 lineage. Of note, the tree recon-
struction showed important migrations from Southeast
to Northern, Northeast, and Southern Brazil, as well as
Europe, North and South America (BF >30; PP >0.8)
(Fig. 5a and b). Well-supported rates were also identified
between Northeast and Africa (BF =31.10; PP =0.79)
and between South America and Oceania (BF =56.99;
PP =0.87). Viruses belonging to this lineage appear to
have a major contribution in Southern Brazil epidemics,
since its sequences formed a monophyletic clade with >
50 sequences in the B.1.1.33 MCC tree (Fig. 5a). Fur-
thermore, this analysis confirmed that Southern Brazil is
a probable source of importations of available B.1.1.33
sequences to South-American countries (BF = 1467.97;
PP=099) and Northern Brazil (BE=9.45; PP =0.53)
(Fig. 5a and b). Of note, we also validated that at least 6
introductions should have happened in the municipality
of Esteio, two from the Southeast and four from other
municipalities of Southern Brazil (especially from the RS
state).

Discussion

In the present work, we accessed SARS-CoV-2 muta-
tions, circulating lineages and phylogenetic patterns of
SARS-CoV-2 from a time- and age-representative set of
patients admitted in a municipal healthcare system from
the Southern region of Brazil, the third country most
affected by the Covid-19 pandemic. As the study was
conducted in a small municipality, we were able to track
two clusters of viral mutations in epidemiologically-
linked patients, highlighting the importance of viral dis-
semination in small areas of the community.

The SARS-CoV-2 spike (S) glycoprotein mediates the
interaction with the ACE2 receptor in the host cells and
it is the primary target of neutralizing antibodies [45].
There are structural unique spike features that contrib-
ute to its pandemic capacity: (i) a flat sialic acid-binding
domain enables faster viral surfing over the epithelial
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Fig. 5 Spatiotemporal diffusion of B.1.1.33 lineage across Brazilian regions, South America and other continents. a Time-resolved MCC tree of 725
genomes belonging to B.1.1.33 lineage. b Well-supported transition rates between Brazilian regions and other continents in discrete
phylogeographic reconstructions using BSSVS procedure and Bayes Factor tests. Transition rates with posterior probabilities < 0.5 were cut-off.
The subclades represented by > 1 Southern Brazilian sequence are indicated by arrows and introductions in Esteio are represented by asterisks

surface before receptor interaction; (ii) tight and nearly  higher viral loads [19], increased replication on human
perfect binding to the ACE2 entry receptor; (iii) the cap-  lung epithelial cells [23], and younger age of patients
acity to use furin and other proteases for cell entry [46].  [22], but not with the disease severity [19, 22]. This mu-
A mutation in S (D614G) was recently associated with  tation is associated with an abolition in the hydrogen
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bond between the aspartate originally located at 614
position and a threonine residue in the 859 neighbouring
protomer of the spike trimer, thus increasing the prob-
ability of RBD being found in the open state [47]. This
promotes the binding with the ACE2 receptor leading to
enhanced infectivity [23]. Importantly, this replacement
was detected in 90.5% of our samples, compatible with
the dominance of this variant in global context until
December 14, 2020 (221,700 sequences [48];). Also con-
cerning the S protein, we identified the V1176F variant
in 38.1% of our samples and in all of them there was a
co-occurrence with D614G. Importantly, 349/535
(65.2%) of the sequences isolated in the world including
this replacement were from Brazil [48]. More recently
(April 28, 2021), 1167 (53.7%) of worldwide sequences
were from Brazil, representing mostly the spread of
B.1.1.28 and P.1 lineages that harbor this mutation. This
substitution is located on the C-terminal portion (S2
subunit), more specifically on the heptad repeat 2 (HP2),
which is a major target of adaptive evolution in MERS-
CoV-related viruses and carry sites associated with
expanded host range in other coronaviruses [49].
Another replacement in the RDB of S protein (E484K)
was also assigned. Until mid-December 2020, 157 genomes
have this mutation globally, 114 (72.6%) isolated from South
Africa, where a new lineage (B.1.351 or 501Y.V2) character-
ized by three RBD mutations (K417N, E484K and N501Y)
recently emerged [50]. E484K also emerged independently
in multiple lineages, including P.1, P.2 and B.1.1.33 firstly
identified in Brazil between late 2020 and early 2021 [51].
As of 28 April, 2021, 38,436 genome sequences harbor this
mutation, which are found in ~10% of the sequences
generated to date on average (https://outbreak.info/
situation-reports?muts=S%3AE484K) In Brazil, > 90% of the
sequenced samples since February 2021 carry this mutation,
which is present in P.1 and P.2 emergent lineages (https://
outbreak.info/situation-reports?muts=S%3AE484
K&selected=BRA&loc=BRA). Recent evidence showed that
E484K replacement enables viral escape from neutralizing
monoclonal antibodies or polyclonal sera [25-27] facilitating
reinfection by emerging lineages harboring this mutation as
reported in Brazil [52]. Importantly, two sequences (9.5%)
from this study had four of five shared mutations with a
new lineage (subsequently called P.2) reported in the Rio de
Janeiro state (synonymous C28253T (F120F; ORFS8), mis-
sense G28628T (A119S) and G28975T (M2341) in N protein
and C29754U (3" UTR)), in addition to E484K RBD replace-
ment [53]. Our sequences from Esteio were sampled in
mid-October, as the first cases of the R] lineage (Additional
File 2). Phylodynamics inferences pointed that this lineage
emerged in early July, approximately four months before the
detection of its first genomes [53]. Moreover, its identifica-
tion in a small municipality from the RS state (located 1.5
thousand kilometers from R]) demonstrates that it emerged
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months before October and is already widely distributed in
the Brazilian territory, but went unnoticed so far by the lack
of appropriate genomic surveillance in Brazil.

The substitution of a negatively charged amino acid
(Glutamic Acid) for the positively charged Lysine has a
profound impact upon a highly flexible loop at the RBD.
More specifically, it creates a strong ion interaction be-
tween lysine and amino acid 75 of hACE-2 (the main
SARS-CoV-2 receptor). This link is not present in the
wild type E484. Shifting key elements of RBD respon-
sible for interactions may have a major impact in the
risk of immune evasion. Also E484K could be related to
enhanced infectivity, which may be associated with the
rapid dissemination of these escape mutants [54]. The
publication of a recent reinfection case of SARS-CoV-2
harboring E484K and the presence of this mutation in
COVID-19 patients during the current second wave in
Northern Brazil [55] are highly suggestive that this
mutation is critical for viral evolution and thus must be
investigated thoroughly [52].

The ORF6 accessory protein plays a critical role in an-
tagonizing host antiviral responses and viral replication.
Therefore, it potentially inhibits both type I interferon
(IFN) production and downstream signaling [56, 57].
We have found the ORF6:133T mutation in 42.9% of our
samples, raising its potential association with immune
suppression. The N protein packages the genomic RNA,
playing a fundamental role during viral self-assembly
[58]. It is also associated with replication-transcription
complexes [59], and used as a target for diagnostic and
immunogenic applications. Interestingly, a tri-nucleotide
mutation in the Nucleocapsid gene (RG203KR) resulting
in a double amino acid change was observed in high fre-
quency in this study (~100), and are characteristic of
B.1.1 and derived lineages that spread rapidly around the
world [48]. The missense mutation in ORFlab (L3930F)
was reported in other 429 sequences (125 from Brazil)
and also in two sequences of lineage B.1.1.248 from the
Philippines [60]. Interestingly, the I33F and 1292T
mutations that were found in ORF6 and N, respectively,
have been considered dominant mutations in the SARS-
CoV-2 sequences from Brazil [61, 62]. The co-occurrence
of these mutations represents the signature of Clade 2
(subsequently named B.1.1.33 lineage), which were one of
the three most prevalent Brazilian viral lineage groups in
the beginning of the pandemic, highly widespread in 16
states from Brazil [12]. It is important to emphasize that
functional studies are necessary to characterize the effect
of each viral mutation on transmissibility and pathogen-
icity. It is expected that most mutations will not have a
great impact on viral evolution and its relationship with
the human host. However, some of them may increase the
viral fitness or represent some viral advantage in the
pathogen-host interaction and, consequently, may become
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fixed in the population. Further studies to elucidate the
interaction between human gene variants (especially in
the ACE2 receptor) and SARS-CoV-2 mutations are
necessary to establish the possible impacts of spike amino
acid replacements with regard to ACE2 binding and
function [63].

The knowledge of ACE2 physiological functions and
specific features could explain how comorbidities like
hypertension, diabetes, obesity, and immunological
diseases can enhance the severity of symptoms. Thus,
modulation of ACE2’s function might promote pulmonary
inflammation, thrombosis, obesity-induced hypertension,
and cardiac failure, which are especially unfavorable to
COVID-19 patients [36]. The expression of other cell
receptors potentially involved with COVID-19 infection
— depending on age, gender, and characteristics such as
obesity, smoking, and polymorphisms — can contribute to
patterns of severe symptoms [64]. Moreover, the
hypertension-associated elevated immunological activity is
a noteworthy factor that promotes the increased risk of
hypertensive patients for critical COVID-19 outcomes.
The increased immune activation can be observed in these
patients and might elucidate the hyperinflammatory
response (cytokine storm) [37].

The Brazilian population was mainly formed through
an admixture process that comprises mostly European,
sub-Saharan African, and Native-American ancestry
[65-67]. The broad spectrum of symptoms, days to
symptoms onset, and the unpredictability of outcome in
COVID-19 patients can also be linked with the vastly
admixed Brazilian inhabitants. Moreover, recent reports
identified HLA alleles previously associated with SARS-
CoV-2 counteraction [38], and showed positive selection
in genes associated with obesity, type II diabetes, lipid
levels, and waist circumference [44]. Regarding COVID-
19, epigenetics, specific variants, ACE2 and TMPRSS2
polymorphisms, ethnicity, as well as inborn immunity
errors, have been reported worldwide. This suggests that
different host genetic backgrounds might contribute to
discrepancies in SARS-CoV-2 aggressiveness [32—35].

We observed a higher CFR in the municipality of
Esteio when compared to the RS state and the majority
of Brazilian states, which might be linked to the emer-
gence of new viral variants. However, COVID-19-related
mortality is determined by both intrinsic factors of the
infected individuals (age, comorbidities, and genetic
characteristics) [68] and extrinsic aspects such as the ac-
cess to healthcare assistance (hospital beds, mechanical
ventilators, medicines). Additionally, the Southern
Brazilian states (Rio Grande do Sul, Santa Catarina, and
Parand) have important determinants of mortality: older
population than other regions and highest historical in-
cidence of SARS in the country [69]. Their proximity to
the states of Sdo Paulo and Rio de Janeiro (that account
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for ~30% of the national population) also facilitates
travel between the two regions and the rapid dissemin-
ation of emerging lineages.

Importantly, CFR is highly influenced by the underre-
porting of confirmed cases and deaths. States with low
testing capacity tend to generate higher CFRs, and re-
cently many deaths with an undetermined cause have
been reported in Brazil, which also affects the quality of
the records [70]. Therefore, the analysis of lethality
should take this combination of factors into account
[71]. In the case of Esteio, it is the municipality that
tested more proportionally to the number of cases (38,
416 tests per 100,000 inhabitants), thus these underre-
porting biases should be less significant, in contrast to
the observed in other Brazilian states.

Compared to three other studies conducted in Brazil
[12], in the states of Minas Gerais [14] and Pernambuco
[13] in the early phase of pandemic — which showed the
introduction of viral lineages from other continents
(mainly Europe) by international returning travelers —,
this study suggests a minor role of international lineages
in the ongoing viral transmission in Esteio. We speculate
a trend towards the perpetuation and diversification of
the lineages found in this study (B.1.1.248 and B.1.1.33)
inside Brazil. The dissemination of these lineages were
also reported in the Uruguayan-Brazilian border, driving
viral introductions mainly from Southeast and Southern
Brazil (especially RS state) to Uruguay [72]. In this study,
we found consistent results, mainly regarding B.1.1.33
diffusion from Southern and Southeast to South-
American countries (e. g Argentina, Chile and Uruguay).
These lineages have already formed new sublineages
(https://cov-lineages.org/lineages.html).  B.1.1.33  has
evolved in 10 new sublineages (N.1 to N.10). Further-
more, B.1.1.248 has evolved in P.1 (lineage first identified
in Manaus [55] associated with a constellation of spike
mutations like B.1.1.7 [73] and B.1.351 [50]), P.2 (lineage
firstly identified in R] state and also found in this study),
and P.3. Importantly, all these three sublineages harbor
the E484K mutation, which arose independently in both
of them and appear to be evolving under diversifying
positive selection [50, 51].

We built a time-resolved phylogeny prioritizing se-
quences that are genetically and spatially closer, but
maintaining a global representativity of viral spread. This
allowed us to confidently identify that our sequences fell
into two main clades, with a broad presence of Brazilian
and local sequences. We also inferred the spatiotemporal
diffusion of these main lineages in regional and global
context, finding the key role of Southeast in disseminat-
ing these lineages across Brazilian states and other
continents. We also found a broader clade represented
by Southern Brazil sequences and its important contri-
bution in disseminating B.1.1.33 to South American
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countries. Moreover, we found four broader clades in
the B.1.1.248 MCC phylogeny, suggesting multiple intro-
duction events from Southeast followed by community
transmission.

Our evolutionary rate estimates for both the broader
ML tree and lineage-specific MCC trees (6 to 7 x 10~ *
subst/site/year) were slightly smaller than previous
findings (8 to 9x10™* subst/site/year) [74, 75]. These
differences have contributed to the estimates of the
Twmrca for both B.1.1.248 and B.1.1.33, which were dated
to late 2019, contrasting with the first description of
these lineages [12]. Furthermore, other probable sources
of these inconsistencies are: closely related samples
having the same age (phylo-temporal clustering), among-
lineage rate variation and non-random sampling [76].
Although it is possible that different branches of the
phylogeny have different rates, when we used a model that
allows different rates across the tree (uncorrelated lognor-
mal relaxed clock), the Tyrca estimates have remained
unchanged.

An important caveat for the phylodynamic analysis is
that samples are not equally distributed geographically
or temporally. This is a consequence of episodic sam-
pling efforts prompted by research resource availability,
and does not necessarily resemble a representative uni-
form sample. Unequal temporal distribution implies that
some of the conclusions are disproportionately influ-
enced by events in heavily sampled periods (February—
May). Additionally, a large proportion of the samples
come from the Southeastern region of Brazil. While this
is in fact a heavily hit region and an economic and travel
hub for the country, other regions such as the North are
underrepresented. Thus, the strong support for the
Southeast as prime center for viral dispersion and loca-
tion of the root of both clades might be somewhat in-
flated, and epidemiological links between other regions
could be downplayed due to undersampling. However, a
study from the beginning of pandemic (February—March
2020) estimated that the main destinations of the inter-
national passengers arriving to Brazil were Sao Paulo
(46.1%), Rio de Janeiro (21%) and Belo Horizonte (4.1%),
three capitals from the Southeast and therefore routes
for COVID-19 importation [77]. Moreover, during mid-
February and mid-March, SARS-CoV-2 spread mostly
locally and within-state borders. In contrast, during mid-
March and mid-April there was an ignition of the
epidemic from the Southeast region to other states [12],
which is consistent with our findings.

Some limitations should be considered. Firstly, it was
not possible to analyze a larger sample size. Moreover,
the low quantity and spatial representativity of
sequences from the RS state to contextualize our se-
quences limited the inference of events of introduction
and movement of the virus with municipal and state
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resolution. Still in this respect, we have observed a dra-
matic drop in the sequencing efforts from Brazil after
April 2020 [12], which made it difficult to measure the
main circulating lineages in the country during our in-
vestigation period (May—October, 2020) and may intro-
duce confounding factors.

Since the E484K mutation identified in this study has
been associated with loss of neutralizing activity from
convalescent plasma (immune evasion) and enhanced
interaction with hACE-2, lineages containing this substi-
tution must be the subject of intense surveillance. More
specifically, it is critical that immune strategies such as
convalescent plasma and vaccines be tested against these
new variants. Attempts to demonstrate activity against S
mutants should be a priority effort for all vaccine and
monoclonal antibody makers. Second generation im-
mune therapies might have to be directed at more con-
servative neutralizing binding sites (such as S2 fusion
domain) or elicit strong cellular response in order to
keep on long term protection. Finally, human genetic
factors, patient heritage and health conditions should
also be studied in an integrated way for a broader under-
standing of vaccine effectiveness in different populations.

Conclusions

Our results provide a comprehensive view of SARS-
CoV-2 mutations from a time- and age-representative
sample from May to October 2020, highlighting two
frequent mutations in spike glycoprotein (D614G and
V1176F), an emergent mutation in spike RBD (E484K)
characteristic of B.1.351 and P.1 lineages, and the adja-
cent replacement of 2 amino acids in Nucleocapsid
phosphoprotein (R203K and G204R). In particular, to
our best knowledge, we described the earliest SARS-
CoV-2 sequences harboring E484K in Southern Brazil. A
significant viral diversity was evidenced by the absence
of identical isolates in our samples. Furthermore, we
identified patterns of SARS-CoV-2 viral diversity inside
Southern Brazil, demonstrating the major role of com-
munity transmission in viral spreading and the establish-
ment of Brazilian lineages ignited from the Southeast to
other Brazilian regions. Our data show the value of
correlating  clinical, epidemiological and genomic
information for the understanding of viral evolution and
its spatial distribution over time. This is of paramount
importance to better inform policy making strategies to
fight COVID-19.

Methods

Sample collection and clinical testing

Nasopharyngeal samples were obtained from patients of
the Hospital Sdo Camilo, Secretaria Municipal de Esteio
and Vigilancia em Saude from Esteio, RS, Brazil.
Nasopharyngeal swabs were collected and placed in Viral
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Transport Medium (VTM, Copan Universal Transport
Medium). Samples were transported to the Molecular
Microbiology Laboratory from Feevale University and
tested on the same day for SARS-CoV-2 by reverse-
transcriptase quantitative polymerase chain reaction
(RTq-PCR). Remnant samples were stored at —80°C.
SARS-CoV-2 diagnosis was performed using Real Time
Reverse-transcriptase ~ Polymerase  Chain  Reaction
(Charité RT-qPCR assays). The RTq-PCR assay used
primers and probes recommended by the World Health
Organization (WHO) targeting the Nucleocapsid (N1
and N2) genes [78].

We selected 21 samples with RT-qPCR positive
results, collected from May 31 to October 13, 2020 from
patients residing in the municipality of Esteio, RS, Brazil.
We included patients who presented symptoms such as
fever, cough, sore throat, dyspnea, anosmia, fatigue, diar-
rhea and/or vomiting. The clinical status classification
was based on the COVID-19 Clinical management guide
recommended by the WHO ([79]. Additionally, samples
were selected based on cycle threshold (Ct) values < 20.
Electronic medical records were reviewed to compile
epidemiological metadata (e. g., date of collection, sex,
age, symptoms, exposure history, and clinical status).

RNA extraction, library preparation and sequencing

We submitted the RT-qPCR positive for SARS-CoV-2
swabs to genomic RNA extraction. This process was
performed in the automated nucleic acid purification
system KingFisher” Duo Prime Purification System
(ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) along with the
MagMax™ CORE Nucleic Acid Purification Kit (Ther-
moFisher Scientific, Waltham, USA).

The extracted and purified genomic RNA was transcribed
to ¢cDNA using Maxima H Minus Double-Stranded cDNA
Synthesis Kit, catalog number K2561 (ThermoFisher
Scientific, Waltham, USA) following the manufacturer’s in-
structions. Library preparation was achieved using Nextera™
Flex for Enrichment with RNA Probes (Illumina, San
Diego, USA). Briefly, we performed tagmentation in a pre-
programmed thermocycler incubation temperature, until
holding at 10°C. This step uses the Enrichment Bead-
Linked Transposomes (Enrichment BLT, eBLT) to tagment
DNA followed by post tagmentation clean up. The PCR
procedure adds pre-paired 10 base pair adapters and
sequences required for sequencing cluster generation. The
viral cDNA was used as input for multiple overlapping PCR
reactions that spanned the viral genome (Enhanced PCR
Mix reagent and nuclease-free water). The amplified tag-
mented DNA was cleaned with AMPure XP magnetic
beads (Beckman Coulter Inc., Indianapolis, USA) to remove
shorter DNA fragments and other impurities. We then
quantified the cleaned libraries employing Qubit dsDNA
BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).
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Sequencing was performed on an Illumina Miseq”
(Nlumina, San Diego, USA) using Reagent Kit v3 with
150 cycles in a paired-end run, following the manufac-
turer’s instructions. All experiments were performed in a
biosafety level 2 laboratory.

Consensus calling

Reference mapping and consensus calling was performed
using an in-house developed pipeline managed with
Snakemake [80]. Briefly, quality control was performed
FastQC v0.11.9 and low-quality reads and adapters were
removed using Trimmomatic v0.39 [81]. PCR duplicates
were discarded using Picard MarkDuplicates v2.23.8
(https://broadinstitute.github.io/picard/). = Reads  were
mapped to the reference SARS-CoV-2 genome (GenBank
accession number NC_045512.2) using burrows—wheeler
aligner (BWA-MEM) v0.7.17 [82] and unmapped reads
were discarded. Consensus sequences were generated using
beftools mpileup combined with beftools consensus v1.9
[83]. Positions covered by fewer than 10 reads (DP < 10)
were considered a gap in coverage and converted to ns.
Coverage values for each genome were calculated using
bedtools v2.26.0 [84] and plotted using the karyoploteR
v1.12.4 package [85]. Finally, we assessed genome consen-
sus sequence quality using Nextclade v0.8.1 (https://clades.
nextstrain.org/) and CoV-GLUE (http://cov-glue.cvr.gla.ac.
uk/ [48];)

Virome analysis

As the respiratory panel kit used allows the detection of
~ 40 respiratory viral pathogens, the viral composition of
each sample (all mapped and unmapped reads against
reference) was verified using Kaiju v1.7.3 [86] and
Kraken v2.0.7-beta [87] against a reference database of
viral sequences. The viral database for each tool was
built with the following commands, respectively: kaiju-
makedb -s visuses and kraken2-build --download-library
viral. Taxonomic classification interactive charts were
visualized using Krona [88].

Mutation analysis

Sequence positions in this work refer to GenBank
RefSeq sequence NC_045512.2, a genome isolated and
sequenced from Wuhan (China), early in the pandemic.
Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) and inser-
tions/deletions (INDELs) were assessed in each sample
by using snippy variant calling and core genome align-
ment pipeline v4.6.0 (https://github.com/tseemann/
snippy), which uses FreeBayes v1.3.2 [89] variant caller
and snpEff v5.0 [90] to annotate and predict the effects
of variants on genes and proteins. Genome map and
histogram of SNPs were generated after running MAFF
T v7.471 alignment using a modified code from Lu et al.
2020 (https://github.com/laduplessis/SARS-CoV-2_
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Guangdong_genomic_epidemiology/). ~Moreover, we
identified global virus lineages using Nextclade v0.8.1
(https://clades.nextstrain.org/) and Pangolin v2.1.3 (https://
github.com/cov-lineages/pangolin [15];).

Phylogenetics analysis

All available SARS-CoV-2 genomes (285,411 sequences)
were obtained from GISAID on December 24, 2020.
Available sequences were then subjected to analysis in-
side the NextStrain ncov pipeline (https://github.com/
nextstrain/ncov [91];). Briefly, this pipeline uses the
augur toolkit to (i) exclude short and low quality
sequences or those with incomplete sampling date; (ii)
align filtered sequences using MAFFT v7.471 [92]; (iii)
mask uninformative sites and ends from the alignment;
(iv) perform context subsampling using genetically
closely-related genomes to our focal subset prioritizing
sequences geographically closer to RS state, Brazil; (v)
build maximum likelihood (ML) phylogenetics tree using
IQ-TREE v2.0.3 [93], employing the General time revers-
ible model (GTR) with unequal rates and base frequen-
cies [94], (vi) generate a time-scaled tree resolving
polytomies and internal nodes with TreeTime v0.7.6,
and under a strict clock under a skyline coalescent prior
with a rate of 8x10™* substitutions per site per year
[95]; (vii) label clades, assign mutations and infer geo-
graphic movements; and (viii) export results to JSON
format to enable interactive visualization through
Auspice. The ML tree was inspected in TempEst v1.5.3
[96] to investigate the temporal signal through regres-
sion of root-to-tip genetic divergence against sampling
dates.

Phylodynamic and phylogeographic analysis

All global sequences (until December 24, 2020) belong-
ing to lineages B.1.1.248 (n = 405) and B.1.1.33 (1 = 725),
found in high frequency in this study, were recovered
from the filtered MAFFT alignment performed inside
Nextstrain ncov pipeline in the previous step. The
Tmrca and the spatial diffusion of these important
circulating lineages through Brazil were separately esti-
mated for each lineage using a Bayesian Markov Chain
Monte Carlo (MCMC) approach as implemented in
BEAST v1.10.4 [97], using the BEAGLE library v3 [98]
to save computational time. Time-scaled Bayesian trees
were estimated in BEAST using: HKY + ' nucleotide
substitution model, a strict molecular clock model with
a Continuous Time Markov Chain (CTMC) prior (mean
rate = 8 x 10~ *) for the clock rate [99], and a parametric
exponential growth model.

Two MCMC chains were run for at least 120 million
generations and convergence of the MCMC chains was
inspected using Tracer v1.7.1 [100]. After removal of
10% burn-in, log and tree files were combined using
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LogCombiner v1.10.4 [97] to ensure stationarity and
good mixing. Maximum clade credibility (MCC) sum-
mary trees were generated using TreeAnnotator v1.10.4
[97]. MCC trees were visualized using FigTree v1.4 (http://
tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) and additional annota-
tions were performed in ggtree R package v2.0.4 [101].

Viral migrations across time were reconstructed using
a reversible discrete asymmetric phylogeographic model
[102] in order to estimate locations of each internal node
of the phylogeny. SpreaD3 [103] was used to map
spatiotemporal information embedded in MCC trees. A
discretization scheme of 10 possible states defined as
Brazilian regions (Centre-West, North, Northeast, South,
and Southeast) or other continents (Africa, Europe,
North America, Oceania, and South America) was
applied. For map plotting, latitudes and longitudes were
attributed to a randomly selected point next to the cen-
ter of each region or continent. Location exchange rates
that dominate the diffusion process were identified using
the Bayesian stochastic search variable selection (BSSVS)
procedure [102] using Bayes Factor tests to identify well-
supported rates.
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4. CAPITULO Il

O manuscrito que constitui este capitulo, intitulado “Mutation hotspots and
spatiotemporal distribution of SARS-CoV-2 lineages in Brazil, February 2020-2021”
visou acompanhar a evolucdo molecular e a distribuicdo espaco-temporal do
SARS-CoV-2 no territoério brasileiro realizando inferéncias filogenéticas e
filogeograficas a partir de genomas virais depositados até Fevereiro de 2021.

Encontra-se publicado na revista Virus Research

(https://www.journals.elsevier.com/virus-research), com fator de impacto JCR 2021

= 3,303 e Qualis/CAPES = A3. O manuscrito e 0os materiais suplementares estao
disponiveis mediante assinatura no seguinte link:

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0168170221002392. Todas

as analises descritas no manuscrito, assim como a sua redacéo, foram realizadas
pelo aluno Vinicius Bonetti Franceschi, sendo os demais autores responsaveis por
colaboracfes na escrita ou analises, bem como na sua orientacéo e obtencéo de
fomento. Abaixo, todas as paginas do manuscrito publicado foram anexadas para

compor o Capitulo Il da presente dissertagao.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: The COVID-19 pandemic has already reached more than 110 million people and is associated with 2.5 million
COVID-19 ) ) deaths worldwide. Brazil is the third worst-hit country, with approximately 10.2 million cases and 250 thousand
Zevere acute respiratory syndrome coronavirus deaths. International efforts have been established to share information about Severe acute respiratory syndrome

coronavirus 2 (SARS-CoV-2) epidemiology and evolution to support the development of effective strategies for
public health and disease management. We aimed to analyze the high-quality genome sequences from Brazil
from February 2020-2021 to identify mutation hotspots, geographical and temporal distribution of SARS-CoV-2
lineages by using phylogenetics and phylodynamics analyses. We describe heterogeneous sequencing efforts, the
progression of the different lineages along time, evaluating mutational spectra and frequency oscillations derived
from the prevalence of specific lineages across different Brazilian regions. We found at least seven major (1-7)
and two minor clades related to the six most prevalent lineages in the country and described its spatial distri-
bution and dynamics. The emergence and recent frequency shift of lineages (P.1 and P.2) carrying mutations of
concern in the spike protein (e. g., E484K, N501Y) draws attention due to their association with immune evasion
and enhanced receptor binding affinity. Improvements in genomic surveillance are of paramount importance and
should be extended in Brazil to better inform policy makers about better decisions to fight the COVID-19
pandemic.

Infectious diseases

High-Throughput Nucleotide Sequencing
Molecular Epidemiology
Phylogeography

pandemic.

Since the sequencing of the first SARS-CoV-2 genome (Zhou et al.,
2020), international efforts have been established through data sharing
in the Global initiative on sharing all influenza data (GISAID) database
(https://www.gisaid.org/, Shu and McCauley 2017). These sequencing

1. Introduction

After its initial emergence in China in late 2019 (Huang et al., 2020),

Severe Acute Respiratory Syndrome 2 virus (SARS-CoV-2) has spread
rapidly around the world causing the COVID-19 pandemic (World
Health Organization, 2020). New epicenters of the disease have been
established throughout 2020, mainly in Europe, USA, and South
America (Pei et al., 2020; Ruiu, 2020). As of February 22, 2021, more
than 110 million cases and approximately 2.5 million deaths worldwide
have been confirmed (Johns Hopkins Coronavirus Resource Center,
2021). Several countries are currently experiencing second waves of
infections, decreasing optimism regarding a brief solution to the

and metadata information were made public and have enabled the study
of the viral spread pattern through space and time. However, sequencing
facilities and research investments are very heterogeneous across the
world. Asian, European, North American and Oceanian countries have
contributed with more data proportionally to the number of cases
(Furuse, 2021), while African and South American genomic surveillance
have been more limited. Disparities are even deeper on an individual
country basis. For instance, as of February 2021, while the United
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Abbreviations

CTMC: Continuous Time Markov Chain
GISAID: Global initiative on sharing all influenza data

hACE2: human Angiotensin-converting enzyme 2 receptor
HKY: Hasegawa-Kishino-Yano nucleotide substitution model
HPD: Highest Posterior Density

INDEL: Insertion/deletion

JSON:  JavaScript Object Notation

MCC: Maximum clade credibility

MCMC: Markov Chain Monte Carlo

RBD: Receptor Binding Domain

SARS-CoV-2: Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
SNP: Single nucleotide polymorphism

TMRCA : Time of the most recent common ancestor

VOC: Variants of Concern

Kingdom (UK) leads sequencing efforts (5.85% of cases sequenced),
Brazil has sequenced only 0.03% of all cases, despite being the third
worst-hit country, with approximately 10.2 million cases and 250
thousand deaths. Currently (mid-July 2021), the UK has expanded
sequencing capacity (11.1%), as modestly occurred in Brazil (0.12%). In
South America, Chile (0.30%), Ecuador (0.22%), and Uruguay (0.15%)
lead sequencing rates, while the remaining countries (except Brazil) that
reported > 100,000 cases have < 0.1% sequenced cases (https://www.
gisaid.org/, Johns Hopkins Coronavirus Resource Center, 2021).

Many studies were performed to characterize early viral in-
troductions and the transmission dynamics in several countries (e. g
China Lu et al. 2020, USA Deng et al. 2020, Maurano et al. 2020 and
Worobey et al. 2020, Australia Seemann et al. 2020, Italy Bartolini et al.
2020, United Kingdom da Silva Filipe et al. 2021 and du Plessis et al.
2021). In Brazil, SARS-CoV-2 arrived officially on February 25, 2020, in
a returning traveller from Italy, and early efforts were made both at the
national (Candido et al., 2020a) and regional levels (Paiva et al., 2020;
Xavier et al., 2020) to further characterize the viral introduction and
spread. B.1 and derived lineages were prevalent in the country at the
beginning of the pandemic and significant movements between state
borders after international travel restrictions have been demonstrated
(Candido et al., 2020a). Unfortunately, little is known about the viral
evolution in the entire Brazilian territory after these earliest studies.

More recently, new SARS-CoV-2 lineages have emerged and are
considered as “Variants of Concern” (VOC), mainly those carrying mu-
tations in the spike (S) glycoprotein due to its role in binding to the
human Angiotensin-converting enzyme 2 receptor (hACE2). Up to July
2021, there are four VOCs described worldwide, namely: B.1.1.7,
B.1.351, P.1, and B.1.617.2. More recently, the World Health Organi-
zation (WHO) assigned easy to remember labels based on Greek letters,
mainly to avoid discriminatory associations related to places of first
detection. Therefore, the four VOCs are named, respectively, Alpha,
Beta, Gamma, and Delta following the WHO-nomenclature. The former
(B.1.1.7) emerged in England in mid-September 2020 and it is charac-
terized by 14 lineage-specific amino acid substitutions, especially
N501Y (a key contact residue interacting with hACE2) and P681H (one
of four amino acids comprising the insertion that creates a novel furin
cleavage site between S1 and S2) (Rambaut et al., 2020b). The second
(B.1.351) emerged in South Africa in October 2020 and harbor a
constellation of mutations in the Receptor Binding Domain (RBD)
(especially K417N, E484K, and N501Y) (Tegally et al., 2021a). The third
is P.1, derived from B.1.1.28, a widespread lineage from Brazil. It was
reported in returning travelers from Manaus (Amazonas, Brazil), after
arriving in Japan. It has the same three mutations (except for K417T
instead of K417N) in RBD as B.1.351, but it arose independently (Faria
et al., 2021). More recently, the B.1.617.2 lineage, first detected in
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India, has also been characterized as a VOC, primarily for carrying a
constellation of mutations in the spike protein (especially L452R and
P681R) (Peacock et al., 2021), its wide spread worldwide even out-
performing other VOCs (Mullen et al., 2021), and reduced antibody
sensitivity in vaccinated individuals (Planas et al., 2021). Importantly,
B.1.351 and P.1 carry the E484K mutation associated with escape from
neutralizing antibodies (Baum et al., 2020; Greaney et al., 2020 and
Weisblum et al., 2020). Recently, a E484K harboring virus was identi-
fied in a reinfected patient (Nonaka et al., 2021) from Brazil, confirming
the ability to evade naturally developed antibodies from previous
infection as well. Moreover, all three VOC lineages harbor N501Y mu-
tation, already associated with enhanced receptor binding affinity
(Starr et al., 2020), which could lead to increased infectiousness.

It is believed that after more than a year of its emergence, some
mutations of SARS-CoV-2 (e. g. L452R, E484K, N501Y, P681H/R) have
been positively selected, since they may confer adaptive advantages
leading to convergent evolution in different lineages spreading across
multiple countries (Martin et al., 2021). Despite the low sequencing rate,
a deeper analysis of mutations and lineages throughout the Brazilian
states would allow a better understanding of viral diversity and spread
patterns inside the country. Thus, we aimed to identify mutation hot-
spots, geographical and temporal distribution of SARS-CoV-2 lineages in
the Brazilian territory by using phylogenetics and phylodynamics ana-
lyses from high-quality SARS-CoV-2 genome sequences.

2. Materials and methods
2.1. SARS-CoV-2 genomes and epidemiological data retrieval

Complete SARS-CoV-2 genomes (> 29,000 bp) and the associated
metadata were obtained from the GISAID database. Considering 2,751
available sequences from Brazil submitted until February 16, 2021,
2,732 were retrieved applying filters for human host and complete
collection date. Number of cases per state per day and across Brazil were
downloaded from https://covid19br.wcota.me/en/ (Cota, 2020) on the
same date. This initiative aggregates data from the Brazilian Ministry of
Health and epidemiological bulletins of each federative unit.
Geographical maps and general purpose plots were generated using R
v3.6.1 (R Core Team, 2020), and the ggplot2 v3.3.2 (Wickham, 2009),
geobr v.1.4 (Pereira et al., 2019), and sf v0.9.8 (Pebesma, 2018)
packages.

2.2. Mutation analysis

The GenBank RefSeq sequence NC_045512.2 from Wuhan (China)
was used as the reference for our analysis. Single nucleotide poly-
morphisms (SNPs) and insertions/deletions (INDELs) were assessed by
using snippy variant calling pipeline v4.6.0 (https://github.com/tsee-
mann/snippy), which uses FreeBayes v1.3.2 (Garrison and Marth, 2012)
as variant caller and snpEff v5.0 (Cingolani et al., 2012) to annotate and
predict the effects of variants on genes and proteins. Mutations and
lineages were concatenated with associated metadata and counted by
Brazilian states using custom Python and R scripts. Histogram of SNPs
were generated after running MAFFT v7.471 (Katoh and Standley,
2013) alignment using msastats.py script, plotAlignment and plotSN-
PHist functions (Du Plessis, 2020).

2.3. Phylogenetics analysis

All available SARS-CoV-2 genomes (537,360 sequences) were
retrieved from GISAID on February 16, 2021. These sequences were then
subjected to analysis inside NextStrain ncov pipeline (https://github.
com/nextstrain/ncov) (Hadfield et al, 2018) through a
Brazilian-focused  subsampling  scheme  using time- and
worldwide-representative contextual samples.

In this workflow, sequences were filtered out based on high
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divergence, incompleteness and sampling date availability. Next,
filtered genomes were aligned using nextalign v0.1.6 (https://github.
com/neherlab/nextalign) and their ends were masked (100 positions in
the beginning, 50 in the end). Maximum likelihood (ML) phylogenetics
tree was built using IQ-TREE v2.0.3 (Nguyen et al., 2015), employing
the best-fit model of nucleotide substitution as selected by ModelFinder
(Kalyaanamoorthy et al., 2017). The root of the tree was placed between
lineage A and B (Wuhan/WH01/2019 and Wuhan/Hu-1/2019). The
clock-like behavior of the inferred tree was inspected using TempEst
v1.5.3 (Rambaut et al., 2016) to generate the root-to-tip regression
against sampling dates (correlation coefficient = 0.83, R* = 0.68). Se-
quences that deviate more than four interquartile ranges from the
root-to-tip regression were removed from the analysis. The subsampled
time-scaled ML phylogenetics tree was generated using TreeTime v0.8.1
under a strict clock and a skyline coalescent prior with a rate of 8 x 104
substitutions per site per year (Sagulenko et al., 2018). Results were then
exported to JSON format to enable interactive genetic and geographical
visualization using Auspice. Additionally, ML and time-stamped trees
were visualized using FigTree v1.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/softwar-
e/figtree/) and ggtree R package v2.0.4 (Yu et al., 2017). We identified
global lineages using the dynamic nomenclature (Rambaut et al., 2020a)
implemented in Pangolin v2.2.2 (https://github.
com/cov-lineages/pangolin).

2.4. Bayesian phylogeographic and phylodynamic analysis

All major clades associated with massive community transmission in
Brazil (clades 3-6) as defined by the previous maximum likelihood
analysis were included in this analysis. Clade 7 was discarded due to the
low correlation of genetic distances and sampling dates (R®= 2.11 x
1072, correlation coefficient = 0.1488). Additionally, most of its se-
quences ranged from 2020.8 and 2021.1 and had high divergence,
suggesting important undersampling for this clade (represented by se-
quences from the P.2 lineage). The spatiotemporal diffusion of these
important circulating lineages through Brazil were separately estimated
for each clade using a Bayesian Markov Chain Monte Carlo (MCMC)
approach as implemented in BEAST v1.10.4 (Suchard et al., 2018), using
the BEAGLE library v3 (Ayres et al., 2012) to enhance computational
time. Time-scaled Bayesian trees were estimated in BEAST using:
HKY-T nucleotide substitution model (Hasegawa et al., 1985), a strict
molecular clock model with a Continuous Time Markov Chain (CTMC)
(Ferreira and Suchard, 2008) prior (mean rate = 8 X 10"‘), and a
parametric Exponential Growth coalescent tree prior (Griffiths and
Tavare, 1994). Although it is not the most appropriate model to
reconstruct the demographic and evolutionary processes, it was used
given the difficulty of convergence in more complex models due to the
lack of sufficient evolutionary information contained in the data. For
clade 4, we used a non-parametric Bayesian Skygrid prior with 10 pa-
rameters (Gill et al., 2013).

Viral migrations across time were reconstructed using a Brownian
random walk continuous phylogeographic model (Lemey et al., 2010;
Pybus et al., 2012) to generate a posterior distribution of 1,000 trees
whose internal nodes are associated with geographic coordinates. We
assigned sampling coordinates using the centroid point of each munic-
ipality (when available) and the centroid of the Brazilian state’s capital
(when the municipality was unavailable) using a random jitter window
size of 0.01 to add a small amount of noise to duplicated sampling co-
ordinates assigned to the tips of the tree.

Two MCMC chains were run for > 100 million generations and
convergence of the MCMC chains was inspected using Tracer v1.7.1
(Rambaut et al., 2018). After removal of 10% burn-in, log and tree files
were combined using LogCombiner v1.10.4 (Suchard et al., 2018).
Maximum clade credibility (MCC) trees were generated using TreeAn-
notator v1.10.4 (Suchard et al., 2018). The seraphim R package (Delli-
cour et al., 2016) and SPREAD3 (Bielejec et al., 2016, p. 3) were used to
extract and map the spatiotemporal information embedded in the MCC
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trees. Finally, these trees were visualized using the ggtree R package
v2.0.4 (Yu et al., 2017).

3. Results
3.1. Distribution of Brazilian sequences through time and space

Sequencing efforts from Brazil were concentrated mainly in the first
epidemic wave (March to April, 2020) (Fig. 1A and 1B). In March, 503
genomes (8.64% of the confirmed cases) and in April, 942 sequences
(1.16% of the cases) were sampled. All following months had a
sequencing rate below 1% (Table S1). All Brazilian states sequenced less
than 0.1% of the confirmed cases through the first year of the pandemic
(Fig. 1C). From the Southeast region, the states of Rio de Janeiro
(0.09%) and Sao Paulo (0.06%) have led the country’s sequencing ini-
tiatives, followed by Rio Grande do Sul (0.045%) from the South region,
Amazonas (0.041%) from the North region and Pernambuco (0.040%)
from the Northeast region. The Centre-West was the region with the
lowest sequencing rate (Fig. 1C, Table S2).

The Southeast region contributed with 1,704 genomes (62.53%),
followed by Northeast (n = 359; 13.17%), South (n = 319; 11.71%),
North (n = 310; 11.38%), and Centre-West (1.21%) regions (Fig. 1D,
Table S3). In total, 59 different lineages were detected in Brazil, and the
states sequencing more genomes (Sao Paulo, Rio de Janeiro and Rio
Grande do Sul) detected higher numbers of circulating lineages (33, 17
and 16, respectively) (Fig. 1E, Table S3). Importantly, all states that
sequenced at least 100 genomes identified > 10 lineages (Table S3).

3.2. High frequency mutations

A total of 3,919 mutations were detected across the 2,731 Brazilian
genomes and only 354 (12.96%) occurred in >5 sequences, 44 (1.61%)
in > 50 genomes, and 38 (1.39%) in > 100 sequences (Fig. 2, Table 1).
Twenty-five (65.79%) of these 38 mutations were non-synonymous. Of
these, 11 (44.0%) were in the spike protein, 5 (20.0%) in the nucleo-
capsid protein, and 5 (20.0%) in the ORF1ab polyprotein (Table 1).

Three mutations were found in > 95% of the genomes: A23403G (S:
D614G), C14408T (ORFlab:L4715), and C3037T (ORFlab:F924),
which are signatures of the B.1 and derived lineages that spread early in
the pandemic. The adjacent replacement GGG28881AAC (N:RG203-
204KR) was found in 85.17%, representing a clear signature of B.1.1
lineage. The defining-mutations of the Brazilian most widespread line-
ages (B.1.1.28 and B.1.1.33) were also found in high abundance. The
G25088T (S:V1176F) replacement from B.1.1.28 occurred in 47.56% of
all sequences, while T29148C (N:1292T) and T27299C (ORF6:133T)
from B.1.1.33 in ~32.5%. The G23012A (S:E484K) mutation in the
Receptor Binding Domain (RBD) of spike that recently emerged inde-
pendently in three Brazilian lineages (B.1.1.33, P.1 and P.2) is already
among the most frequent detected up to February, 2021 (11.42%). The
viruses containing the E484K mutation have been spreading mostly
between mid-2020 up to early-2021. Additionally, the multiple lineage-
defining mutations found in emergent P.1 and P.2 lineages from Brazil
were observed in > 100 and > 200 genomes, respectively (Fig. 2,
Table 1).

3.3. Lineage dynamics of Brazilian epidemic

In March 2020, the majority of Brazilian sequences belonged to 3
lineages: B.1 (n = 101; 20.08%), B.1.1.28 (n = 156; 31.01%) and
B.1.1.33 (n = 131; 26.04%). The first was probably introduced in Brazil
through multiple imports from other continents, and the others probably
emerged from community transmission inside the country (Candido
et al.,, 2020a). Between April and August, > 75% of all sequences per
month were classified as B.1.1.28 or B.1.1.33. During October and
November, the B.1.1.28 derived lineage P.2 was the most prevalent (n =
32; 37.65% and n = 92; 40.71%), while B.1.1.28 and B.1.1.33
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Fig. 1. Distribution of Brazilian genomes through time (end-February 2020 to mid-February 2021) and space (Brazilian states). (A) Number of new cases per day in
Brazil over time. (B) Number of genomes (sequenced cases) in Brazil over time (date of sample collection). (C) Fraction of genomes sequenced related to number of
cases per Brazilian state. (D) Total number of genomes deposited per Brazilian state. (E) Total number of different SARS-CoV-2 lineages detected per Brazilian state.
State abbreviations: AC=Acre; AL=Alagoas; AM=Amazonas; Amapa—=AP; BA=Bahia; CE=Ceard; DF=Distrito Federal; ES=Espirito Santo; GO=Goias;
MA=Maranhao; MG=Minas Gerais; MS=Mato Grosso do Sul; MT=Mato Grosso; PA=Para; PE=Pernambuco; PB=Paraiba; PI=Piaui; PR=Parana; RJ=Rio de Janeiro;
RN=Rio Grande do Norte; RO=Rondonia; RR=Roraima; RS=Rio Grande do Sul; SC=Santa Catarina; SE=Sergipe; SP=Sao Paulo; TO=Tocantins.

represented together < 50% of the genomes. From December 2020 on-
ward, the VOC P.1 emerged in Manaus and has been established,
together with P.2, as the most prevalent lineages represented by
sequencing data (Fig. 3A).

Regarding distribution between the five different Brazilian regions,
the Southeast and Southern regions sequenced a larger proportion of
B.1.1.28 and B.1.1.33 viruses. The Northeast apparently has a slightly
different dynamics, since B.1.1.74 (n = 138; 38.44%) is the most

prevalent lineage followed by B.1.1.33 (n = 91; 25.35%). In the
Northern region, P.2 is already the second most prevalent lineage (n =
81; 26.13%) (Fig. 3B and 3C), but this may be related to the low quantity
of sequences from the beginning of the pandemic, and the higher sur-
veillance in the region at present due to enhanced sequencing efforts
after the emergence of P.1. In the Centre-West, the extremely low
sequencing rate prevents us from making any assumptions about the
genetic diversity of the circulating lineages (Fig. 3B).
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Statewide view shows the wide distribution of lineages B.1.1.28,
B.1.1.33 and P.2 across almost all Brazilian states. Although the P.1
lineage has been represented by genomes from only 7 states (AM, PA,
RS, RO, RR, SC, and SP) up to February 16, 2021, other states have
already reported its detection after this date. States reporting a higher
proportion of B.1 lineage (CE, GO, MG, SC, and SE) have concentrated
their sequencing efforts mainly in the early phase of the pandemic.
B.1.1.74 is overrepresented (> 50%) in two states from the Northeast
(PE and PB), suggesting a more geographically restricted distribution.
Additionally, the contribution of other lineages that are not among the
10 most frequent in the country are apparently limited (Fig. 3C and
Fig. S1).

The median time between the first and last detection of the 18 lin-
eages represented by more than five Brazilian genomes was 179.0 days
(~6 months). However, the standard deviation was high (119.58 days).
Eleven of the 18 lineages were sampled in different states between the
first and last detection, suggesting its spread through the Brazilian ter-
ritory (Table S4). B and B.1 lineages have presented a relatively low time
of spread, while several B.1.1 derived lineages probably have spreaded
for a longer period (e. g B.1.1.143, B.1.1.28, B.1.1.314, B.1.1.33,
B.1.1.74, B.1.1.94) (Fig. S2). B.1.1.7 (Alpha) was firstly detected in the
country in mid-December (Claro et al., 2021), while P.1 was found in
November in Manaus (Amazonas, Brazil) and Japan (Faria et al., 2021).
P.2 was discovered in mid-April 2020, but has been increasing in fre-
quency since August 2020 (Fig. 3A, Fig. S2).

3.4. Phylogenetic analysis of SARS-CoV-2 genomes from Brazil

We obtained 10,573 time-, geographical- and genetic-representative
genomes to proceed with phylogenetic inferences. Of these, 1,135 were
from Africa, 1,963 were from Asia, 3,248 from Europe, 612 from North
America, 285 from Oceania, and 3,330 from South America. Among the
latter, 2,350 were from Brazil.

The maximum likelihood tree showed the evolutionary diversity of
SARS-CoV-2 sequences across Brazilian territory (Fig. 4A). Almost all
sequences from Brazil harbor the S:D614G and ORF1b:P314L, which
were imported from other continents to Brazil (mainly to Southeastern
states) in the early epidemic wave of COVID-19. After the importation of
B.1.1 lineages characterized by N:R203K and N:G204R mutations,
community transmission massively occurred and gave rise to B.1.1.28
(S:V1176F) and B.1.1.33 lineages (ORF6:I133T and N:1292T), widely
distributed in Brazilian regions along the first year of the pandemic
(Fig. 4A and 4B). B.1.1.28 has diversified into two lineages, P.1 (20J/
501Y.V3) and P.2, which are already widely represented by many se-
quences and distributed across all regions. The larger branch length
leading to P.1 lineage draws attention and its emergence is probably
driven by an accelerated molecular evolution (Fig. 4B and 5A).

We estimated an evolutionary rate of 7.76 x 10~ substitutions per
site per year (23.22 mutations per year) for the Brazilian-focused sub-
sampling (Fig. 5A). Since the end of 2020, two evolutionary patterns are
observed in the root-to-tip regression of sampling dates. Despite the
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REF Genomic ALT Effect Amino Gene Product Number of % in Brazilian Major associated
position acid q 1i
A 23403 G Missense D614G S Surface 2651 97.07 B.1 and derived
glycoprotein
C 14408 T Synonymous  L4715L ORFlab  RdRp 2648 96.96 B.1 and derived
C 3037 gy Synonymous  F924F ORFlab  nsp3 2635 96.48 B.1 and derived
C 241 T Intergenic - - - 2374 86.93 B.1 and derived
GGG 28881 AAC Missense RG203- N N 2326 85.17 B.1.1 and derived
204KR phosphoprotein
G 25088 T Missense V1176F S Surface 1299 47.56 B.1.1.28, B.1.1.143,
glycoprotein B.1.1.94,P.1, and P.2
I 29148 C Missense 1292T N N 888 32.52 B.1.1.33, B.1.1.314,
phosphoprotein N.1, N.4
T 27299 C Missense 133T ORF6 ORF6 protein 885 32.41 B.1.1.33, B.1.1.314
C 12053 T Missense L3930F ORFlab nsp7 761 27.87 B.1.1.28, B.1.1.74,
B.1.1.143, P.2
G 23012 A Missense E484K S Surface 312 11.42 B.1.1.33, P.1, P.2
glycoprotein
i 26149 C Missense S253P ORF3a ORF3a protein 249 9.12 B.1.1.28, P.1
A 6319 G Synonymous ~ P2018P ORFlab  nsp3 244 8.93 B.1.1.28, P.1
C 28253 T Synonymous F120F ORF8 ORF8 protein 222 8.13 B.1.1.28, B.1.1.33, P.2
G 28975 T Missense M2341 N N 217 7.95 B.1.1.28, P.2
phosphoprotein
G 28628 T Missense Al1198 N N 211 7.73 P.2
phosphoprotein
(¢ 11824 i Synonymous 138531 ORFlab  nsp6 207 7.58 P.2
i 10667 G Missense L3468V ORFlab 3C-like 206 7.54 P.2
proteinase
A 12964 G Synonymous  G4233G ORFlab  nsp9 176 6.44 P.2
A 6613 G Synonymous V2116V ORFlab nsp3 137 5.02 B.1.1.28, P.1
GTCTGGTTTT 11287 G Deletion 3675-3677  ORFlab  nsp6 130 4.76 B.1.1.7,P.1
SGF
C 29754 T Intergenic - - - 117 4.28 P.2
AGTAGGG 28877 TCTAAAC  Missense RG203- N N 116 4.25 B.1.1.28,P.1
204KR phosphoprotein
C 21614 T Missense L18F S Surface 116 4.25 B.1.1.28, P.1
glycoprotein
G 17259 T Missense S56651 ORFlab  Helicase 116 4.25 P.1
A 23063 T Missense N501Y S Surface 115 4.21 B.1.1.7, P.1
glycoprotein
C 21638 T Missense P26S S Surface 113 4.14 P.1
glycoprotein
T 733 C Synonymous ~ D156D ORFlab  Leader protein 111 4.06 P.1
C 13860 T Missense T45321 ORFlab  RdRp 111 4.06 P.1
C 24642 T Missense T10271 S Surface 111 4.06 P1
glycoprotein
C 12778 i Synonymous ~ Y4171Y ORFlab  nsp9 111 4.06 P.1
C 21621 A Missense T20N S Surface 111 4.06 P.1
glycoprotein
C 28512 G Missense P8OR N N 110 4.03 Pi
phosphoprotein
A 5648 C Missense K1795Q ORFlab nsp3 109 3.99 P.1
c 23525 T Missense H655Y S Surface 109 3.99 Pl
glycoprotein
G 28167 A Missense E92K ORF8 ORF8 protein 108 3.95 P.1
G 21974 T Missense D138Y S Surface 107 3.92 B.1.1.33,P.1
glycoprotein
G 22132 T Missense R190S S Surface 105 3.84 P.1
glycoprotein
C 2749 T Synonymous ~ D828D ORFlab  nsp3 105 3.84 P.1

Ref: Reference nucleotide(s); ALT: Replaced nucleotide(s); UTR= Untranslated region; ORF=Open reading frame; S: Spike; N: Nucleocapsid; nsp: nonstructural

protein; RARp: RNA-dependent RNA polymerase.

majority of sequences following the expected substitution rate for SARS-
CoV-2, we observe a rise in P.1 (20J/501Y.V3) and B.1.1.7 (201/501Y.
V1) abundance, both characterized by an abnormal clock rate (Fig. 5A)
and a constellation of mutations in the spike protein. Time-resolved
maximum likelihood tree highlighted the importation of lineages in
the early phase of the pandemic and its rapid diversification through
community transmission inside the country, leading to the spread of two
main lineages (B.1.1.28 and B.1.1.33) within and between state borders
(Fig. 5B) and a more restricted circulation of B.1.1.74 lineage in the
Northeast. A time-resolved phylogeny considering only Brazilian

sequences reinforces the nationwide distribution of multiple SARS-CoV-
2 lineages and clades (Fig. 5C and Fig. S3).

We found at least seven major clades (1-7) (Fig. 6) and two minor
(4.2 and 5.3) (Fig. S4) related to the six most prevalent Brazilian line-
ages. Clade 1 (B.1 lineage) is represented by 33 genomes, > 50% from
the Southeast with a few introductions to other regions and a restricted
time of spread until around May 2020 (Fig. 6B). Clade 2 includes 98
genomes and is associated with B.1 and B.1.212 lineages. B.1 (Clade 2.1)
sequences from this clade are mostly restricted to Southern and South-
east Brazil, while B.1.212 (Clade 2.2) has spread mainly in the Northeast
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Fig. 3. Distribution of the 10 most prevalent SARS-CoV-2 lineages (n>>25) inside Brazil from end-February 2020 to mid-February 2021. (A) Frequency of these
lineages through time in the entire Brazil. (B) Map showing the fraction of each of these lineages across all five Brazilian regions. (C) Distribution of these lineages

across all Brazilian states, proportional to the number of sequenced genomes.

and Northern regions (Fig. 6C). Clade 3 is represented by 804 genomes,
mostly from B.1.1.33 lineage. It reached an unprecedented dissemina-
tion through Brazil since March 2020, whose introductions in different
regions and states were mostly driven by the Southeast followed by
massive community transmission and the establishment of local clusters
(Fig. 6D). Clade 4 (n =107) is characterized by B.1.1.74 sequences and it
is more geographically restricted to the Northeast, especially Pernam-
buco (n = 41) and Paraiba (n=23). However, it accounts for occasional

introductions to Southern and Southeastern regions (Fig. 6E). Clade 5
harbors B.1.1.28 (Clade 5.1) and P.1 (Clade 5.2) sequences. B.1.1.28
sequences are mostly widespread in Northern and Southeastern regions
(Fig. 6F), and P.1 genomes (n = 96) are mostly found in Northern Brazil,
especially Amazonas (n = 50) and Rondonia (n = 15), and Southeast
(Sao Paulo; n = 17) (Fig. 6H). Clade 6 is also represented by genomes
that fall into the B.1.1.28 lineage (n = 529). However, it is more wide-
spread in the Southeast (n = 436), especially in Sao Paulo (n = 412) and
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Fig. 4. Evolutionary distribution of SARS-CoV-2 genomes from Brazil. (A) Maximum likelihood phylogenetics tree of 2,346 Brazilian sequences and 8,227 additional
global representative genomes. States belonging to each specific Brazilian region are colored using similar colors depicted in the map (Centre-West: yellow; North:
red; Northeast: purple and pink; South: blue; Southeast: green). Key mutations are represented in the respective branches. (B) Maximum likelihood phylogenetics tree
dropping sequences from other countries and highlighting the most frequent Brazilian lineages presented in Fig. 3. Nextstrain clades are represented in key branches.
Evolutionary rate is represented by the number of mutations (divergences) related to SARS-CoV-2 reference sequence (NC_045512.2).

in the Southern region (n = 72), especially Rio Grande do Sul (n = 65)
(Fig. 6G). Clade 7 is highly supported by sequences of P.2 lineage (n =
204). This clade is also widely distributed throughout Brazilian regions,
especially the Southeast (n = 83), South (n = 63), and North (n = 42),
even giving rise to new local clusters in the end of 2020 and early-2021
(Fig. 6H).

3.5. Phylogeographic and phylodynamic patterns of SARS-CoV-2 spread
in Brazil

Considering the four major clades mostly represented by Brazilian
sequences and with sufficient temporal signal (clades 3 to 6), we
reconstructed their spatiotemporal diffusion in the Brazilian territory.

Clade 3 (lineage B.1.1.33) presented a median evolutionary rate of
511 x10°* (95% Highest Posterior Density (HPD): 4.68 x 10 *t05.57
x 107%). The phylogeographic reconstruction suggests multiple in-
troductions of this clade in different Brazilian regions followed by
massive intrastate spread and few transmissions to surrounding states
(Fig. 7A, Fig. S5A, Video S1). It can be illustrated in the MCC tree, which

shows five subclades, two mostly represented by sequences from the
Southeast, one from the South, one from the Northeast and the other
from the North (Fig. S5A).

Clade 4 (lineage B.1.1.74) probably emerged in the Southeast and
rapidly spread to Northeast and Southern regions, dispersing progres-
sively from state to state in these regions. A new introduction into the
Northeast occurred around September 2020, seeding transmission
events to neighboring Northern states (Fig. 7B, Fig. S5B, Video S2). This
clade had a median evolutionary rate of 6.66 x 10~*(95% HPD: 5.49 x
10~*t0 7.79 x 10~*) and is more geographically restricted to the Bra-
zilian states in the eastern coast, especially states from the Northeast.

Clade 5 (lineages B.1.1.28 and P.1) had a median evolutionary rate of
4.92 x 107* (95% HPD: 3.94 x 10~* t0 5.82 x 10~%). This estimate led
to an older dating (2018.63, 95% HPD: 2018.03 to 2019.14) of the most
recent common ancestor (TMRCA) and instabilities in the tree rooting.
Thus, time- or rate-related inferences for this clade should be considered
with extreme caution. A hallmark of this clade is its rapid diffusion to all
five Brazilian regions (until around May 2020), followed by massive
local transmission within the same state or neighboring states in the
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same region, with higher prevalence in Amazonas (North) and Sao Paulo
(Southeast) (Fig. 7C, Fig. S5C, Video S3).

Clade 6 (B.1.1.28) had a median evolutionary rate of 6.06 x 104
(95% HPD: 5.46 x 10 to 6.37 x 10™*). Each of the three subclades
within this clade are homogeneously distributed in states from the same
region (Fig. S5D) and phylogeographic estimates highlighted early in-
troductions in the Southeast, Southern and Northeast regions seeding
mostly intra and interstate spread, mainly in the Southeast and Southern
Brazil over 2020 (Fig. 7D, Video S4).

4. Discussion

Viral sequencing is essential to track viral evolution and spread
patterns. Despite the initial efforts to obtain a representative genomic
dataset of the Brazilian first epidemic wave to better characterize viral
introductions and early spread (Candido et al., 2020a), the initiatives

10

across different regions have been limited and non-uniform after on.
Interestingly, the previously described clades (Candido et al., 2020a)
have spread and diversified through the country. Clade 1 (after named
B.1.1.28) was mostly restricted to the Southeast (Sao Paulo) and Clade 2
(after named B.1.1.33) was already present in 16 states in this early
phase. In this work, we showed the emergence of at least four clades
derived from B.1.1.28. The first was widely distributed in Brazilian re-
gions (Clade 5.1) and evolved to P.1 lineage (Clade 5.2). The second
(Minor clade 5.3) and third (Clade 6) are most widespread in the
Southeast, accounting for a few introductions in other regions. The
fourth gave rise to P.2 lineage (Clade 7), which is distributed in all
Brazilian regions. B.1.1.33 continues to be composed of a larger clade
(Clade 3) with a wide distribution among all Brazilian regions.

The B.1.1.33 lineage was studied in further detail using 190 genomes
from 13 Brazilian states, showing its variable abundance in different
states (ranging from 2% in Pernambuco to 80% in Rio de Janeiro), and
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Fig. 7. Spatiotemporal reconstruction of the dispersal history of SARS-CoV-2 in Brazil in the first year of the COVID-19 pandemic. Reconstructions of (A) Clade 3, (B)
Clade 4, (C) Clade 5, and (D) Clade 6 are represented. MCC trees and 80% HPD regions are based on 1,000 trees subsampled from the posterior distribution of a
continuous phylogeographic analysis. Nodes of the MCC tree are coloured according to their time of occurrence. 80% HPD regions were computed for successive time

layers and then superimposed using the same colour scale reflecting time

its moderate prevalence in South American countries (5-18%). Sur-
prisingly, this lineage was firstly detected in early-March in other
American countries (e. g, Argentina, Canada, and USA), and additional
analysis suggest that an intermediate lineage (B.1.1.33-like) most
probably arose in Europe and was later disseminated to Brazil, where its
spread gave origin to lineage B.1.1.33 (Resende et al., 2021) and
possibly seeded secondary outbreaks in Argentina and Uruguay (Mir
et al., 2021; Resende et al., 2021).

The states of Pernambuco (Northeast) and Minas Gerais (Southeast)
presented more restricted viral dynamics. In Pernambuco, 88% of 101
early sequences were classified as lineage B.1.1 and six local B.1.1 clades
were seeded through both national and international traveling (Paiva
et al., 2020). This finding is consistent with the prevalence of B.1.1.74
lineage found in the Northeast, especially in Pernambuco. In Minas
Gerais, 92.5% of the 40 genomes from March 2020 belong to the B

11

lineage (mostly B.1.1) and epidemiological analysis revealed that the
distribution of cases and deaths was more spatially uniform, while in
other Southeastern states it was more centralized around capital cities
(Xavier et al., 2020).

Studies from Rio de Janeiro (Southeast) and Rio Grande do Sul
(South) identified B.1.1.28 and B.1.1.33 in higher proportion from April
to December 2020 (Franceschi et al., 2021; Francisco Jr et al., 2021;
Voloch et al., 2021). The emergence of a B.1.1.28-derived lineage car-
rying the E484K mutation (later named P.2) was dated in July 2020,
however it began to appear more frequently and almost simultaneously
in October 2020 in the Rio de Janeiro state (Voloch et al., 2021) and in
the small municipality of Esteio, Rio Grande do Sul (Franceschi et al.,
2021), suggesting its wide distribution in the Southern and Southeastern
regions of Brazil and uncertainty regarding its origin. This assumption
and the frequency increase of B.1.1.28 and derived lineages were
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corroborated by another study from several municipalities of Rio Grande
do Sul, which found that 86% of the sequenced genomes were classified
as B.1.1.28 and ~50% of these belong to the new lineage P.2 (Francisco
Jr et al., 2021). Here, we found that P.2 is already distributed in all
Brazilian regions up to mid-February 2021.

Recent findings using 250 genomes (March 2020 to January 2021)
from Manaus showed that the first exponential growth phase was driven
mostly by the dissemination of B.1.195 which was gradually replaced by
B.1.1.28, and the second wave coincides with the emergence of the VOC
P.1. This variant probably evolved from a local B.1.1.28 clade in late
November and replaced the parental lineage in less than two months. An
evolutionary intermediate between B.1.1.28 and P.1 (named P.1-like)
was identified, suggesting that the diversity of SARS-CoV-2 variants
harboring spike mutations in Manaus could be larger than initially ex-
pected and that those variants probably circulated for some time before
the emergence and expansion of P.1 (Naveca et al., 2021).

Another study following the circulation of P.1 estimated its emer-
gence to November 2020 preceded by a period of faster molecular
evolution. Additionally, virus exchanges between Amazonas and the
urban metropolises in Southeast Brazil follow patterns in national air
travel mobility, since states reporting P.1 until end-February 2021
received around 100,000 air passengers from Manaus in November. Of
the 10 new amino acid mutations in the spike protein (L18F, T20N,
P26S, D138Y, R190S, K417T, E484K, N501Y, H655Y, T1027I)
compared to its immediate ancestor (B.1.1.28), molecular selection
analyses found evidence that 8 of these 10 mutations are under diver-
sifying positive selection (Faria et al., 2021).

Detecting mutations that are subjected to positive pressure is of
paramount importance in order to predict the SARS-CoV-2 pandemic
future. By correlating amino acid replacements with expected structural
changes, it is possible to anticipate risk of immune evasion with
consequent infection recurrence and or vaccine mismatching. Various
specific mutations were encountered in different lineages that are
potentially associated with selective advantages. RBD and its hACE-2
interacting core, the Receptor Binding Motif (RBM), is of evident
importance, since substitutions in this motif were associated with
increased receptor binding forces (e. g., N501Y) or immune evasion (e.g.,
E484K). The E484K mutation seems to be of particular relevance, as its
presence shifts the main interaction residue to this site. Molecular dy-
namic simulation reveals that E484K mutation enhances spike RBD-
ACE2 affinity and the combination of E484K, K417N and N501Y mu-
tations (501Y.V2 variant) induces a higher number of conformational
changes than N501Y mutant alone, potentially resulting in an escape
mutant (Nelson et al., 2021). Since this site is not involved in interaction
with hACE-2 when the original glutamate is in place, its occurrence has
been linked to reinfection, convalescent plasma activity abolishment
and decreased post-vaccination neutralizing activity (Li et al., 2021;
Nelson et al., 2021).

Other mutations likely play important roles by allosteric mechanisms
and have been positively selected early during the SARS-CoV-2
pandemic. Almost all Brazilian sequences harbor S:D614G, a hallmark
of the ancestral B.1 lineage. Although this mutation is outside the RBD, it
is speculated that it abolishes the hydrogen bond between the 614 po-
sition in S1 and a threonine residue located at S2 from the neighbour
protomer. In consequence, RBD would be locked in its activated “up”
position, thus increasing viral infectivity (Ozono et al., 2021). Therefore,
the establishment of this mutation in Brazilian sequences seems to be
related to both a founder effect based on the importation of primarily
G614 variants to Brazil and an evolutionary advantage in comparison
with D614.

The precise forces that drive the appearance of complex mutational
signatures characteristic of different lineages over short time periods
remain largely unknown. Under specific circumstances, the combination
of prolonged viral shedding with high selective pressure could lead to
major evolutionary leaps. Critically ill and immunosuppressed patients
chronically infected with SARS-CoV-2 and treated with convalescent
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plasma have been linked to viral breakthroughs caused by mutant vi-
ruses (Kemp et al., 2021). Whichever phenomena allow for faster viral
evolution, they probably have to permit multiple substitutions to occur
almost simultaneously, since our molecular clock analysis shows con-
stant and relatively slow rates of mutation accumulation, except for VOC
viruses.

Although the proximal origins of the most important VOCs remain to
be determined, some conclusions about their nature could be already
drawn. First, the mutations shared between P.1 and B.1.1.351 seem to be
associated with a rapid increase in cases even in locations where pre-
vious attack rates were thought to be very high (Buss et al., 2020).
Lineage P.1, which emerged from the Brazilian state of Amazonas be-
tween November and December 2020, has accumulated a high number
of non-synonymous mutations and is now dispersed across novel Bra-
zilian regions, representing one of the most frequent lineages up to
February 2021 (Faria et al., 2021; Naveca et al., 2021). Second, the fact
that the set of mutations shared by P.1, B.1.1.7 and B.1.351 seem to have
arisen independently, as previously demonstrated with emergence of
E484K in others Brazilian lineages (P.2, B.1.1.28 and B.1.1.33), is sug-
gestive of convergent molecular evolution (Faria et al., 2021; Ferrareze
et al., 2021).

Our study shows that the Brazilian territory was affected by at least
59 different lineages during the first year COVID-19 pandemic. This is
not completely unexpected, considering the size of the country and its
touristic and economical relevance. South Africa, the original source of
B.1.351 lineage, similarly had multiple and diverse viral introductions.
Of note, a recent genomic study detected 42 different circulating line-
ages in the country, between the first epidemic wave (March) and mid-
September, 2020. Moreover, the three main lineages (B.1.1.54, B.1.1.56
and C.1), which represented the majority of cases in the first wave, were
responsible for ~42% total of the infections by the end of 2020, since
B.1.351 had emerged in an explosive fashion in mid-October (Tegally
etal., 2021b). This later lineage is of major concern and South Africa is,
up to February 2021, the leader country in COVID-19 related deaths in
Africa (Johns Hopkins Coronavirus Resource Center, 2021; Li et al.,
2020). In Brazil, the prevalence of lineages B.1.1.28 and its derivatives
P.1 and P.2 have been representing progressively more cases of the
sequenced genomes at the time of writing. In March 2020, B.1.1.28 was
one of the 28 circulating lineages present in the country, with more than
30% of the sequenced genomes. At its side, B.1.1.33 was the identified
lineage for approximately 26% of analyzed genomes. Ten months later
(January, 2021), the VOC P.1 appeared as the prevalent one among 12
different lineages, reaching more than 45% of the sequenced cases. Next,
followed the P.2 lineage (~27%). At that point, B.1.1.28 and B.1.1.33,
which achieved 85.5% of the sequenced genomes together in June,
matched for, in January, less than 10% of the cases. Therefore, in both
countries, despite potentially different initial founding effects that could
have led to diverse lineage dissemination patterns, eventually complex
VOCs harboring advantageous mutations were selected for viral spread,
indicating an increased evolutionary fitness for these viruses.

Our phylogeographic reconstruction demonstrated the widespread
dissemination of multiple SARS-CoV-2 lineages inside Brazil and the
major role of intrastate diffusion of the most prevalent lineages. The
evolutionary rate estimates for clade-specific MCC trees (especially
clades 3, 5, and 6) were significantly smaller than previous findings (8 to
9x104 subst/site/year) (Rambaut, 2020; Su et al., 2020). These dif-
ferences have contributed to an older dating of the MRCA, since the
accumulation of more mutations is expected to occur in a wider time-
frame. While these older MRCA datings are probably not realistic in the
context of the COVID-19 pandemic, they highlight issues with the data
collection process. Potential explanations for this behavior are: related
samples having the same age (phylo-temporal clustering),
among-lineage rate variation and non-random sampling (Tong et al.,
2018).

The dispersion model used is well suited for spread over land, in
opposition to long distances traveled by plane, a common practice in the
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Brazilian territory due to its continental size. The major consequence is
that inferences of the nodes locations near to the root of the tree must be
analyzed very cautiously. For example, in Fig. 7C the green ellipses in
the northwest-southeast direction are a consequence of sparse sampling
and nodes representing travel events between the North and Southeast.
Therefore, the strong uncertainty in these estimates (large ellipses) re-
flects limitations of both the data and the employed model. Despite its
limitations, more local dispersal routes represented here closer to ter-
minal nodes were well captured by the phylogeographic model, which
was the main objective of this study since there was a greater contri-
bution of intra- and interstate diffusion after the pandemic was estab-
lished in the country.

Unfortunately, incomplete and erratic sequencing efforts have
limited a better SARS-CoV-2 characterization in Brazil, since genomes
are not equally distributed in geographical or temporal scales due to
episodic sampling efforts prompted by resource availability. This is re-
flected by a very small fraction of SARS-CoV-2 cases being sequenced.
Unequal temporal distribution implies that some of the conclusions are
disproportionately affected by events in heavily (March-May 2020) and
poorly (June 2020 onward) sampled periods. Therefore, different line-
age distributions could be an artefact of distinct sequencing coverage
among states and across different time frames. Importantly, as Brazil is
currently the new epicenter of the pandemic and identified variants of
concern and interest, the country initiatives doubled the quantity of
genomes deposited in GISAID (5,468 in April 8th vs 2,751 used in this
analysis until February 16). Only 420 of these were collected between
mid-February and early-April 2021, showing important delays between
sample collection and sequencing or sample storage for long periods
before sequencing and submission (e. g, waiting for reagents and/or
research investments). Therefore, a significant amount of sequences
from 2020 were deposited lately and were not included in this analysis.
By mid-July, 23,351 genomes from Brazil are available, of which 17,894
(76.63%) have collection dates in 2021 and almost almost half are from
the state of Sao Paulo (https://www.gisaid.org/). These data demon-
strate the absence of countrywide temporally and spatially representa-
tive datasets even with increased investment and sequencing capacity.

Notably, the majority of the sequences analyzed here come from the
Southeastern region of Brazil. While this is in fact an economic and
travel hub for the country, accounting for >70% of the international
passengers arriving in Brazil in the beginning of the pandemic (Candido
etal., 2020b), inferences regarding this region can be inflated in relation
to undersampled regions. However, this is, to the best of our knowledge,
the first attempt to characterize sequencing efforts, SARS-CoV-2 muta-
tions, phylogenetics, phylogeography and phylodynamics in the entire
Brazil after the study that characterized the first epidemic wave in Brazil
using 490 representative genomes (Candido et al., 2020a). In the near
future, it will be important to describe and track the spread of the P.1
and P.2 lineages, which have already shown to be replacing the other
lineages identified in Brazil (https://outbreak.info/situation-reports).

5. Conclusions

In summary, by systematic analysis of viral genomes distributed
across Brazil over time, we were able to confirm the early introductions
of multiple lineages, its rapid diversification to constitute new lineages,
probable convergent evolution of important mutations (e. g, E484K,
N501Y), and the emergence of P.1, arguably one of the most potentially
concerning lineages identified worldwide up to February 2021. The
occurrence of this lineage and the emergence of novel variants (e. g,
B.1.617.2) could jeopardize the efficacy of vaccines and immunother-
apies and may lead the health care system to overload. We concluded
that enhanced genomic surveillance is, therefore, of paramount impor-
tance and should be extended as soon as possible as a means to better
inform policy makers and enable precise evidence-based decisions to
fight the COVID-19 pandemic.
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Supplementary files

Supplementary File 1. GISAID acknowledgement table of worldwide
SARS-CoV-2 genomes used in this study.

Table S1. Comparison of genomes sampled from Brazil and confirmed
cases per month from March 2020 to mid-February 2021.

Table S2. Comparison of genomes sampled from each Brazilian state
and confirmed cases from March 2020 to mid-February 2021. Data are
ordered from the higher sequencing rate (genomes per case) to lower.

Table S3. Number of genomes and lineages sampled from each Bra-
zilian state from March 2020 to mid-February 2021. Data are ordered
from the higher number of genomes to lower.

Table S4. First and last detection of SARS-CoV-2 lineages represented
by > 5 Brazilian genomes, including information on state of detection
and minimum time of spread according to available data.

Fig. S1. Distribution of the 10 most prevalent SARS-CoV-2 lineages
across all Brazilian states considering the absolute number of sequences
per state.

Fig. S2. Time between first and last detection of the 18 lineages
observed in more than 5 Brazilian genomes.

Fig. S3. Time-resolved Maximum likelihood phylogenetics tree
dropping sequences from other countries and highlighting the most
frequent Brazilian lineages.

Fig. S4. Zoom-in on clades corresponding to the two minor clades
from B.1.1.74 and B.1.1.28 Brazilian lineages not represented in Fig. 6.
(A) Time-resolved ML tree of Brazilian sequences colored by PANGO
lineages. Letters around clades are augmented in respective figures. (B)
Clade 4.2 is represented by 27 sequences (B.1.1.74 lineage). (C) Clade
5.3 harbors 162 sequences from B.1.1.28 and B.1.1.94. In (B) and (C),
states belonging to each specific Brazilian region are colored using
similar colors (Centre-West: yellow; North: red; Northeast: purple and
pink; South: blue; Southeast: green).

Fig. 5. Maximum clade credibility trees of major Brazilian clades
with sufficient temporal signal. (A) Clade 3 (lineage B.1.1.33), (B) Clade
4 (B.1.1.74), (C) Clade 5 (B.1.1.28 and P.1) and (D) Clade 6 (B.1.1.28).
In (A), (B), (C), and (D), states belonging to each specific Brazilian re-
gion are colored using similar colors (Centre-West: yellow; North: red;
Northeast: purple and pink; South: blue; Southeast: green).

Video S1. Animation of the phylogeographic reconstruction of Clade
3. Node polygons and lines represent posterior probabilities (orange to
red scale). Colors on the map represent the five Brazilian regions (South,
Southeast, Centre-West, Northeast and North).

Video S2. Animation of the phylogeographic reconstruction of Clade
4. Node polygons and lines represent posterior probabilities (orange to
red scale). Colors on the map represent the five Brazilian regions (South,
Southeast, Centre-West, Northeast and North).

Video S3. Animation of the phylogeographic reconstruction of Clade
5. Node polygons and lines represent posterior probabilities (orange to
red scale). Colors on the map represent the five Brazilian regions (South,
Southeast, Centre-West, Northeast and North).

Video S4. Animation of the phylogeographic reconstruction of Clade
6. Node polygons and lines represent posterior probabilities (orange to
red scale). Colors on the map represent the five Brazilian regions (South,
Southeast, Centre-West, Northeast and North).
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5. CAPITULO IlI

O manuscrito que constitui este capitulo, intitulado “Predominance of the
SARS-CoV-2 Lineage P.1 and Its Sublineage P.1.2 in Patients from the Metropolitan
Region of Porto Alegre, Southern Brazil in March 2021” buscou identificar se a
linhagem P.1, detectada no final de 2020 no estado do Amazonas, ja representava
grande parte dos casos ha regido metropolitana de Porto Alegre em Marco de 2021,
além de caracterizar a evolucdo e padrbes de espalhamento geografico das
amostras sequenciadas. Encontra-se publicado na revista Pathogens

(https://www.mdpi.com/journal/pathogens), com fator de impacto JCR 2021 = 3,492

e Qualis/CAPES = A2. O manuscrito e 0s materiais suplementares estao

disponiveis na integra (Open access) no seguinte link: https://www.mdpi.com/2076-

0817/10/8/988/html. Todas as analises descritas no manuscrito, assim como a sua

redacao, foram realizadas pelos alunos Vinicius Bonetti Franceschi e Gabriel Dickin
Caldana, sendo os demais autores responsaveis por colaboracfes na escrita ou
analises, bem como na sua orientacdo e obtencdo de fomento. Abaixo, todas as
paginas do manuscrito publicado foram anexadas para compor o Capitulo Il da

presente dissertacao.
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Abstract: Almost a year after the COVID-19 pandemic had begun, new lineages (B.1.1.7, B.1.351,
P.1, and B.1.617.2) associated with enhanced transmissibility, immunity evasion, and mortality were
identified in the United Kingdom, South Africa, and Brazil. The previous most prevalent lineages in
the state of Rio Grande do Sul (RS, Southern Brazil), B.1.1.28 and B.1.1.33, were rapidly replaced by
P.1 and P2, two B.1.1.28-derived lineages harboring the E484K mutation. To perform a genomic char-
acterization from the metropolitan region of Porto Alegre, we sequenced viral samples to: (i) identify
the prevalence of SARS-CoV-2 lineages in the region, the state, and bordering countries/regions;
(ii) characterize the mutation spectra; (iii) hypothesize viral dispersal routes by using phylogenetic
and phylogeographic approaches. We found that 96.4% of the samples belonged to the P.1 lineage
and approximately 20% of them were assigned as the novel P.1.2, a P.1-derived sublineage harboring
signature substitutions recently described in other Brazilian states and foreign countries. Moreover,
sequences from this study were allocated in distinct branches of the P.1 phylogeny, suggesting multi-
ple introductions in RS and placing this state as a potential diffusion core of P.1-derived clades and
the emergence of P.1.2. It is uncertain whether the emergence of P.1.2 and other P.1 clades is related
to clinical or epidemiological consequences. However, the clear signs of molecular diversity from the
recently introduced P.1 warrant further genomic surveillance.

Keywords: COVID-19; severe acute respiratory syndrome coronavirus 2; infectious diseases; high-
throughput nucleotide sequencing; molecular evolution; molecular epidemiology; phylogeny

1. Introduction

After its initial emergence in Wuhan (China) in late 2019, severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) spread rapidly around the world leading to the
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COVID-19 pandemic officially recognized in March 2020 [1]. As of May 17, 2021, >163
million cases and >3.3 million deaths have been confirmed. In Brazil, the third most affected
country by COVID-19, >15.6 million cases and >435,000 deaths have been reported. From a
virological standpoint, this could be related to the continental magnitude of Brazil, leading
to multiple viral introductions [2] and the recent emergence of a novel variant of concern
(VOC) presenting enhanced infectiousness.

Rio Grande do Sul (RS) is the southernmost state in Brazil. It is bordered southerly
by Uruguay, westerly by Argentina, and northerly by the state of Santa Catarina, Brazil.
With an estimated population of 11.5 million inhabitants and 39.79 inhabitants per square
kilometer, RS is the 6th most populous and the 13th most densely populated state in the
country [3]. Since 2017, the Brazilian Institute of Geography and Statistics (IBGE) has
divided RS into eight intermediate geographic regions: Porto Alegre, Pelotas, Uruguaiana,
Santa Maria, Santa Cruz do Sul/Lajeado, Jjui, Passo Fundo, and Caxias do Sul [4]. The
municipality of Porto Alegre is the state capital, and its metropolitan region comprises
34 municipalities aggregating >4 million inhabitants (~2% of the country’s population) and
is characterized by intense transit of people. COVID-19 was firstly confirmed in RS on
10 March 2020, in a returning traveler from Italy [5]. The state implemented in May 2020
the “controlled distancing system”, which divided the state into 21 regions and 26 areas
(RO1-R26) and consisted of a flag system establishing restrictions and flexibilizations of non-
essential activities based on the weekly occupation of intensive care unit beds and expected
deaths. However, due to economic losses, the more amenable “shared management system”
allowed mayors to appeal in court and adopt less restrictive flag protocols [6].

Important shifts of COVID-19 epicenters have occurred during 2020, starting with
Asia and followed by Europe, North America, and South America. After months of rel-
atively slow evolution, novel VOCs (e.g., B.1.1.7, B.1.351, P.1, and B.1.617.2) harboring
a constellation of signature mutations in the spike protein have emerged [7]. More re-
cently, the World Health Organization (WHO) assigned labels for the VOCs based on
Greek letters. Therefore, the four VOCs are named, respectively, Alpha, Beta, Gamma, and
Delta. These lineages independently arose in the United Kingdom [8], South Africa [9],
Brazil [10,11], and India [12,13] and have fueled secondary outbreaks in places where they
have emerged, despite previous rates of seroprevalence of up to 75% [14]. The city of
Manaus (Amazonas, Brazil), the probable place of origin of the P.1 lineage, faced a major
second wave of COVID-19. An explosive resurgence of cases and deaths became evident in
mid-December 2020. Since the P.1 variant carries multiple mutations of potential biological
significance (especially E484K, K417T, and N501Y in the receptor-binding domain (RBD) of
the spike protein): (i) some key substitutions may lead to the immunity evasion; (ii) higher
transmissibility when compared with pre-existing lineages has been characterized; (iii) this
VOC has been the focus of increased surveillance and deserves being studied in greater
detail [15]. After this outbreak, almost all Brazilian states experienced increases in the num-
ber of cases, hospitalizations, intensive care unit (ICU) admissions, and deaths, resulting
in a reemergence of the public health crisis previously experienced in the first wave of
COVID-19 [16].

The diversity of SARS-CoV-2 during the first epidemic wave in Brazil was mainly
composed of B.1.1.28 and B.1.1.33 lineages [2,17], although the very low sequencing rate
across the country has limited these estimates [17]. However, these previous lineages
were rapidly replaced by P.1 and P.2 in late 2020 and early 2021, which are both derived
from the common ancestor B.1.1.28 and harbor concerning mutations in the spike protein
(e.g., E484K and N501Y) [17,18]. In RS state, the most common lineages identified up to
May 2021 are still B.1.1.33 (n = 290) and B.1.1.28 (n = 238) [19,20]. Nevertheless, P.1 has
emerged as the most prevalent lineage sequenced in more recent samples [19]. Recently,
newer mutations were detected in addition to the original set presented in P.1, giving rise
to the sublineage P.1.2 [21]. P.2 probably emerged in Rio de Janeiro state (Southeast) [22],
but it was also found in several municipalities of RS state as of October 2020 [23,24]. The
first P.1 infection in the state was once thought to be in a patient from Gramado city in
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February 2021 [25]. However, in a more recent study, the actual first .1 was detected on
30 November 2020. This happened in a patient with comorbidities from Campo Bom city,
who was reinfected by the P.2 lineage on 11 March 2021 [26].

Even though RS was one of the least affected Brazilian states in the first epidemic
wave, it suffered a pronounced increase in cases in late 2020 [16]. In February 2021, the
progressive increases in cases and hospitalizations (3.8-fold) led to the collapse of the local
state healthcare system. Since recent findings of the widespread dissemination of the SARS-
CoV-2 lineage P.1 in Brazil have been confirmed, we sequenced samples from patients
from the metropolitan region of Porto Alegre to: (i) identify the prevalence of SARS-CoV-2
lineages in the region, the state, and bordering countries/regions; (ii) characterize the
mutation spectra; (iii) hypothesize possible viral dispersal routes by using phylogenetic
and phylogeographic approaches.

2. Results
2.1. Epidemiological Information

Of the 56 samples of hospitalized patients between March 9 and 17 2021, 75.0% (n = 42)
of them were male, and the mean age was 37.2 years (interquartile range (IQR): 13.5 years).
The mean cycle threshold (Ct) value for the first RT-qPCR conducted at Laboratério Exame
was 19.12 cycles (median: 18.00; IQR: 6.00 cycles). Forty-seven (83.9%) had contact with a
confirmed or suspected case. The majority of them were from the RS state capital, Porto
Alegre (n = 32; 57.1%). In total, 51 (91.1%) were from the intermediate geographic region
of Porto Alegre and 5 (8.9%) from the intermediate region of Santa Maria (Table 1 and
Figure S2C).

2.2. SARS-CoV-2 Mutations and Lineages

Consensus SARS-CoV-2 genomes were obtained with an average coverage depth of
813.2x (median: 820.6%; IQR: 184.7x) (Figure S6). We detected 175 different mutations
comprising all samples (Figure 1A). The ORFlab carried 102 (58.3%) replacements followed
by spike (n = 24; 13.7%), nucleocapsid (n = 18; 10.3%), ORF3a (n = 14, 8.0%), ORF7a (n = 6;
3.43%), ORF8 (n = 5; 2.86%), and membrane (n = 3; 1.7%) genes. Remarkably, 50% of the
spike substitutions occurred in only one genome, and, of these, nine (75.0%) were missense
(Table S1). Fifty-nine (33.7%) mutations were identified in two or more sequences. From
these, 36 (61.0%) are non-synonymous (missense), 21 (35.6%) are synonymous, 1 (1.7%) is
intergenic at 5’ Untranslated Region (UTR), and 1 (1.7%) is an inframe deletion. Highly
frequent (>10 genomes) mutations were found in 34 genomic positions, 24 (70.5%) being
missense and 9 (26.5%) synonymous. Fifteen substitutions (10 in the spike protein: L18F,
T20N, P26S, D138Y, R190S, K417T, E484K, N501Y, H655Y, and T10271) are P.1 lineage-
defining mutations (Figure 1B and Table 2). The only P.1 defining replacement not found at
high frequency in our study was the deletion in ORFlab (del 11288:11296), called in only
four genomes. Deletions overlapping annealing sites of amplicon primers are associated
with a strong decrease in the PCR efficiency prior to sequencing, leading to low genomic
coverage [27]. Then, after applying a stringent coverage depth filter (DP > 50) for calling
the genomic positions in the consensus sequences, this deleted region was flagged as
low coverage.

Most importantly, other positions presenting single nucleotide polymorphisms (SNPs)
reached the appropriate threshold, since a point mutation is generally unable to cause dropouts.

After comparing the frequency of mutations from the recently sequenced samples
and the Brazilian P.1 genomes, we observed a combination of mutations that stood out
in a significant proportion (n = 11; 19.6%) compared with previous P.1 sequences from
Brazil. This combination was previously described [21] and gave rise to the P.1.2 lineage,
which harbors three ORFlab replacements (synC1912T, D762G, and T1820I), one in ORF3a
(D155Y), and one in N protein (synC28789T) (Table 2). Additionally, two of these genomes
(18.2%) carry T11296G (ORFlab nsp6: F3677L) and eight (72.7%) harbor G25641T (ORF3a:
L83F) substitutions. Another cluster, made of four local genomes and subsequently named

59



Pathogens 2021, 10, 988 4 of 22

Clade 2, was also detected. This clade possesses three defining mutations (ORFlab nsp4:
V2862L, synC10507T, and ORF3a: M260K), but it does not fall into a lineage designation at
this moment but deserves further monitoring (Figure S1).

Table 1. Epidemiological characteristics of the 56 sequenced samples from Rio Grande do Sul, Southern Brazil.

Seudy 10 GISAIDTD Cycle Municipality of Residence Gender Age Group Lineage Cox_ltact with
(HBM-RS) (EPL_ISL ) Threshold Confirmed Case
39468 2139494 16 Sao Leopoldo Male 30-39 P1 Yes
39469 2139495 19 Porto Alegre Female 20-29 P12 Yes
39470 2139496 19 Porto Alegre Male 60-69 P1 No
39471 2139497 18 Porto Alegre Male 20-29 Pl Yes
39472 2139498 17 Gravatai Male 30-39 Pl No
39473 2139499 26 Cachoeira do Sul Female 20-29 P1 Yes
39474 2139500 18 Gravatai Male 30-39 P.1 Yes
39475 2139501 18 Porto Alegre Female 20-29 P1 No
39476 2139502 15 Porto Alegre Male 20-29 P1 Yes
39477 2139503 21 Porto Alegre Male 30-39 P1 Yes
39478 2139504 15 Cachoeira do Sul Male 30-39 P.1 Yes
39479 2139505 22 Porto Alegre Male 50-59 Pl Yes
39480 2139506 17 Novo Hamburgo Male 4049 P1 Yes
39481 2139507 14 Porto Alegre Female 70-79 P1 Yes
39482 2139508 14 Porto Alegre Female 80-89 P12 No
39483 2139509 13 Gravatai Male 30-39 P1 Yes
39484 2139510 20 Porto Alegre Male 20-29 P1 Yes
39485 2139511 16 Porto Alegre Male 50-59 P1 Yes
39486 2139512 27 Porto Alegre Male 30-39 P2 No
39487 2139513 14 Sao Sebastiao do Cai Male 40-49 P12 Yes
39488 2139514 28 Santo Antonio da Patrulha Male 70-79 P.1 Yes
39489 2139515 27 Porto Alegre Female 20-29 P12 Yes
39490 2139516 18 Porto Alegre Male 20-29 P1 Yes
39491 2139517 15 Alvorada Female 20-29 B.1.1.28 Yes
39492 2139518 y g Gravatai Female 30-39 P1 Yes
39493 2139519 22 Canoas Male 30-39 P12 Yes
39494 2139520 17 Porto Alegre Female 30-39 P1 No
39495 2139521 17 Porto Alegre Male 30-39 P1 Yes
39496 2139522 17 Canoas Female 30-39 P1 Yes
39497 2139523 21 Porto Alegre Male 40-49 P12 Yes
39498 2139524 20 Porto Alegre Female 40-49 Pl Yes
39499 2139525 22 Portao Male 30-39 P1 Yes
39500 2139526 11 Porto Alegre Male 20-29 P12 Yes
39501 2139527 14 Santa Maria Male 20-29 Pl2 Yes
39502 2139528 21 Porto Alegre Male 30-39 P1 Yes
39503 2139529 16 Porto Alegre Male 30-39 P1 No
39504 2139530 21 Gravatai Male 40-49 Pl Yes
39505 2139531 13 Porto Alegre Male 30-39 P12 Yes
39506 2139532 23 Porto Alegre Female 40-49 ¥l Yes
39507 2139533 28 Canoas Female 30-39 ¥l Yes
39508 2139534 22 Porto Alegre Male 20-29 P1 Yes
39509 2139535 23 Alvorada Male 20-29 El Yes
39510 2139536 19 Canoas Male 50-59 P12 Yes
39511 2139537 22 Porto Alegre Male 30-39 P1 No
39512 2139538 25 Cachoeira do Sul Female 40-49 Pl Yes
39513 2139539 23 Santa Maria Male 40-49 r1 Yes
39514 2139540 15 Porto Alegre Male 30-39 Pl No
39515 2139541 21 Porto Alegre Male 20-29 Pl Yes
39516 2139542 28 Porto Alegre Male 50-59 Bl Yes
39517 2139543 17 Sapiranga Male 30-39 Pl Yes
39518 2139544 17 Porto Alegre Male 30-39 P12 Yes
39519 2139545 23 Porto Alegre Male 20-29 Pl Yes
39520 2139546 15 Campo Bom Male 20-29 P1 Yes
39521 2139547 15 Porto Alegre Male 20-29 Pl Yes
39522 2139548 21 Porto Alegre Male 50-59 Pl Yes
39523 2139549 18 Porto Alegre Male 20-29 P.1 Yes

All samples were nasopharyngeal swabs collected during 9-17 March 2021, from residents of RS state. Study ID: Study identifier only
known by study investigators. The Ct values are related to the first RT-qPCR conducted at Laboratério Exame.
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Figure 1. Mutations of the SARS-CoV-2 genomes from RS state, Southern Brazil sampled in March 2021. (A) Genome map
for the 56 genomes sequenced. Nucleotide substitutions are colored in red and blank regions represent low sequencing
coverage. (B) Count of single nucleotide polymorphisms (SNPs) per SARS-CoV-2 genome position along the 56 genomes.
These mutations are corresponding to the red lines in (A), and only missense substitutions represented by >10 sequences
have their respective amino acid changes indicated above the bars. Main open reading frames (ORFs) and SARS-CoV-2
proteins are indicated at the bottom to allow a rapid visualization of the viral proteins affected.

Considering PANGO lineages, 54 genomes (96.4%) were designated as P.1, one (1.8%)
as P2, and one (1.8%) as B.1.1.28. Even without being classified according to the Pango-
designation’s most updated version, the P.1.2 lineage was present in 11/54 (20.4%) of the
P.1 sequences (https:/ /github.com/cov-lineages/pango-designation/issues/56; accessed
on 6 May 2021) (Figure S1).

2.3. Lineage Distribution in Neighboring Countries and Brazilian Regions

RS state shares borders with Argentina to its west (Figure S2), leading to the transit
of people at the frontiers. From March to April 2020, B.1 was the most prevalent lineage
in this bordering country. B.1.499 and N.3 were abundant from May to July when the
N.5 started to rise and surpassed B.1.499 in November 2020 (Figure 2A). Importantly, N.3
and N.5 are derived from the B.1.1.33 lineage widespread in Brazil (https://cov-lineages.
org/lineages.html; accessed on 4 May 2021). The P.2 lineage, which initially emerged in
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Brazil [22] and derived from another Brazilian disseminated lineage (B.1.1.28), was firstly
found in November 2020, and, by January and February 2021, it had already outnumbered
the other lineages in Argentina (Figure 2A).

Table 2. Detailed description and frequency of mutations found in our 56 sequences compared with all Brazilian P.1

sequences until 26 April 2021.

Genomic Amino Acid . Frequency Our Frequency in
Position kit Change s Fosduck S‘iudy (}:’A)) Brazil(ilan’s szl (%)
C241T Intergenic NA 5 UTR NA 100.0 97.2
T733C Synonymous D156D Leader Protein 96.4 99.9
C1912T Synonymous $549S nsp2 19.6 14
A2550G Missense D762G 19.6 1.5
C2749T Synonymous D828D 94.6 99.7
C3037T Synonymous F924F 100.0 99.9
C3828T Missense S1188L 96.4 95.3
A5648C Missense K1795Q nsp3 85.7 100.0
C5724T Missense T18201 ORFlab 17.9 2.3
A6319G Synonymous P2018P 87.5 99.5
A6613G Synonymous V2116V 96.4 99.8
T11296G Missense F3677L nsp6 30.4 82
C12778T Synonymous Y4171Y nsp9 94.6 98.9
C13860T Missense T45321 RdR 94.6 99.8
C14408T Synonymous L4715L P 98.2 96.8
G17259T Missense S56651 Helicase 94.6 99.7
C21614T Missense L18F 96.4 99.9
C21621A Missense T20N 94.6 99.8
C21638T Missense P26S 96.4 99.1
G21974T Missense D138Y 96.4 100.0
G22132T Missense R190S 96.4 98.4
A22812C Missense K417T Surface 96.4 83.4
G23012A Missense E484K = Glycoprotein 96.4 99.9
A23063T Missense N501Y 96.4 99.8
A23403G Missense D614G 100.0 97.7
C23525T Missense H655Y 96.4 100.0
C24642T Missense T10271 96.4 99.9
G25088T Missense V1176F 100.0 99.9
G25855T Missense D155Y . 19.6 1.6
T26149C Missense S253P LRt QkRdeckratein 94.6 98.7
G28167A Missense E92K ORF8 OREFS8 Protein 94.6 99.8
C28512G Missense P8OR Nucleocapsid 96.4 98.3
C28789T Synonymous Y172Y N Phosphoprotein 19.6 13
AGTAGGG
28877-28883 Missense RG203-204KR 96.4 99.8
TCTAAAC

Original bases or amino acids are represented before the genomic coordinate, while the mutated ones are presented after. Only mutations
observed in more than 10 genomes from this study are shown. P.1 lineage-defining mutations are highlighted in bold. P.1.2 (new lineage)
defining replacements are underlined and marked with gray background color. UTR, untranslated region; ORF, open reading frame; S,
spike; N, nucleocapsid; nsp, nonstructural protein; RdARp, RNA-dependent RNA polymerase.

In the entire Brazil, despite early introductions of B.1 and B.1.1, lineages B.1.1.28
and B.1.1.33 were most abundant from March to October 2020. In October, P.2 already
represented an important portion of the sequences, and, by November, it had already
surpassed B.1.1.33. In December 2020 and January 2021, with the emergence of P.1, this
lineage and P.2 already became the most prevalent, while, between February and April, P.1
replaced all other lineages (Figure 2A,B). Some fluctuations evidently occurred in different
Brazilian regions, such as a prevalence of more local lineages (e.g., B.1.195 and B.1.1.378
in the Northern region, B.1.1 and N.9 in the Northeast, and B.1.1.7 in the Southeast and
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Centre-West regions) (Figure S3). In RS, a similar landscape was observed compared to
the Brazilian scenario. B.1.1.28 and B.1.1.33 were most prevalent until October 2020, when

P.2 emerged and remained until January 2021 along with B.1.1.28 as the most prevalent.

After the introduction of P.1 (January 2021), this lineage practically supplanted the others
in February and March 2021 (Figure 2A,B).
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Figure 2. Distribution of SARS-CoV-2 lineages across time in Argentina, other Brazilian regions, and RS state. The other
bordering country (Uruguay) was not included due to the limited number of samples available (n = 135). (A) Per month
lineage distribution in Argentina, all of Brazil, and RS state. Only the 10 most prevalent lineages were considered.
(B) Timeline showing the distribution of the most prevalent lineages until the end of 2020 (B.1.1.28 and B.1.1.33) and from
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each area. The region of Porto Alegre was amplified and the lineage frequencies from 2020, 2021 and the present study are
presented on the right. NA, other lineages.
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After dividing RS into the intermediate regions proposed by IBGE (Figure S2), it was
possible to gain insights into the dynamics of the lineages in the state, despite the low
sample size of some regions (Figure 2C). In most regions, the lineages B.1.1.28 and B.1.1.33
were more prevalent, but P2 was also detected. In fact, in the Caxias do Sul region, more P.2
(n = 31; 49.2%) were sequenced in relation to other lineages. Since the Porto Alegre region
has a larger sample size, we divided its results by year to check the most recent (2021)
evolutionary abundance. In 2020, B.1.1.33 (n = 229; 49.3%) and B.1.1.28 (n = 137, 29.5%)
were the most abundant, followed by P.2 (n = 37; 8.0%). In 2021, P.1 (n = 26, 68.4%) and P.2
(n = 6, 15.8%) have already outperformed the other lineages (Figure 2C). In our study from
March 2021, 96.4% of the samples were classified as P.1. We were able to identify a new P.1
sublineage (P.1.2) in 11 (20.4%) genomes from four different municipalities (Porto Alegre,
Canoas, Sao Sebastiao do Cai, and Santa Maria), demonstrating the possible diversification
of P.1 and its spread within RS (Figure 2C and Figure S1).

2.4. Maximum Likelihood Phylogenomic Analysis

After running the Nextstrain workflow using quality control and subsampling ap-
proaches, we obtained a dataset of 8635 time- and geographical-representative genomes.
From these, 861 were from Africa, 1370 from Asia, 2219 from Europe, 481 from North
America, 218 from Oceania, and 3486 from South America. Brazil was represented by 2608
sequences and RS state by 730 sequences (56 from this study and 674 available in GISAID)
(Table S2).

The time-resolved ML phylogenetic tree confirmed the PANGO lineages assigned,
since 54 genomes (96.4%) grouped with P.1 representatives, 1 (1.8%) with B.1.1.28, and
1 (1.8%) with P2 sequences. We also observed a strong correlation between genetic distances
and sampling dates (R? = 0.71). The P.1 sequences were grouped above the regression line,
showing higher evolutionary rates than the other lineages in the SARS-CoV-2 phylogeny,
as observed in other studies [11,14]. We highlighted the most abundant global lineages
present in RS state that passed the quality control criteria (B.1.1 (n = 32), P.1 (n = 83), P.2
(n=83), B.1.1.28 (n = 203), and B.1.1.33 (n = 286)). We also noticed the high abundance of
B.1.1.28 and B.1.1.33 lineages until October and November 2020, followed by the rise and
establishment of P.2 and P.1, respectively (Figure 3A).

The only B.1.1.28 sequence identified in this study (RS-HBM-39491) branched in a
clade represented by 30 sequences, mostly represented by Southeastern Brazilian (n = 17;
56.6%) genomes. This clade is supported by the ORFlab:synC15810T mutation and in-
cludes a subclade characterized by the ORFlab:L4182F mutation, where the local sequence
is placed together with four samples from Sao Paulo (SP), one from Portugal, and one
from Chile (Figure 54). Most importantly, this local genome harbors seven other mutations:
ORF1ab:T20871 (nsp3), D3022N (nsp4), N3970S (nsp8), V4436A (RNA-dependent RNA
polymerase), synC13724T, synG18973A, and intergenic:G29736T. Additionally, the only
P.2 sequence from this study (RS-HBM-39486) formed a separate clade composed of 20 se-
quences from several Brazilian states (10 from RS, 1 from Parand, 1 from SP, and 1 from
Maranhao), 5 from Argentina, 1 from USA, and 1 from Norway (Figure S5). This clade is
characterized by the ORFlab:synT6218C (nsp3) mutation. Moreover, this local sequence
accrued seven specific mutations: ORFlab:synA7201G, S2926F (nsp4), V6871A (2'-O-ribose
methyltransferase), 5:G1251V, ORF7a:G38V, N:synC28333T, and intergenic:G29688T.

To get a more detailed understanding of the P.1 diffusion throughout Rio Grande
do Sul, other Brazilian regions, and worldwide, we built an ML tree of 4499 genomes
belonging to this lineage (Table S3). P.1 sequences from this study were allocated into
several distinct branches, suggesting multiple introductions and the formation of different
P.1-derived clades and clusters.
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We identified 4 clades, 5 clusters, and 13 isolated sequences (Figure 3B and Figure S7).
Most importantly, Clade 1 had high branch-support (SH-aLRT = 76.3) and was composed
of 11 sequences originated in this study that shared five lineage-defining mutations as
previously described (Table 2) and were recently attributed to the P.1.2 sublineage (https:
/ / github.com/ cov-lineages/pango-designation/issues/56; accessed on 6 May 2021). As
of April 26, 2021, this sublineage is already distributed worldwide in 93 sequences (the
Netherlands, Spain, England, and USA) and in other Brazilian states (Rio de Janeiro (R])
and SP) [21]. Clade 2 sequences harbored two mutations in ORF1ab:V2862L (nsp4) and
synC10507T and one in ORF3a:M260K, and it comprised 81 genomes. Four samples are
from this study. The majority are from Amazonas (n = 15), Sao Paulo (n = 11), RS (n = 8),
and Bahia (BA) (n = 4), and worldwide sequences are mainly represented by French
Guiana, USA, Spain, Japan, and Jordan. Clade 3 is represented by three ORFlab mutations
(synC1420T, D1600N [nsp3], and synT8392A) in three of the seven local genomes. It is
composed of sequences from RS (n = 25), SP (n = 15), Maranhao (n = 10), and R] (n = 8), as
well as other countries (mainly Spain, French Guiana, and USA). Clade 4 is characterized
by two ORF1ab substitutions (G400S (nsp2) and $6822I (2'-O-ribose methyltransferase)),
one N:synT26861C in three genomes, and carries other additional mutations (ORF1lab:
synG10096A, G3676S (nsp6), F3677L (nsp6)) and M:synT26861C. This clade is mainly found
in SP (n = 11), RS (n = 7), Santa Catarina (n = 5), BA (n = 4), and Goias (n = 4), as well as
other countries (mainly USA, Chile, and England).

Clusters 1 and 3 have, respectively, one (ORFlab: G3676S (nsp6)) and two (ORFlab:
synC1471T and A1049V (nsp3)) shared mutations. Among all identified clusters, the most
diverse was Cluster 5, which contains three samples from this study and has five defining
mutations: four in ORFlab (synT4705C, synC11095T, syn11518, and T5541I (helicase))
and one in ORF7a: E16D. Moreover, two sequences share one distinct mutation (ORFlab:
F3677L (nsp6)).

2.5. Bayesian Molecular Clock and Phylogeographic Analysis

To date the time of the most recent common ancestor (TMRCA) and the diffusion
of the four P.1 clades identified in our ML analysis, we used coalescent and phylogeo-
graphic methods. For Clade 1, which is correspondent to the recently labeled P.1.2 lineage,
sequences showed a moderate correlation of genetic distances and sampling dates (corre-
lation coefficient: 0.59, R? = 0.34) (Figure 4A). We estimated a median evolutionary rate
of 7.68 x 10~# (95% highest posterior density interval [HPD]: 4.18 x 10~ * to 1.14 x 103
subst/site/year) and the TMRCA on 18 December 2020 (95% HPD: 29 October 2020 to 31
January 2021). Interestingly, the tree’s root was placed in RS, between a sequence from
RS (the oldest sequence from this clade: EPI_ISL_983865) and a subclade from USA. The
divergence of these subclades was dated on 15 January 2021 (95% HPD: 15 January to
26 March 2021). The subclade composed of the RS sequences formed two separate clusters,
one with three sequences from this study and one Australian genome and another com-
posed of sequences from RS, SP, UK, Portugal, USA, and transmission clusters from RJ and
Netherlands (Figure 4B). The emergence of an important cluster in R] carrying additional
mutations [21] was dated here on 11 March 2021 (95% HPD: 11 March to 6 April 2021).
As American sequences formed a separate subclade, local transmission is probably occur-
ring in the country. The divergence of the American subclade was dated 7 February 2021
(95% HPD: 1 February to 11 May 2021). In accordance with the root being placed in RS, the
BSSVS procedure identified well-supported rates of diffusion from RS to other Brazilian
states such as Sao Paulo (Bayes Factor (BF): 6.82; posterior probability (PP): 0.52), Rio de
Janeiro (BF: 39.18; PP: 0.86), and other countries such as USA (BF: 31.94; PP: 0.84) and
Netherlands (BF: 80.16; PP: 0.93).
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Figure 4. Bayesian discrete asymmetric phylogeographic analysis of the identified Clade 1 (lineage P.1.2). (A) Root-to-tip
regression of genetic distances and sampling dates for Clade 1. Correlation coefficient and R squared are depicted above
the graph. (B) MCC tree of the 93 sequences included in this analysis up to 26 April 2021 (82 from GISAID and 11 from
this study). Numbers above branches represent the posterior probability of each branch. Only posteriors > 0.5 are shown.
Circles indicate countries outside Brazil and Brazilian states (BR suffix).
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However, it is possible that this lineage emerged in another Brazilian state, but its
earlier representatives were not sampled. This is a strong hypothesis since this sequence
is associated with community transmission after contact with tourists in a city of RS
(Gramado) that receives numerous visitors annually [25].

For Clade 2, we estimated a median evolutionary rate of 5.85 x 10~* (95% HPD:
4.18 x 107* to 7.71 x 10~* subst/site/year), and the TMRCA was dated 30 November
2020 (95% HPD: 2 November to 21 December 2020). This clade includes sequences from
11 Brazilian states from all 5 regions and 9 other countries. We were able to detect at least
five introductions from Amazonas, where this clade probably emerged. These introductions
ranged from December 28, 2020 (95% HPD: 28 December 2020 to 5 January 2021) to
28 January 2021 (95% HPD: 28 January to 7 March 2021). Importantly, we identified a
well-supported subclade (PP = 1) of four genomes from this study (Figure 5A).
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Figure 5. Bayesian discrete asymmetric phylogeographic analysis of the identified Clades 2—4 up to 26 April, 2021. (A) Clade
2: MCC tree of the 71 sequences included in this analysis. (B) Clade 3: MCC tree of the 122 genomes included in this analysis.
(C) Clade 4: MCC tree of the 50 sequences included in this analysis. For all MCC trees, numbers above branches represent
the posterior probability of each branch. Only posteriors > 0.5 are shown. Asterisks represent potential introductions in RS
state and subclades cited in the text are indicated. Circles indicate countries outside Brazil and Brazilian states (BR suffix).
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For Clade 3, the TMRCA was estimated on 20 December 2020 (95% HPD: November
25 to 29 December 2020) and the median evolutionary rate was 7.85 x 10~# (95% HPD:
6.06 x 10~% to 1.02 x 103 subst/site/year). This clade harbors sequences from 9 Brazilian
states and 10 other countries. Amazonas is the most probable source of its emergence.
From then onwards, multiple transmission clusters were established in foreign countries
(e.g., Spain, Portugal, and USA) and Brazilian states (especially Maranhao, SP, and RS).
This clade was introduced at least 5 times in RS, leading to 2 major subclades represented
by 18 and 4 sequences, respectively. The major subclade (n = 18, PP = 0.98) was dated
11 January 2021 (95% HPD: 11 January to 1 February 2021) (Figure 5B).

For Clade 4, the TMRCA was dated on 2 December 2020 (95% HPD: 7 October 2020 to
3 January 2021), and the median evolutionary rate was 6.26 x 10~* (95% HPD: 3.51 x 10~*
to 1.01 x 1073). This clade comprises nine Brazilian states and five foreign countries.
After its initial emergence and spread in Amazonas, it had already formed transmission
clusters in SP, BA, United Kingdom, and USA. Most importantly, a subclade containing
sequences from two neighboring states from Southern Brazil (seven from RS and five
from Santa Catarina (SC)) indicates its diffusion from RS to SC, probably leading to two
separate introductions. The divergence of this subclade was estimated on 16 December 2020
(95% HPD: 16 December 2020 to 19 January 2021) (Figure 5C).

Phylogenetic and molecular clock approaches suggest the wide circulation of the VOC
P.1 both nationally and internationally between late 2020 and early 2021. This lineage
has already diversified into some clades that bear characteristic mutations, although
they exhibit similar evolutionary rates. We inferred that P.1 (and its derived clades) was
introduced multiple times in the southernmost Brazilian state (RS) between mid-December
2020 and January 2021. Remarkably, this date is close to the first P.1 detection in Manaus,
which is located ~4000 km away. These early introductions led to the formation of local
subclades that could be identified even using a reduced set of sequenced samples.

3. Discussion

In this study, the analysis of 56 samples from the state of Rio Grande do Sul (RS),
Southern Brazil, confirmed that the P.1 lineage was already highly prevalent. Interestingly,
we demonstrated that P.1 is already showing signs of diversification and has originated a
new sublineage (P.1.2). Herein, we indicate the likely origin and the first clusters of this
novel lineage. This sublineage was detected in three Brazilian states, and other countries,
and its most recent common ancestor was dated on mid-December, 2020 (95% HPD:
29 October 2020 to 31 January 2021). In accordance with the majority of the states from
Brazil, this state experienced significant increases in hospitalizations in early 2021. This
scenario was related to the emergence and rapid spread of the P.1 variant across the country.

After almost one year of relatively slow SARS-CoV-2 evolution, the emergence of
multiple and convergent lineages harboring a constellation of mutations in the spike
protein raised concern in the scientific community. This protein is responsible for mediating
interaction with the human Angiotensin-Converting Enzyme 2 receptor (hACE2) and is a
primary target of neutralizing antibodies and vaccines [28]. The variants harboring different
mutational signatures, including spike protein substitutions, were classified as VOCs and
“variants of interest” (VOIs), depending on their growing relevance in the current pandemic.
The first three VOCs emerged in England (B.1.1.7) [8], South Africa (B.1.351) [9], and Brazil
(P.1) [10]. More recently, B.1.617.2 (India) [12,13] also was characterized as a VOC. By May
2020, B.1.427/429 [29], B.1.526 (New York, USA), B.1.617 (India), and P.2 (Brazil) [22] were
categorized as VOIs. B.1.1.7, B.1.351, and P.1, the most studied VOCs, have the D614G and
N501Y mutations in common. B.1.351 and P.1 share a mutation in the K417 site (K417N
and K417T, respectively) and the E484K replacement, which is also observed in the P.2
lineage. Additionally, B.1.1.7 carries the P681H substitution in the furin-cleavage site and
multiple VOIs bear the L452R substitution [7]. The presence of common substitutions
in different SARS-CoV-2 lineages suggests co-evolutionary and convergent mutational
processes [8-10,30].
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In the present study, we noticed that B.1.1.33 and B.1.1.28 lineages, detected at the
beginning of the pandemic in Brazil [2], had been similarly prevalent in different regions
until September 2020, before the appearance of P.2 (in October) and P.1 (in December 2020).
The B.1.1.33 lineage shows variable abundance in different Brazilian states (ranging from
2% in Pernambuco to 80% in Rio de Janeiro), with moderate prevalence in South Amer-
ican countries (5-18%). Surprisingly, this lineage was firstly detected in early March
2020 in other American countries (e.g., Argentina and USA). Apparently, an intermediate
strain probably emerged in Europe and subsequently spread to Brazil, where its spread
gave rise to B.1.1.33 [31] and possibly triggered secondary outbreaks in Argentina and
Uruguay [31,32]. We found that N.3 and N.5, both derived from B.1.1.33, represented an
important proportion of the sequences from Argentina from May to December 2020, when
it was replaced by the P.2 lineage, which probably emerged in Rio de Janeiro (Southeastern
Brazil). The B.1.1.28 lineage, despite apparently being less abundant than B.1.1.33 in several
Brazilian regions, quickly diversified into two variants: VOC P.1 and VOI P.2 [33]. Since
the end of 2020, these two lineages have lead the diversity of SARS-CoV-2 in Brazil [17]
and have caused concern in other countries after several introductions. Regarding the
distribution of sequenced samples across RS state, the cumulative frequency of B.1.1.28
and B.1.1.33 was higher until mid-April 2021 [16]. However, since the end of 2020 and
beginning of 2021, a rise in P.1 and P.2 sequences was observed. Our study supported
that P.1 outperformed other lineages in RS as of March 2021, although the collection of
samples in hospitalized patients and low geographic representativeness does not allow the
extrapolation of these findings.

The emergence of a B.1.1.28 derived lineage carrying the S:E484K mutation (P.2) was
dated, in a retrospective study, late February 2020 in the Southeast (Sao Paulo and Rio
de Janeiro), followed by transmission to the South (especially RS). Since then, multiple
dispersion routes were observed between Brazilian states, especially in late 2020 and
early 2021 [18]. However, this lineage went unreported until October 2020, when it was
first detected in the state of Rio de Janeiro [22] and in the small municipality of Esteio
in RS [23]. The increased frequency of B.1.1.28 and derived lineages was corroborated
by another study that included samples from several municipalities of RS in November
2020. This study found that 86% of the genomes could be classified as B.1.1.28 and ~50% of
these, in fact, belong to the new lineage P.2 [24]. Nonetheless, our current study suggests
that P.2 has already been nearly entirely replaced by the P.1 lineage or is not particu-
larly well represented among the analyzed patients seeking emergency consultation or
requiring hospitalization.

Between June and October 2020, an extremely high seroprevalence (44-76%) was
observed in Manaus (Amazonas, Brazil) in a study from blood donors [14]. However,
despite these numbers, Manaus faced a resurgence of cases and a six-fold increase in
hospitalizations between December 2020 and January 2021. The most plausible hypotheses
that would justify this condition are: (i) the previous overestimation of seroprevalence in
Manaus; (ii) the immune evasion property of some SARS-CoV-2 mutations found in VOCs;
(iii) higher transmissibility and pathogenicity of SARS-CoV-2 lineages circulating in the
second wave compared with pre-existing lineages [15].

A genomic epidemiology study that used 250 SARS-CoV-2 genomes from 25 different
municipalities from Amazonas sampled between March 2020 and January 2021 shows that
the first exponential phase in the state was driven mainly by the spread of lineage B.1.195,
which was gradually replaced by B.1.1.28. The second wave coincided with the emergence
of P.1 in November, which rapidly replaced the parental lineage (<2 months) [11] and
whose emergence was preceded by a period of rapid molecular evolution [10]. Importantly,
rapid accumulation of mutations over short timeframes have been reported in chronically
infected or immunocompromised hosts [34,35]. However, preliminary findings pointed to
the existence of P.1 intermediate lineages, suggesting that the constellation of mutations
defining P.1 were acquired at sequential steps during multiple rounds of infections instead
of within a single long-term infected individual [36]. The VOC P.1 carries three deletions,
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four synonymous substitutions, a four base-pair nucleotide insertion, and at least 17 other
lineage-defining replacements, including 10 missense mutations in the spike protein (L18E,
T20N, P26S, D138Y, R190S, K417T, E484K, N501Y, H655Y, and T10271), 8 of which are
subjected to positive selection [10].

Regarding infectiousness, transmissibility, and case fatality, the viral load was ~10-fold
higher in P.1 infections than in non-P.1 infections [11]. Although another study points to
uncertainties regarding viral load and duration of infection after accounting for confound-
ing effects [10]. Moreover, it was estimated to be 1.7-2.4-fold more transmissible, raising
the probability that reinfections would be caused more frequently in hosts infected by P.1
rather than by older lineages. Remarkably, infections were 1.2-1.9 times more likely to
result in death in the period following the emergence of P.1 compared to previous time
frames [10]. These findings support that successive lineage replacements in Amazonas
were driven by a complex combination of factors, including the emergence of the more
transmissible VOC P.1 virus [11].

A study conducted in RS described a P.1 lineage infection on 30 November 2020
followed by a P.2 lineage reinfection on 11 March 2021 in a patient with comorbidities.
This report was the first detected P.1 in the state [26]. Other analyses suggest that the P.1
lineage presumably emerged in Manaus, Brazil, in mid-November 2020 [10,11]. Therefore,
the P.1 lineage was present in Southern Brazil about a few days after its emergence in
Manaus, Northern Brazil. Our molecular clock analysis supported this scenario. Another
study, once thought to be the first P.1 report in RS, documented local transmission of P.1
from a person who had close contact with tourists and was positive for COVID-19 in early
February 2021 [25]. This happened in the city of Gramado, a town in the mountains that
receives around 6.5 million tourists every year and belongs to the Caxias do Sul inter-
mediate region. Interestingly, this sample from Gramado was the earliest representative
of a new P.1-derived lineage (P.1.2), described in 11 patients from our study and found
in transmission clusters from the R state in Southeastern Brazil, USA, and the Nether-
lands. Remarkably, our local sequences are more similar to genomes from other countries
compared to the R] cluster, which acquired at least four additional mutations (including
S:A262S) [21].

Whether P.1.2 has worse clinical outcomes than its prior variant (P.1) is unknown.
However, as described above, the missense mutations characteristic of the new sublineage
are located at nsp2 and nsp3 (ORFlab), ORF3a, and nucleocapsid. These sites are known
for their interaction with human proteome, potentially influencing the immunological and
inflammatory response against SARS-CoV-2 infection [37]. The ORF3a:D155Y substitution
is located near SARS-CoV caveolin-binding Domain IV. The binding interaction of viral
ORF3a protein to host caveolin-1 is essential for entry and endomembrane trafficking of
SARS-CoV-2. Since this mutation breaks the salt bridge formation between Asp155 and
Arg134, it can interfere with the binding affinity of ORF3a to host caveolin-1 and change
virulence properties. Most importantly, this disrupted interaction may be associated with
improved viral fitness, since it can avoid the induction of host cell apoptosis or extend the
asymptomatic phase of infection [38]. We hypothesize that these new substitutions could,
therefore, influence epidemiological and clinical outcomes favoring P.1.2 evolution. This is
elusive at best at this time, however, and further sublineage characterization is needed to
further explore its real relevance.

Some limitations should be considered. Firstly, the sample size is low and not necessar-
ily representative of RS state. Considering the number of sequences from each intermediate
region in RS available in GISAID, it is very likely that the distribution seen on the map
(Figure 2C) is a consequence of sampling at different times in these localities or simple
randomness. Thus, it should not be assumed as a true representation of the spatial diversity
in the state. Since publicly available genomes are a result of episodic sequencing efforts,
especially in Brazil, more precise inferences about introductions and diffusion processes
in regional and worldwide contexts are restricted due to the lack of proper geographical
and temporal distribution of the samples. Therefore, more research and surveillance are
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essential to unravel a more precise genomic characterization of SARS-CoV-2 in Brazil,
promptly identifying novel variants to better respond and control its spread.

In summary, our study corroborates the total virtual substitution of previous lineages
by P.1 in Southern Brazil in COVID-19 cases sequenced in March 2020. Moreover, we con-
firmed various cases caused by the novel P.1.2 sublineage and placed its origin in the state
of Rio Grande do Sul. The continuous evolution of the VOC P.1 is concerning, considering
its clinical and epidemiological impact, and warrants enhanced genomic surveillance.

4. Materials and Methods
4.1. Sample Collection and Clinical Testing

Samples were obtained from Hospital da Brigada Militar patients, both admitted or
visiting the emergency ward, from Porto Alegre, RS, Brazil. Nasopharyngeal swabs were
collected and placed in saline solution. Samples were transported to the clinical laboratory
(Laboratorio Exame) and tested on the same day for SARS-CoV-2 using Real-Time Reverse-
transcriptase Polymerase Chain Reaction (Charité RT-qPCR assays). The RTq-PCR assay
used primers and probes recommended by the World Health Organization targeting the
nucleocapsid (N1 and N2) genes [39]. Remnant samples were stored at —20 °C.

Between 9 March and 17 March 2021, all routinely tested samples of the clinical
laboratory provenient of the Hospital da Brigada Militar patients and yielded positive
RT-qPCR were selected. Subsequently, those positive clinical samples were submitted to a
second RT-qPCR performed by BiomeHub (Florianépolis, Santa Catarina, Brazil), using
the same protocol (charite-berlin). Only samples with quantification cycle (Cq) below
30 for at least one primer were submitted to the SARS-CoV-2 genome sequencing. In total,
56 patients who presented symptoms such as fever, cough, sore throat, dyspnea, anosmia,
fatigue, diarrhea, and vomiting (moderate and severe clinical status) [40] were included in
the study.

4.2. RNA Extraction, Library Preparation, and Sequencing

Total RNAs were prepared as in the reference protocol [41] using SuperScript IV
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) for cDNA synthesis and Platinum Taq High Fidelity
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) for specific viral amplicons. Subsequently, cDNA was used
for the library preparation with Nextera Flex (Illumina, San Diego, CA, USA) and quantified
with Picogreen and Collibri Library Quantification Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
The sequencing was performed on the Illumina MiSeq (Illumina, San Diego, CA, USA)
150 x 150 runs with 500xSARS-CoV-2 coverage (50-100 thousand reads/sample).

4.3. Quality Control and Consensus Calling

Quality control, reference mapping, and consensus calling were performed using an
in-house pipeline developed by BiomeHub (Floriandpolis, Santa Catarina, Brazil). Briefly,
adapters were removed, and reads were trimmed by size = 150. Reads were mapped to the
reference SARS-CoV-2 genome (GenBank accession number NC_045512.2) using Bowtie
v2.4.2 (end-to-end and very-sensitive parameters) [42]. Mapping coverage and depth were
retrieved using samtools v1.11 [43] (minimum base quality per base (Q) > 30). Consensus
sequences were generated using bcftools mpileup (Q > 30; depth (d) < 1000) combined
with beftools filter (DP > 50) and beftools consensus v1.11 [44]. Coverage values for each
genome were plotted using the karyoploteR v1.12.4 R package [45]. Finally, we assessed
the consensus sequences quality using Nextclade v0.14.2 (https://clades.nextstrain.org/;
accessed on 4 May 2021).

4.4. Mutation Analysis

SNPs and insertions/deletions in each sample were identified using snippy variant
calling and core genome alignment pipeline v4.6.0 (https://github.com/tseemann/snippy;
accessed on 4 May 2021), which uses FreeBayes v1.3.2 [46] to call variants and snpEff
v5.0 [47] to annotate and predict their effects on genes and proteins. Genome map and
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SNP histogram were generated after running MAFFT v7.475 [48] alignment using the
msastats.py script, and plotAlignment and plotSNPHist functions [49]. Sequence positions
refer to GenBank RefSeq sequence (NC_045512.2), isolated and sequenced from an early
case from Wuhan (China) in 2019.

We identified global virus lineages using the dynamic nomenclature implemented in
Pangolin v2.3.8 [50] (https://github.com/cov-lineages/pangolin; accessed on 4 May 2021)
and global clades and mutations using Nextclade v0.14.2 (https:/ /clades.nextstrain.org/;
accessed on 4 May 2021). We also used Pathogenwatch (https:/ /pathogen.watch/; accessed
on 4 May 2021) and Microreact [51] to explore mutations and lineages across time and
geography initially.

4.5. Maximum Likelihood Phylogenomic Analysis

All available SARS-CoV-2 genomes (1,048,519 sequences) were obtained from GISAID
on April 26, 2021 and combined with our 56 sequences to obtain a global representative
dataset. These sequences were subjected to analysis inside the NextStrain ncov pipeline [52]
(https:/ /github.com /nextstrain/ncov; accessed on 4 May 2021). In this workflow, se-
quences were aligned using Nextalign v0.1.6 (https://github.com/neherlab/nextalign;
accessed on 4 May 2021). In the initial filtering step, short and low-quality sequences
or those with incomplete sampling dates were excluded. Uninformative sites and ends
(100 positions in the beginning and 50 in the end) were also masked from the alignment. Ge-
netically closely related genomes to our focal subset were selected, prioritizing sequences
geographically closer to Brazil’s RS state. The maximum likelihood (ML) phylogenetic tree
was built using IQ-TREE v2.1.2 [53], employing the general time-reversible (GTR) model
with unequal rates and base frequencies [54]. The tree’s root was placed between lineage
A and B (Wuhan/WHO01/2019 and Wuhan/Hu-1/2019 representatives), and sequences
that deviate more than four interquartile ranges from the root-to-tip regression of genetic
distances against sampling dates were removed from the analysis. A time-scaled ML tree
was generated with TreeTime v0.8.1 [55] under a strict clock and a skyline coalescent prior
with a mean rate of 8 x 10~# substitutions per site per year. Finally, clades and mutations
were assigned and geographic movements inferred. The results were exported to JSON
format to enable interactive visualization through Auspice.

Additionally, as P.1 sequences mostly represent our dataset, we downloaded all
complete and high-quality global genomes assigned to P.1 PANGO lineage (4499 sequences)
submitted until 26 April 2021. These sequences were aligned using MAFFT v7.475, the
ends of the alignment (300 in the beginning and 500 in the end) were masked, and the ML
tree was built with IQ-TREE v2.0.3 using the GTR + F + R3 nucleotide substitution model
as selected by the ModelFinder [56]. Branch support was calculated using the Shimodaira—
Hasegawa approximate likelihood ratio test (SH-aLRT) [57] with 1000 replicates.

Local sequences were classified according to the following scheme: monophyletic
clades composed by one local genome were classified as “isolated”, while clades composed
by 2 < genomes < 4 were considered “clusters”, and, if > 4 local genomes were represented,
we assigned a “clade” designation.

ML trees were inspected in TempEst v1.5.3 [58] to investigate the temporal signal
through regression of root-to-tip genetic divergence against sampling dates. For the
P.1 ML tree, samples with missing days of the collection were filled with the 15th day
of the month. ML and time-resolved trees were visualized using FigTree v1.4.4 (http:
/ /tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/; accessed on 4 May 2021) and ggtree R package
v2.0.4 [59].

4.6. Discrete Bayesian Phylogeographic and Phylodynamic Analysis

Considering the four identified clades composed of >4 sequences from this study,
we extracted the clade members using the caper R package v1.0.1 [60]. Clade-specific
ML trees and root-to-tip regression assignments were generated as described above. Evo-
lutionary parameter estimates and spatial diffusion were assessed separately for each
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clade using a Bayesian Markov Chain Monte-Carlo (MCMC) approach implemented in
BEAST v10.4 [61]. The BEAGLE library [62] was used to enhance computational time.
Time-stamped Bayesian trees were generated using the HKY + I' nucleotide model [63], a
strict molecular clock model with a Continuous Time Markov Chain (CTMC) rate refer-
ence prior [64] (mean rate = 8 X 10~%) and a non-parametric skygrid tree prior [65] with
grid points defined by the approximate number of weeks spanned by the duration of
the phylogeny.

The MCMC chains were run in duplicates for at least 50 million generations, and
convergence was checked using Tracer v1.7.1 [66]. Log and tree files were combined using
LogCombiner v1.10.4 to ensure stationarity and good mixing after removing 10% as burn-in.
Maximum clade credibility (MCC) was generated using TreeAnnotator v1.10.4 [61]. Viral
migrations were reconstructed using a reversible discrete asymmetric phylogeographic
model [67] to infer the locations of the internal nodes of the tree. A discretization scheme
with a resolution of different Brazilian states and other countries was applied. Location
diffusion rates were estimated using the Bayesian stochastic search variable selection
(BSSVS) [67] procedure employing Bayes factors to identify well-supported rates.

4.7. Geoplotting

Geographical maps and general plots were generated using R v3.6.1 [68], and the
ggplot2 v3.3.2 [69], geobr v.1.4 [70], and sf v0.9.8 [71] packages. For the discrete phy-
logeographic analysis, SpreaD3 v0.9.7.1 software [72] was used to map spatiotemporal
information embedded in MCC trees.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, realizamos a analise de genomas isolados de pacientes
acometidos pela COVID-19 para a compreensao da distribuicdo de linhagens e
padrdo de espalhamento geografico em nivel municipal (Esteio, RS, Brasil),
estadual (RS) e nacional (Brasil).

A seguir, serdo apresentados estudos relevantes conduzidos na primeira
fase da pandemia no Brasil. Em nosso estudo realizado em Esteio, entre maio e
outubro de 2020, verificamos a provavel dominancia das linhagens B.1.1.33 e
B.1.1.28, assim como ocorreu em territorio nacional (FRANCESCHI et al., 2021c;
REDE GENOMICA FIOCRUZ, 2021). Também evidenciamos a grande contribuic&o
da regido Sudeste na difusdo de ambas as linhagens para outros estados e paises,
0 que é consistente com a observacdo de que as metrépoles Rio de Janeiro e Séo
Paulo eram os locais com maior risco de importacdes virais devido a sua
conectividade aérea internacional e nacional (CANDIDO et al., 2020a). Nesse
sentido, uma modelagem matematica sugeriu que 17 cidades foram responséaveis
por 98-99% dos casos iniciais e 26 rodovias federais foram responsaveis por cerca
de 30% da propagacdo do SARS-CoV-2 (NICOLELIS et al., 2021). Adicionalmente,
trajetérias do centro geografico da epidemia ao longo de 2020 demonstraram que,
apos a introducdo em Sao Paulo, tanto os casos quanto as mortes se deslocaram
progressivamente para o norte até meados de junho de 2020, quando voltaram a
se deslocar para o sudeste (CASTRO et al., 2021).

Importantemente, conseguimos realizar, a época, a primeira detec¢cdo da
linhagem P.2 no RS em outubro, em data préxima a sua detec¢ao no Rio de Janeiro
(FRANCESCHI et al., 2021a; FRANCISCO JUNIOR et al., 2021a). Por ter sido

realizado em um pequeno municipio, fomos capazes de rastrear dois conjuntos de
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mutagdes virais em pacientes epidemiologicamente relacionados, destacando a
importancia do rastreamento da disseminacdo viral em pequenas areas da
comunidade e a formagao de sublinhagens.

Em uma investigacgédo retrospectiva dos primeiros casos de cada um das 15
Coordenadorias Regionais de Saude do RS, foi evidenciado o papel das
introducdes nacionais e internacionais para o estabelecimento da pandemia no
estado. Foram detectadas as linhagens A (n=1), B.1 (33,3%) e B.1.1 (13,3%)
relacionadas a diversidade viral inicial em outros paises, e as linhagens B.1.1.28
(26,7%) e B.1.1.33 (10,0%), que, possivelmente, se originaram no Brasil.
Adicionalmente, foram investigadas 75 amostras das quatro cidades com maior
incidéncia cumulativa (Santo Angelo, Passo Fundo, Caxias do Sul e Porto Alegre)
durante os trés picos epidémicos do RS. Esta analise, embora com
representatividade espacial e temporal limitada, indicou a predominancia de
B.1.1.33 (50%) e B.1.1.28 (35%) durante o primeiro pico epidémico (julho a agosto
de 2020), o surgimento e ampla distribuicdo de P.2 (55,6%) no segundo pico
(novembro a dezembro de 2020) e disseminacdo massiva de P.1 e derivadas (P.1-
like-11, P.1.1 e P.1.2; 78,4%) no terceiro pico (fevereiro a abril de 2021) (VARELA et
al., 2021).

Em um estudo mais abrangente, que sequenciou 340 genomas de 33
cidades do RS, entre abril e novembro de 2020, foi constatada a presenca de cinco
linhagens principais: B.1.1.28 (n=117; 27,9%), P.2 (n = 14; 4,1%), B.1.1.33 (n = 183;
53,8%), B.1.91 (n = 9; 2,6%), e B.1.195 (n = 3; 0,9%). A linhagem B.1.1.33 teve
maior frequéncia até o més de outubro, seguida da B.1.1.28. Contudo, a partir de
entdo as linhagens P.2 e VUI-NP13L (P.7) passaram a representar uma importante

fonte de diversidade genética no territério galicho. A VUI-NP13L foi identificada
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dentro do cluster de B.1.1.28, sendo representada por 22 genomas com a
substituicdo N:P13L, além de ORF3a:T1511 e ORF9b:P10S. Apesar das primeiras
amostras dessa nova linhagem no RS terem sido identificadas no final de agosto
de 2020, andlises filodinAmicas dataram a sua emergéncia em junho de 2020,
seguida de espalhamento para outras regides brasileiras e demais continentes
(SANT'ANNA et al., 2021).

A linhagem B.1.1.33 foi estudada em maiores detalhes utilizando 190
genomas de 13 estados brasileiros, mostrando uma abundéncia variavel em
diferentes estados (variando de 2% em Pernambuco a 80% no Rio de Janeiro) e
uma frequéncia moderada em paises da América do Sul (5-18%).
Surpreendentemente, esta linhagem foi primeiramente detectada no inicio de
marco em outros paises americanos (por exemplo, Argentina, Canada e EUA).
Analises mais detalhadas sugerem a existéncia de uma linhagem intermediaria
(B.1.1.33-like) que, muito provavelmente, surgiu na Europa e foi posteriormente
disseminada para o Brasil, onde sua disseminac¢éo deu origem a linhagem B.1.1.33
(RESENDE et al., 2021a), a qual possivelmente desencadeou surtos secundarios
na Argentina e no Uruguai (MIR et al., 2021; RESENDE et al., 2021a). A linhagem
B.1.1.28, apesar de aparentemente menos abundante que B.1.1.33 em varias
regioes brasileiras (FRANCESCHI et al., 2021c), rapidamente se diversificou em
duas novas variantes: a VOC P.1 e a VOI P.2.

O surgimento da VOI P.2, derivada de B.1.1.28, carregando a mutacao
S:E484K foi datado, em um estudo retrospectivo, no final de fevereiro de 2020 no
Sudeste (Sado Paulo e Rio de Janeiro), seguida pela transmissado para o Sul
(especialmente RS). A partir de entdo, foram observadas multiplas rotas de

dispersédo entre os estados brasileiros, especialmente no final de 2020 e inicio de
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2021 (LAMARCA et al.,, 2021b). Entretanto, esta linhagem néo foi relatada até
outubro de 2020, quando foi detectada pela primeira vez no estado do Rio de
Janeiro (VOLOCH et al.,, 2021) e no pequeno municipio de Esteio, no RS
(FRANCESCHI et al., 2021a). Além disso, o aumento da frequéncia de B.1.1.28 e
linhagens derivadas foi corroborado por outro estudo que incluiu amostras de varios
municipios do RS em novembro de 2020 e constatou que 86% dos genomas foram
classificados como B.1.1.28 e ~50% destes pertenciam a nova linhagem P.2
(FRANCISCO JUNIOR et al., 2021a).

Apébs a primeira onda de casos em Manaus (Amazonas), dominada pelas
linhagens B.1.195 e B.1.1.28, a segunda onda coincidiu com o surgimento da VOC
P.1. Esta variante, provavelmente, evoluiu de um clado local composto por
sequéncias B.1.1.28 no final de novembro de 2020 e substituiu sua linhagem
parental em menos de dois meses (NAVECA et al., 2021a). Intermediarios
evolutivos entre B.1.1.28 e P.1 (denominados P.1l-like | e P.1-like-Il) foram
identificados, sugerindo que a diversidade de variantes do SARS-CoV-2 que
abrigam mutacfes da proteina Spike em Manaus pode ser maior do que
inicialmente esperado e que essas variantes provavelmente circularam e se
diversificaram por algum tempo antes do surgimento e expanséo da P.1 (GRAF et
al., 2021a; NAVECA et al., 2021a).

Outro estudo que acompanhou a evolucéo da linhagem P.1 também estimou
seu surgimento em novembro de 2020, precedido por um periodo de evolucdo
molecular acelerada. Além disso, demonstrou que as migra¢gdes do virus entre o
Amazonas e as metrépoles urbanas do Sudeste do Brasil seguem padrdes de
mobilidade aérea nacional, uma vez que os estados que reportaram a identificacéo

da P.1 até o final de fevereiro de 2021 receberam cerca de 100.000 passageiros
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aéreos de Manaus em novembro. Dentre as 10 novas mutagfes ndo-sindbnimas na
proteina Spike (L18F, T20N, P26S, D138Y, R190S, K417T, E484K, N501Y, H655Y,
T10271) comparadas a seu ancestral imediato (B.1.1.28), as analises de selecéo
positiva encontraram evidéncias de que oito delas estejam sob selecao positiva
(FARIA et al., 2021).

No inicio de 2021, o Brasil se tornou novamente o epicentro®? da pandemia
de COVID-19 no mundo. Por exemplo, no Rio Grande do Sul, um crescimento
exponencial de casos, hospitalizagdes e mortes por COVID-19 ocorreu em fevereiro
de 2021. Das 27 amostras sequenciadas em fevereiro de 2021 no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, 24 (88,9%) foram classificadas como linhagem P.1, contra
uma (6,7%) de 15 amostras obtidas em janeiro de 2021, gerando preocupacdes
guanto a uma possivel associacdo entre a linhagem P.1 e o rapido crescimento dos
casos e internacdes no estado (MARTINS et al., 2021).

Em nosso estudo realizado em Marco de 2021 — periodo de altas dramaticas
no numero de casos, hospitalizacdes e mortes por COVID-19 no estado — com 56
amostras de 11 municipios da regido metropolitana (n=51) e dois da regido
intermediaria de Santa Maria (n=5) foi possivel confirmar a altissima frequéncia da
P.1. Além de descrever a frequéncia das principais linhagens no Brasil, no RS e na
Argentina durante a pandemia, verificamos que 96,4% (n=54) das amostras recém
geradas pertenciam a linhagem P.1 e aproximadamente 20% (n=11) dessas
caracterizavam uma nova sublinhagem derivada da P.1 que abrigava trés mutacdes
na ORFlab (synC1912T, D762G e T1820I), uma na ORF3a (D155Y) e uma na
proteina N (synC28789T), a qual havia sido recentemente detectada no RJ e paises

estrangeiros (DE ALMEIDA et al., 2021). As analises filogenéticas indicaram a

52 Centro da pandemia, lugar com maior nimero de casos em determinado momento.
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presenca de 4 clados, 5 clusters e 13 sequéncias isoladas (singletons). Além disso,
como as sequéncias deste estudo foram acomodadas em ramos distintos da
filogenia com mutacfes definidoras, supds-se que multiplas introdu¢gbes no RS
ocorreram, o que foi confirmado pela andlise filogeogréfica. Destaca-se o
surgimento da P.1.2 (clado 1), possivelmente, no RS em meados de dezembro de
2020 e a difuséo dos trés demais clados principalmente em janeiro de 2020.

Inicialmente, verificamos que nossas sequéncias eram mais proximamente
relacionadas aquelas de fora do cluster do RJ, pois ndo carregavam a mutacao
S:A262S. Quando realizamos a analise, havia apenas 93 sequéncias de trés
estados brasileiros (RJ, RS e SP) e cinco outros paises com esse conjunto de
mutacdes disponiveis no GISAID, sendo a mais antiga do RS (municipio turistico
de Gramado), onde a emergéncia dessa linhagem foi estimada em meados de
dezembro de 2020 (FRANCESCHI et al., 2021b). Contudo, uma analise
filogeografica mais recente com mais genomas disponiveis (11 estados brasileiros
e 10 paises), estimou sua primeira divergéncia em SP entre o fim de 2020 e inicio
de 2021, muito embora essa linhagem tenha se espalhado rapidamente,
alcancando boa parte dos estados brasileiros e demais paises amostrados no final
de janeiro de 2021 (FRANCISCO JUNIOR et al., 2021b). Essas observacfes
demonstram que a auséncia de coordenacao nacional de vigilancia genémica e
atrasos em sequenciamento e compartiihamento de dados podem dificultar
inferéncias precisas sobre datas e locais de emergéncia de novas linhagens.

Em um estudo semelhante, 71 amostras de 16 municipios de trés regides do
RS (especialmente regido metropolitana) no periodo de meados de dezembro de
2020 a final de abril de 2021 foram sequenciadas. Como resultado, a VOC P.1

(Gama) foi a mais frequente (67,14%, n=47), seguida pela VOI P.2 (Zeta) (27,14%,
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n=20) e B.1.1.28 (5,71%, n=4) considerando todo o periodo. Realizando uma
estratificacdo mensal, a P.2 predominou durante janeiro e fevereiro de 2021,
enquanto a P.1 passou a se estabelecer fortemente entre marco e abril
(DEMOLINER et al., 2021), corroborando os dados de vigilancia gendmica
(CENTRO ESTADUAL DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2021) e nosso estudo.

Uma andlise filogendmica realizada na segunda maior metrépole brasileira
(Rio de Janeiro) entre dezembro de 2020 a maio de 2021 (MOREIRA et al., 2021),
demonstrou, utilizando 244 isolados de todas as semanas epidemiologicas deste
periodo, que a P.1 (Gama) tem circulado localmente desde as primeiras semanas
de 2021 e apenas sete semanas foram necessarias para que ela atingisse uma
frequéncia acima de 70%, de modo similar ao detectado em Manaus. Utilizando
meétodos filogeogréaficos Bayesianos, foram sugeridos, pelo menos, 13 introdugdes
no municipio vindas de varias regidées brasileiras, bem como se demonstrou maior
carga viral em pacientes infectados pela variante, reforcando seu aumento de
transmissibilidade e distinto comportamento epidemiolégico anteriormente
demonstrado (FARIA et al., 2021; NAVECA et al., 2021a).

Ao realizar o sequenciamento de 185 amostras de trés das cinco regides
brasileiras, incluindo Amazonas (regido Norte), Rio Grande do Norte, Paraiba e
Bahia (regido Nordeste), e Rio de Janeiro (regido Sudeste), um estudo demonstrou
a ampla dispersao das linhagens P.1 e P.2 pelas regides brasileiras. P.2 foi a
linhagem predominante identificada no pais, exceto em Manaus. Esse estudo
também identificou amostras mais recentes da linhagem P.2, estimando sua origem
em fevereiro de 2020 e sua divisdo em novos clados. A transmisséo interestadual
da P.2 foi detectada desde marco, mas atingiu seu pico entre dezembro de 2020 e

janeiro de 2021 (LAMARCA et al., 2021b).
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Finalmente, utilizando 1.188 genomas (0,6% dos casos diagnosticados) do
estado do Amazonas entre 01 de janeiro e 06 de julho de 2021, observou-se um
aumento acentuado na frequéncia de sublinhagens de P.1 que abrigam dois tipos
de substituicbes adicionais na proteina Spike: dele¢cbes no dominio N-terminal
(NTD) (particularmente Al141-144) ou mutagbes na juncdo S1/S2 (N679K e
P681H/R). Estas novas linhagens derivadas da P.1 (designadas como P.1.3 a
P.1.8) somaram quase a totalidade de casos positivos sequenciados no estado do
Amazonas em julho de 2021 e algumas surgiram ou se espalharam para outros
estados brasileiros. Portanto, esses resultados sugerem que a VOC P.1 né&o teria
atingido seu pico evolutivo e que seu espalhamento esta relacionado a continua
evolucdo viral para sublinhagens que podem ser ainda mais transmissiveis, uma
vez que a carga viral foi em média 6 vezes maior. Apesar de tais dele¢cdes estarem
associadas ao escape de anticorpos anti-NTD ou aumento de afinidade ou clivagem
pelo sitio polibasico de furinas, a auséncia de superrepresentacdo em vacinados
infectados (breakthrough) sugere que essas novas sublinhagens ndo sejam mais
eficientes para evadir a resposta imunoldgica elicitada por vacinas quando
comparadas a linhagem parental (NAVECA et al., 2021b).

Analises filogeogréaficas demonstraram o papel essencial do Sudeste para a
difuséo viral no Brasil, contribuindo com 40% dos movimentos virais, seguido pela
regido Norte (25%) (GIOVANETTI et al., 2021). Em relacdo a Gama, a difusao se
deu a partir da regido Norte no final de 2020, com amplificacdo das transicdes no
inicio de 2021 a partir da regido Sudeste. Ja a P.2 teve seu fluxo concentrado
principalmente nas regides Sul e Sudeste, com clusters locais ocorrendo a partir de
outubro de 2020 (GIOVANETTI et al., 2021; GRAF et al., 2021b). Importantemente,

0 potencial de aumento de transmissibilidade foi confirmado pela divisdo das
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estimativas de namero reprodutivo efetivo (Re) de Gama e P.2 em seus epicentros
(estados do Amazonas e Rio de Janeiro, respectivamente). Como o epicentro da
P.2 é a regido sudeste mais bem conectada e esta linhagem demonstrou menores
taxas de difusdo do que a Gama, que surgiu na regido norte historicamente mais
isolada, € provavel que a dinAmica espaco-temporal diferente entre estas linhagens
tenha sido moldada, principalmente, pela maior transmissibilidade intrinseca da
Gama (GRAF et al., 2021b).

Em nosso estudo realizado com a utilizagdo de cerca de 2700 genomas do
SARS-CoV-2 durante o primeiro ano da pandemia no Brasil (Fevereiro 2020-2021),
revelou heterogeneidades temporais e geograficas no sequenciamento do SARS-
CoV-2 no territério brasileiro. Temporalmente, os esforcos foram concentrados
especialmente na primeira fase da epidemia (maio e abril de 2020), ficando abaixo
de 1% dos casos até o fim do periodo investigado. Geograficamente, houve
representatividade desproporcionalmente maior do Sudeste, Nordeste e Sul,
enquanto as regifes Norte e Centro-Oeste contribuiram com cerca de 12,5% das
sequéncias somadas. Ainda, estados com maior taxa de sequenciamento,
identificaram maior nimero de linhagens circulantes. Adicionalmente, foram
confirmadas as sucessivas substituicfes das linhagens B.1.1.28 e B.1.1.33 por P.2
e P.1 que caracterizaram as duas primeiras ondas epidémicas. Finalmente,
demonstramos padrdes filogeograficos complexos de espalhamento viral, de modo
gue alguns clados identificados permaneceram mais restritos geograficamente,
demonstrando maior papel da difusdo intra-estadual, e outros estiveram mais
difusos em vérias regibes por espalhamento interestadual e inter-regional,
provavelmente por rodovias e aeroportos. Muito embora a quantidade de amostras

tenha crescido para 78.366 sequéncias brasileiras no inicio de dezembro de 2021,
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sendo 91,9% (n=72.040) com data de coleta de 2021, os dois maiores estados do
Sudeste (SP e RJ) sequenciaram juntos ~65% desses genomas, e registraram
~26% dos casos brasileiros de COVID-19 do pais (SHU; MCCAULEY, 2017).
Portanto, o sequenciamento no Brasil continua a ser temporalmente e
geograficamente enviesado.

Além do surgimento e espalhamento de novas linhagens do SARS-CoV-2
no territério nacional, a introducdo de VOCs oriundas de outras nacdes
representaram um capitulo importante na histéria evolutiva do SARS-CoV-2 no
Brasil. Em dezembro de 2020, a linhagem B.1.1.7 (Alfa) foi detectada em dois
pacientes no estado de S&o Paulo, e apés o rastreio de contatos e analises
filogenéticas, verificou-se que se tratavam de duas introducdes separadas, bem
como foi confirmada a hipétese de transmissdo comunitaria em curso (CLARO et
al., 2021). Também em Séao Paulo, 217 sequéncias gendmicas completas foram
obtidas dos maiores departamentos regionais de saude em mar¢o, documentando
a primeira introducéo da linhagem B.1.351 (Beta) no Brasil e demonstrando a maior
frequéncia da P.1 (Gama) (64,05%), seguida por B.1.1.28 (25,34%) e B.1.1.7
(5,99%) (SLAVOV et al., 2021). A lenta progresséao das variantes Alfa e Beta apds
suas introducbes no territdério brasileiro sugere, portanto, uma vantagem
competitiva da VOC Gama.

Nos primeiros meses de 2021, a linhagem B.1.617.2 (Delta), originaria da
india, espalhou-se rapidamente pelo mundo e substituiu VOCs ja amplamente
distribuidas, como a Alfa e Beta, em alguns paises em poucos meses (MULLEN et
al.,, 2021b). No Brasil, a VOC Delta foi detectada inicialmente em membros da
tripulacdo de um navio que viajou da Malasia ao Maranhdo (Nordeste brasileiro),

passando pela Africa do Sul, em maio de 2021 (DOS SANTOS et al., 2021).
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Subsequentemente, o primeiro aumento de casos associado a variante Delta foi
detectado no estado do Rio de Janeiro, 0 qual possui um programa de vigilancia
gendmica bem estabelecido. Em meados de junho de 2021, 0,57% dos genomas
(n=2) sequenciados foram classificados como Delta. Cerca de um més apads, entre
junho e julho, a VOC Delta alcancou uma frequéncia de 61,8%, enquanto em
meados de agosto ja representava 89,2% das sequéncias do estado (DE ALMEIDA
et al., 2021). Analises filogenéticas e filodindmicas indicam a ocorréncia de pelo
menos seis introducdes e a formagéo de trés clados principais dessa variante no
Brasil (LAMARCA et al., 2021a). Em meados de dezembro de 2021, apenas um
més apos sua possivel emergéncia no continente africano, a variante Omicron ja
registrava 19 casos (regibes Sudeste, Sul e Centro-Oeste) (REDE GENOMICA
FIOCRUZ, 2021), mas acreditava-se que ja havia transmissdo comunitaria no pais.
Em meados de janeiro de 2022, apesar da defasagem de cerca de um més entre a
coleta e o sequenciamento das amostras, a Omicron ja representa cerca de 20%
dos genomas depositados de dezembro de 2021 (REDE GENOMICA FIOCRUZ,
2021), e os casos confirmados sobem de modo expressivo no Brasil, muito embora
o patamar de hospitalizacdes mantenha-se sob controle devido ao avanco da
vacinacao, aos altos niveis de infec¢do natural e a potencial menor severidade da
nova variante.

Muito embora o estado do Amazonas tenha presenciado o surgimento e a
diversificacdo da variante P.1 (Gama) em novas sublinhagens com mutacdes
adicionais no RBD e NTD, um estudo mais recente, incluindo amostras entre 01 de
julho a 15 de outubro de 2021 e utilizando 1132 genomas do estado (4,5% dos
casos confirmados), demonstrou uma redugéo acentuada da frequéncia de Gama

em detrimento do aumento de Delta. Essa VOC dominante mundialmente
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representava 1% dos casos sequenciados no Amazonas em julho de 2021,
enquanto em outubro j& correspondia a 89%. Contudo, essa substituicdo foi
acompanhada de uma redugédo do numero de casos, muito provavelmente devido
aos altos niveis de imunidade natural e ao avangco da vacinacdo no estado
(NAVECA et al., 2021c).

Em dois estudos independentes (FERRAREZE et al., 2021; RESENDE et
al., 2021c), foram detectadas, entre os meses de novembro de 2020 e fevereiro de
2021, uma nova variante de interesse (N.9) descendente da linhagem B.1.1.33 que
também abriga a mutacdo S:E484K, bem como trés mutacBes adicionais na
ORF1lab (NSP3:A1711V, NSP6:F36L e NS7b:E33A). Sua emergéncia foi estimada
em agosto de 2020, ja sendo encontrada no inicio de 2021 em quatro regides
brasileiras. Esses achados demonstram que a mutacdo E484K emergiu quase
simultaneamente e de modo independente nas duas linhagens brasileiras mais
frequentes na primeira fase da epidemia (B.1.1.28 e B.1.1.33) (RESENDE et al.,
2021c). Adicionalmente, foi detectada em dois estados brasileiros (Amapa e
Maranhdao) outra linhagem derivada de B.1.1.33 (N.10), porém com 14 mudancas
genéticas definidoras, incluindo V445A e E484K no RBD e véarias mutacdes nao-
sinbnimas (P9L, 1210V e L212l), e trés dele¢des (A141-144, A211 e A256-258) no
NTD da proteina Spike. Também foi identificada a truncagem da ORF7b devido a
uma delecdo de frame-shifting (RESENDE et al., 2021b). Além das mutacdes de
preocupacao no RBD, as dele¢des encontradas na linhagem N.10 estéo localizadas
dentro ou proximas a regifes de delec¢des recorrentes que compdem o super sitio
antigénico do NTD, podendo conferir resisténcia a neutraliza¢éo por anticorpos anti-

NTD (CERUTTI et al., 2021; RESENDE et al., 2021Db).
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Uma caracteristica marcante das VOCs é que muitas delas adquirem um
alto numero de mutacdes definidoras em um curto periodo de tempo. Embora as
estimativas filogenéticas atuais da taxa evolutiva do SARS-CoV-2 sugerem que seu
genoma acumula cerca de 2 muta¢gdes por més, as VOCs podem possuir até 15
mutacOes definidoras. Portanto, podem emergir ao longo de alguns meses,
implicando que a taxa evolutiva seria algumas vezes maior.

Ao analisar desde modelos de rel6gio molecular mais simples (e. g., strict
clock) até mais complexos (e. g. uncorrelated relaxed clock e fixed local clock), e
verificar os mais adequados para a estimativa da taxa evolutiva das VOCs, foi
evidenciado que o surgimento dessas variantes é impulsionado por um aumento
episddico na taxa evolutiva de cerca de quatro vezes em relacéo a taxa filogenética
de ramos externos (background) (TAY et al., 2021). Atualmente, cinco cenarios
podem ser considerados plausiveis para que tal evolugdo molecular acelerada
ocorra: (i) evolucdo intra-hospedeiro®® em pacientes imunocomprometidos
cronicamente infectados; (i) adaptacdo a novos hospedeiros animais; (iii)
recombinacéo entre diferentes linhagens circulantes; (iv) evolucdo intra-hospedeiro
em superspreads; e (v) evolucdo gradual em regides com baixa vigilancia
genbmica.

Um primeiro cenério, ja comprovado por uma série de estudos (AVANZATO
et al., 2020; BAZYKIN et al., 2021; CHOI et al., 2020; KEMP et al., 2021; TRUONG
et al., 2021), demonstra que infeccBes crénicas podem acelerar a evolucéo viral e
reduzir a sensibilidade aos anticorpos neutralizantes em individuos
imunocomprometidos. ISso ocorre pois pacientes imunocomprometidos possuem

deficiéncias no sistema imunolégico que o tornam incapazes de eliminar a infecgéo,

53 Acumulo de mutacdes virais que ocorrem durante a replicagao viral dentro do hospedeiro.
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fornecendo espaco para o surgimento de mutacbes associadas a escape
imunoldgico®, especialmente as localizadas na proteina Spike. Além disso, o
tratamento com plasma convalescente® foi associado a forte pressdo seletiva
sobre o SARS-CoV-2, sendo associado ao surgimento de variantes virais que
apresentam menor susceptibilidade a neutralizacdo por anticorpos nestes
individuos. Mutaces identificadas nestes pacientes durante sucessivos pontos no
tempo da sua infeccao persistente e tratamento com plasma convalescente incluem
as regides do NTD (A69-70, AY144, e A157-158), do super sitio da NTD, do RBD
(K417N, E484K, N501Y) e do sitio de clivagem de furinas (P681H/R) (COREY et
al., 2021), os quais possuem varios epitopos antigénicos®® e sdo alvos das
principais classes de anticorpos. Como estas substituicdes sdo associadas a VOCs
e VOIs, e como tais variantes adquirem mutagcdes na Spike a uma taxa muito mais
rapida do que o esperado, especula-se que este fenbmeno seja determinante para
a emergéncia de linhagens mais transmissiveis e capazes de evadir o sistema
imune.

Outro aspecto importante foi relatado em uma andlise genémica de um
paciente com linfoma®’ sofrendo de COVID-19 cronica. Durante os quatro meses
da doenca, foram observadas 18 novas mutacdes, incluindo S:Y453F e A69-70
(combinacdo AF), anteriormente associadas a clusters detectados em minks

(EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2020;

54 Ocorre quando o o sistema imunolégico do hospedeiro ndo é mais capaz de reconhecer e eliminar
um patégeno.

55 Utilizacédo do sangue possivelmente rico em anticorpos de pacientes recuperados de uma doenga
para tentar ajudar outras pessoas a se recuperarem.

5% Area da molécula do antigeno (substancia que é capaz de estimular uma resposta imunoldgica)
ue se liga aos receptores celulares e aos anticorpos.
I t ul t
57 Tipo de cancer que se origina no sistema linfatico, o qual € composto por um conjunto de 6rgaos
(linfonodos ou ganglios) e tecidos que produzem as células responsaveis pela imunidade.
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KOOPMANS, 2021; ORESHKOVA et al., 2020). Contudo, a analise filogenética
indica que a linhagem deste paciente ndo esta relacionada com tais clusters,
indicando que estas mutac¢des foram adquiridas independentemente. Como ambas
as mutac6es sdo encontradas em frequéncias intermediarias no paciente, destaca-
se 0 papel da evolucao intra-hospedeiro. Portanto, a aquisicéo independente de um
par idéntico de mutacdes em um mink e em um paciente com linfoma, bem como
entre multiplos pacientes imunossuprimidos, sugere convergéncia evolutiva
(BAZYKIN et al., 2021). Além disso, como a transmissdo do SARS-CoV-2 entre
minks tem sido associada a aquisicao recorrente de uma série de mutacgdes, esta
adaptacdo a novos hospedeiros pode estar vinculada ao surgimento de novas
variantes.

Uma terceira, e menos provavel, via para o surgimento das VOCs esta
relacionada a eventos de recombinacao entre as linhagens circulantes do SARS-
CoV-2. Embora este seja um fendmeno bastante recorrente entre 0s
Betacoronavirus (DUDAS; RAMBAUT, 2016; HON et al., 2008; LAI et al., 1985),
apenas um estudo até o momento demonstrou a existéncia de multiplos
recombinantes amostrados no Reino Unido entre o final de 2020 e inicio de 2021.
Tais eventos estiveram relacionados a linhagem B.1.1.7 e outras linhagens
circulantes no mesmo periodo. Em quatro casos houve transmissdo comunitaria
dos virus recombinantes, incluindo um cluster de 45 casos sequenciados ao longo
de dois meses. Contudo, acredita-se que estes virus foram extintos e néo
continuam circulando local ou globalmente (JACKSON et al., 2021). Em uma
analise de novembro de 2021, demonstrou-se que um cluster de B.1.628 originou-
se por recombinacéo entre as linhagens B.1.631 e B.1.634. Importantemente, esse

evento de recombinacéo € suportado pela distribuicdo espaco-temporal destas trés
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linhagens, as quais co-circularam no México e nos Estados Unidos por cerca de
nove meses (dezembro de 2020 a agosto de 2021) (GUTIERREZ et al., 2021).

Outro fenbmeno relevante é a presenca de superspreads, que foi
evidenciada em estudo de vigilancia gendmica do Rio de Janeiro (FRANCISCO
JUNIOR et al., 2021b), consistente com achados anteriores (YANG et al., 2021).
Estes representavam a grande maioria dos virus circulantes (>90%) entre o0s
individuos sintométicos no estado, podendo desempenhar um papel importante na
dindmica de disseminacao do virus. O aumento da taxa de replicagéo viral nestes
individuos pode, portanto, colaborar para o acelerado surgimento de novas
mutacdes e a consequente diversificacdo em novas linhagens (FRANCISCO
JUNIOR et al., 2021b).

Uma ultima possibilidade € a de que tais variantes podem ter evoluido
gradativamente em partes do mundo onde ha pouca ou inexistente vigilancia
genbmica, mas circulacao viral generalizada, fator que pode maximizar a acdo da
selecdo natural gerando variantes com alta capacidade de escape imunoldgico
(OUDE MUNNINK et al., 2021).

Estruturalmente, a proteina Spike (S) possui 1273 aminoacidos. Apresenta-
se na forma de homotrimero®8, estando presente na superficie viral do SARS-CoV-
2 e sendo composta de duas subunidades funcionais, S1 e S2. Cada protdmero®°
de S possui um dominio S1 (residuos 1-686), o qual abriga principalmente o
dominio de ligacdo do receptor (RBD) na porc¢éo distal — responséavel pela ligacéo
do virus na superficie celular — e o dominio N-Terminal (NTD) na regido proximal,

também critico para as propriedades de ligacdo. Complementarmente, o dominio

58 Produto de reacéo de trés moléculas idénticas cujas subunidades também s&o iguais.
59 Unidade estrutural de uma proteina oligomérica (com numero finito de pequenas moléculas).
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S2 (residuos 687-1273) desempenha a funcéo de fusdo das membranas celulares
e virais (HUANG et al., 2020b; WALLS et al., 2020; WRAPP et al., 2020).

A estrutura da proteina S foi determinada por microscopia crioeletronica®® a
nivel atdmico, revelando diferentes conformac¢des do dominio RBD nos estados
aberto (para cima) e fechado (para baixo), bem como suas funcdes
correspondentes (WALLS et al., 2020; WRAPP et al., 2020). No estado nativo, a
proteina existe como um precursor inativo. Durante a infeccéo viral, as proteases
da célula-alvo ativam a proteina S, clivando-a nas subunidades S1 e S2 utilizando
a serinoprotease TMPRSS2 como primer (BERTRAM et al., 2013). Adicionalmente,
o RBD adquire uma conformacéo aberta (para cima) acessivel ao receptor, o que
€ necessario para ativar o dominio de fusdo da membrana apés a entrada viral nas
células alvo (HOFFMANN et al., 2020; LAN et al., 2020; V’KOVSKI et al., 2021).

Substituicdes individuais constantemente sofrem pressao seletiva, podendo
apresentar maior ou menor aptidao (fitness) para interacdo com a célula hospedeira
por meio de alteracfes conformacionais, replicacdo, transmissao, evasao imune,
entre outras caracteristicas. Utilizando a metodologia de cristalografia de raio-X6%!
para resolver a estrutura do RBD da proteina S de SARS-CoV-2 ligada ao receptor
celular hACE2, demonstrou-se que o modo de ligacédo entre ambos € quase idéntico
em relacdo ao RBD de SARS-CoV. Adicionalmente, a maioria dos residuos
essenciais para a ligacdo a hACE2 sao altamente conservados ou compartilham

propriedades semelhantes de cadeia lateral ao SARS-CoV, indicando a

60 Tipo de microscopia eletronica de transmissdo na qual a amostra biolégica é estudada a
temperaturas muito baixas, permitindo desde a analise da estrutura de proteinas de membrana até
biomoléculas maiores e mais complexas.

61 Técnica que consiste em fazer passar um feixe de raios-X através de um cristal da substancia em
estudo, permitindo a determinacgéo da estrutura dos cristais ou moléculas por meio do fenémeno da
difracéo.
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possibilidade de evolugéo convergente entre os RBDs do SARS-CoV-2 e do SARS-
CoV para uma melhor ligagdo a hACE2 (LAN et al., 2020).

Devido ao seu papel chave para a ligacdo do virus a célula hospedeira,
acredita-se que mutacdes na proteina S, especialmente no RBD, possam conferir
mudancgas conformacionais que aumentem a afinidade ao receptor, confiram
incompatibilidade com epitopos antigénicos (evasdo imune) e possam conferir
maior transmissibilidade e letalidade. Tratam-se de forcas seletivas independentes
gue impulsionam a diversidade genética viral. Muito embora as substituicbes mais
preocupantes na proteina S seriam aquelas que simultaneamente aumentassem a
transmissdo, a gravidade da doenca e conferissem evasdo imune, andlises
estruturais apontaram para a auséncia de tal combinacdo nas variantes B.1.1.7 e
B.1.351 (CAl et al., 2021).

A seguir, sdo apresentadas as principais mutacfes e delecfes observadas
na proteina spike do SARS-CoV-2, bem como suas principais caracteristicas
(Tabela 4). A primeira mutacdo de relevancia na proteina S do SARS-CoV-2
(D614G) surgiu no final de janeiro de 2020, e rapidamente se tornou dominante em
praticamente todas as sequéncias mundiais derivadas da linhagem B.1 (KORBER
et al.,, 2020). D614G € uma substituicdo de acido aspartico por glicina no
aminoacido 614 da subunidade S1. Apesar de ndo ocorrer perto do RBD e nado
modificar diretamente a afinidade de ligacdo ao hACE2, tal mutacao interrompe um
ou mais contatos interprotoméricos®?, resultando em uma maior probabilidade de
gue um (ou mais) dos trés RBDs estejam em um aberto (para cima) em detrimento
a posicéo fechada (para baixo) e, portanto, compativel com uma ligacéo aprimorada

a hACE2 (YURKOVETSKIY et al., 2020) e podendo resultar em taxas de replicacéo

62 Entre os protdmeros (ver %°) de uma proteina oligomérica.
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Tabela 4. Resumo das principais mutagdes e delecdes observadas na proteina spike do SARS-CoV-2, representando as principais

linhagens que as apresentam, sua localizag&o e relevancia, principais caracteristicas e perfis de resisténcia a neutralizacao.

Mutacédo spike /

Caracteristicas D614G

E484K

N501Y

L452R

P681H/R Dele¢6es no NTD

Linhagens derivadas
da B.1 que
comecaram a
predominar desde o
inicio de 2020
globalmente

Fora da RBD, mas
aumenta a
probabilidade de que
um ou mais
protdmeros de S
estejam em estado
aberto

Linhagens que
a apresentam

Localizacéo e
relevancia

Aumento na
expressao em células
pulmonares e nas
cargas virais

Principais
caracteristicas

Igualmente suscetivel
a neutralizagdo por
anticorpos
neutralizantes, ndo
sendo determinante
para gravidade da
doenca

Perfil de
resisténcia

VOCs (Beta e Gama)
e VOIs (Eta, lota, Mu,
Theta e Zeta)

Troca de carga em
um loop flexivel,
aumentando afinidade
com hACE2

Importante escape
imune em individuos
vacinados e
convalescentes

Adquirida de forma
convergente, e
localizado dentro de
um epitopo
reconhecido por
muitos anticorpos

VOCs (Alfa, Beta,
Gama e Omicron) e
VOlIs (Theta e Mu)

Um dos seis
principais residuos
do RBD que
interagem com
hACE2

Aumento na
afinidade ao receptor
e replicacéo viral

Incapaz de alterar
significativamente a
ligacdo e a
neutralizacao

VOC Delta and
VOls (Kappa e
Epsilon)

Sem contato direto
com hACE2, mas
forma uma mancha
hidrofébica na
superficie do RBD

Estabiliza a ligacdo
com hACE2 e pode
promover a entrada
de um maior
namero de
particulas virais

Resisténcia
moderada a
neutralizacao

VOCs: Alfa e Comum em VOCs,
Omicron (P681H) e VOlIs e pacientes com
Delta (P681R) infeccdes crbnicas

Regido importante

para a Essencialmente
infecciosidade, localizadas no
viruléncia e supersitio antigénico
potencial do NTD
pandémico

Associadas com
maiores cargas virais
e infectividade (A69-

70), mas
especialmente confere
evasédo imune

Aumento nas
cargas positivas na
interface RBD-
ACE?2 e na clivagem
na juncdo S1/S2

N&o ha indicios de
gue modifique a
neutralizacao de

modo significativo

Elevada resisténcia a
neutralizacao

Fonte: Adaptado de TAO et al. (2021).
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em células epiteliais pulmonares humanas (PLANTE et al., 2020) e cargas virais
mais elevadas (KORBER et al., 2020; VOLZ et al., 2021a). D614G também parece
estar associada com um aumento no namero de proteinas Spike por virion (ZHANG
et al., 2020) e na taxa de clivagem na regido S1/S2 (GOBEIL et al.,, 2021b).
Entretanto, os mutantes G614 sao similarmente (ou até mais) suscetiveis a
neutralizacdo imunolégica do que a variante original D614 (WEISSMAN et al., 2021;
YURKOVETSKIY et al., 2020), de modo que tal substituicdo n&o foi considerada
uma determinante para a gravidade/severidade da COVID-19 (KORBER et al.,
2020; VOLZ et al., 2021a).

Atualmente, VOCs e VOIs do SARS-CoV-2 em circulagdo compartilham
varias muta¢es que permitem que o virus se espalhe mesmo com o aumento da
imunidade da populacdo, enquanto mantém ou aumenta sua capacidade de
replicacdo (TAO et al., 2021). A substituicdo do &cido glutamico (E) por lisina (K) na
posicdo 484 do RBD (E484K) resulta em uma mudanca de carga em um loop
flexivel, formando um par idnico favoravel contactando o aminoacido 75 de hACE2
(NELSON et al., 2021). Além de potencialmente aumentar a afinidade ao receptor,
essa mutacdo tem sido considerada a mais preocupante, uma vez que esta
associada a escape imunolégico a anticorpos neutralizantes de individuos
recuperados e vacinados (BAUM et al., 2020; GREANEY et al., 2021a; WANG et
al., 2021a) pela sua localizacdo dentro de um epitopo imunodominante®?
reconhecido por muitos anticorpos neutralizantes (GOBEIL et al., 2021a). Sua

vantagem evolutiva e imunoldgica fica evidente a luz da evolugédo convergente, uma

63 Subunidades do antigeno que s@o mais facilmente reconhecidas pelo sistema imunolégico e,
portanto, influenciam mais a especificidade do anticorpo induzido.
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vez que grande parte das VOCs (Beta e Gama) e VOIs (Eta, lota, Mu, Theta e Zeta)
carrega tal substituicdo (MULLEN et al., 2021c). Neste trabalho, fomos capazes de
detectar a substituicdo E484K em sua fase inicial de espalhamento no RS
carregada pela linhagem P.2 (Zeta) (FRANCESCHI et al., 2021a), bem como
amplamente distribuida no inicio de 2021 na linhagem P.1 (Gama) (FRANCESCHI
et al., 2021b).

A substituicdo de asparagina para uma tirosina na posi¢do 501 (N501Y)
localizada no RBD da proteina S comecou a causar preocupacdo apOs sua
emergéncia nas VOCs Alfa e Beta. Trata-se de um dos seis principais residuos de
contato do RBD interagindo com a hACE2 e foi associado com o aumento da
afinidade ao receptor (GU et al., 2020; STARR et al.,, 2020), bem como na
replicacao viral nas células do trato respiratério superior de humanos e hamsters
(LIU et al., 2021d). Utilizando métodos de dinamica molecular, verificou-se um
aumento nas interacoes eletrostaticas devido a formacédo de uma forte ligacéo de
hidrogénio entre a S:T500 e o ACE2-D355 proximo ao local da mutacdo (ALI,
KASRY; AMIN, 2021). Adicionalmente, a convergéncia evolutiva de multiplas VOCs
(Alfa, Beta, Gama e Omicron) e VOIs (Theta e Mu) (MULLEN et al., 2021c) reforca
gue esta substituicdo possa estar relacionada a um aumento de transmissibilidade
(LEUNG et al., 2021). Contudo, nédo é capaz de alterar significativamente a ligacao
e a neutralizacao pela maioria dos anticorpos (WANG et al., 2021a; WEISBLUM et
al., 2020).

Apesar do residuo L452 ndo contatar diretamente com o receptor hACE2, a
substituicdo por arginina (R) forma juntamente com os residuos F490 e L492 uma

mancha hidrofébica® na superficie do RBD, estabilizando a interacédo entre a

64 Um grupo acessivel de atomos apolares vizinhos
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proteina S e o receptor hACE2 e podendo promover a entrada de um maior nimero
de particulas virais em organoides®® de pulméo (DENG et al., 2021). Além disso, as
linhagens portadoras da mutacdo L452R parecem apresentar uma resisténcia
moderada a neutralizacdo por anticorpos elicitados por infec¢do prévia (4 a 6,7
vezes) ou vacinacdo (2 vezes) (DENG et al., 2021; GREANEY et al., 2021b).
Importantemente, a mutacao L452R esta presente nas VOIs Kappa e Epsilon, bem
como na VOC Delta (MULLEN et al., 2021c), sendo esta Ultima a variante mais
transmissivel até o momento, capaz de suplantar outras VOCs e alcancar
dominancia global rapidamente (MULLEN et al., 2021b). Contudo, acredita-se que
a combinacdo de mutacfes presente, e ndo somente L452R, confira tal vantagem
evolutiva a esta VOC.

Diferentes mutacdes no sitio K417 surgiram em diferentes VOCs, sendo
K417N em Beta e Omicron e K417T em Gama. Contudo, K417N/T raramente
ocorre isoladamente, sendo majoritariamente acompanhada por outras
substituices no RBD (TAO et al., 2021). Uma possivel causa para este fendmeno
€ seu efeito na reducdo da ligacdo a hACE2 (GREANEY et al., 2020; WANG et al.,
2021c), necessitando de mutac6es compensatérias que aumentem o fitness viral.
K417N é capaz de reduzir significativamente a susceptibilidade a alguns anticorpos
monoclonais® (etesevimab e casirivimab), mas se mantém suscetivel a outros
(bamlanivimab, imdevimab e sotrovimab). Importantemente, K417N/T retém

suscetibilidade completa a amostras de plasma de pacientes previamente

65 Versdo miniaturizada e simplificada de um érgéo produzido in vitro em trés dimensdes e com
anatomia realista.

66 Anticorpos produzidos por um Unico clone de um dnico linfécito B parental, que é clonado e
imortalizado, produzindo sempre 0s mesmos anticorpos em resposta a um agente patogénico.
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infectados ou imunizados com pelo menos uma dose de vacinas de mRNA (TAO
et al., 2021; WANG et al., 2021a, 2021c).

N439K é uma substituicdo que causou preocupacao no Reino Unido devido
ao seu aumento significativo de frequéncia em duas linhagens independentes
(B.1.141 e B.1.258) até setembro de 2020, o que foi rapidamente dissipado pela
emergéncia da VOC Alfa (THOMSON et al.,, 2021). Foi demonstrado que esta
mutacdo aumenta a afinidade da proteina S ao receptor hACE2 (STARR et al.,
2020; THOMSON et al., 2021) e adiciona uma ponte salina na interface RBD-ACEZ2,
muito embora ndo aumente o fitness viral e a severidade da doenca (THOMSON et
al., 2021). Apesar de N439K conferir resisténcia a alguns anticorpos monoclonais
e respostas policlonais®’ de individuos recuperados, os niveis de reducdo de
neutralizacdo sdo baixos (~2 vezes) (GREANEY et al., 2021a; THOMSON et al.,
2021).

Multiplas mutacdes localizadas em posicdes adjacentes ao sitio de clivagem
de furinas — regido importante para a infectividade, viruléncia e potencial pandémico
do SARS-CoV-2 (HOFFMANN; KLEINE-WEBER; POHLMANN, 2020) —, incluindo
Q675H/R, Q677H/P, N679K e P681H/R, emergiram independentemente em
variantes do SARS-CoV-2 (HODCROFT et al.,, 2021). A mutacdo P681H surgiu
inicialmente na VOC Alfa no Reino Unido, mas também de modo independente em
Omicron e em diferentes VOIs (e.g., Theta e Mu) (LASEK-NESSELQUIST et al.,
2021b; MULLEN et al., 2021c). Outra substituicdo no mesmo sitio (P681R) emergiu
na VOC Delta e na VOI Kappa (MULLEN et al., 2021c). O aumento de cargas

positivas associadas na interface RBD-ACE2 tanto em P681H quanto em P681R

67 Respostas provenientes de anticorpos que sdo originados de diferentes linfocitos B, cada um
reconhecendo um epitopo (ver 6) diferente.
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parece influenciar o tropismo do virus aumentando a clivagem na regido S1/S2 em
células epiteliais das vias aéreas humanas (JOHNSON et al., 2021a; PEACOCK et
al., 2021b; SAITO et al., 2021). De um modo especial, P681R parece diminuir a
infectividade viral ao passo que confere maior resisténcia a anticorpos
neutralizantes (SAITO et al., 2021). Além de facilitar e acelerar a clivagem da
proteina S por furinas, esta associada a um aumento e acelerac¢éo na fuséo célula-
célula por TMPRSS2 e no espalhamento viral in vitro, os quais podem estar
associados com maior transmissibilidade e patogenicidade (PEACOCK et al.,
2021b; SAITO et al., 2021).

DelecBes na regido NTD da proteina S emergiram em inimeras VOCs e
VOls, bem como em pacientes com infec¢cdes prolongadas (AVANZATO et al.,
2020; BAZYKIN et al., 2021; CHOI et al., 2020; KEMP et al., 2021; TRUONG et al.,
2021). A principal delas detectada até o momento € A69-70 —presente em Alfa e
Omicron—, a qual parece alterar um loop exposto na regido do NTD e esta
associada com aumento na replicacdo viral e infectividade (KEMP et al., 2021,
MENG et al., 2021a), enquanto A144 (presente em Alfa), A241-243 (Beta) e A157-
158 (Delta) conferem resisténcia a neutralizacao por anticorpos direcionados ao
super sitio antigénico do NTD (CHI et al., 2020; PLANAS et al., 2021b; WANG et
al.,, 2021a). De um modo geral, as maiores evidéncias de evasao imune por
delecbes e mutacbes em NTD estdo localizadas na regido de um epitopo
conformacional®® constituido pelos residuos 140-156 (loop N3) e 246-260 (loop N5)

(CHI et al., 2020).

68 Sequéncia de aminoacidos que forma uma estrutura tridimensional e compde um antigeno que
entra em contato direto com um receptor do sistema imunoldgico.
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A regido S1, onde ficam localizados o RBD e o NTD, exibe maior
variabilidade de aminoacidos em relagdo a S2 entre os coronavirus relacionados a
SARS. Até junho de 2021, 42 mutac¢des na proteina S tinham uma frequéncia global
de 21%, incluindo 15 na NTD, seis no RBD, cinco no dominio carboxi-terminal®® de
S1 (CTD) e nove naregido S2 (TAO et al., 2021). Sendo assim, torna-se importante
avaliar sitios em S1 associados a eventos de selecao positiva.

Contudo, métodos tradicionais para captura de sinais de sele¢do positiva
ndo sao direcionados para a analise em um curto periodo evolutivo e em
populacdes virais densamente amostradas, uma vez que requerem a fixacdo de
mutacdes ndo sinbnimas ao longo de um tempo evolutivo de anos ou décadas.
Portanto, ao aplicar um novo método que correlaciona o sucesso de clados
utilizando regresséo logistica’® com a acumulagdo de modificacdes ndo sindbnimas
em certos genes, demonstrou-se que a regido S1 da proteina S apresenta a mais
forte correlagcéo entre estas caracteristicas em relacéo a outras regides do genoma
do SARS-CoV-2. Adicionalmente, observou-se que a taxa dN/dS dentro de S1
evoluiu de 0,76 em 2020 para 1,85 em 2021, alcancando 2,07 em meados de 2021.
Ao avaliar homoplasias que expandiram-se em clados bem sucedidos, algumas
mutacBes foram associadas a taxas de crescimento aceleradas, como S:95I e
S:452R (presentes na VOC Delta) e ORF1a:A3675-3677 (presente em Alfa, Beta,
Gama e Lambda). Esses resultados demonstram que S1 € o principal locus de
adaptacdo, mas outras mutacdes positivamente selecionadas em outros genes

também influenciam a evolugdo do SARS-CoV-2 (KISTLER; HUDDLESTON;

69 Uma das extremidades da cadeia polipeptidica, a qual apresenta um grupamento carboxila
(COOH).

70 Técnica estatistica que objetiva produzir, a partir de um conjunto de observacées, um modelo que
permita a predicao de valores assumidos por uma variavel categoérica.
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BEDFORD, 2021). Importantemente, mutacdes na proteina N, como R203K e
G204R foram associadas a um aumento na fosforilacdo’* do nucleocapsideo,
sugerindo que a troca do motivo RG pode estar associada a maior replicacdo e
patogénese do SARS-CoV-2 (JOHNSON et al., 2021b). Sendo assim, acredita-se
gue mutacdes fora da proteina S — por exemplo nos genes N, ORF3a e ORF6 —,
estejam envolvidas em diferentes estagios do ciclo de vida viral e sejam
componentes importantes para a interagdo e continua adaptacdo do SARS-CoV-2
ao hospedeiro humano (TIMMERS et al., 2021).

Variantes sdo classificadas de acordo com sua combinacdo de mutagdes e
caracteristicas epidemiologicas particulares. A designacdo de VOCs e VOlIs foi
criada para categorizar tais variantes baseado em sua transmissibilidade,
capacidade de causar doenca mais severa ou evasao do sistema imunoldgico
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021d). Por aumento de transmissibilidade
entende-se a capacidade de suplantar outras linhagens virais e apresentar maiores
taxas de reproducdo efetiva e de atague secundario’? quando comparada com
outras variantes (KORBER et al., 2020; PENG et al., 2021; VOLZ et al., 2021b).
Mudancas na severidade tém sido investigadas utilizando dados de morbidade ou
hospitalizacdo devido a variante (DAVIES et al., 2021b). Finalmente, a evaséo as
respostas imunes é realizada avaliando a susceptibilidade da variante a anticorpos
monoclonais, plasma convalescente e plasma de vacinadas quando comparada a

outras linhagens (CHEN et al., 2021; HARVEY et al., 2021).

71 Adicéo de um grupo fosfato (PO4) a uma proteina ou outra molécula, compondo um dos principais
mecanismos de regulacdo das proteinas.

72 Probabilidade de que uma infecgdo ocorra entre pessoas suscetiveis dentro de um periodo de
incubacédo razoavel apds contato conhecido com uma pessoa infecciosa em ambientes domésticos
ou de contato préximo.
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A seguir, sdo apresentadas as principais caracteristicas moleculares,
epidemiologicas e imunolégicas das VOCs (Tabela 5). A linhagem B.1.1.7 (VOC
Alfa), a qual apresenta especialmente as mutacbes N50Y e P681H, também
carrega as delecbes A69-70 e Al44 (RAMBAUT et al., 2020b), bem como
substituicdes caracteristicas em outros genes (N:R203K e G204R). Tal variante
expandiu-se rapidamente, correspondendo a maioria das infec¢cdes na Europa e
nos EUA no final de 2021 (MULLEN et al., 2021a). O aumento de transmissibilidade
e letalidade em relacdo as demais variantes previamente circulantes foi estimado
em 50% por estudos epidemiolégicos e filodinamicos (DAVIES et al., 2021b; VOLZ
et al., 2021b). Apesar das alteracdes epidemiolégicas, essa VOC mantém a
susceptibilidade a anticorpos monoclonais e plasma de individuos recuperados
(CHEN et al.,, 2021; PLANAS et al.,, 2021a; WANG et al., 2021a), ndo sendo
associada a risco superior de reinfeccdes’® (GRAHAM et al, 2021).
Importantemente, a vacina Pfizer/Biontech (BNT162b) demonstrou cerca de 90%
de eficicia contra esta variante (ABU-RADDAD; CHEMAITELLY; BUTT, 2021;
HAAS et al., 2021).

A linhagem B.1.351 (VOC Beta) apresenta trés mutacdes na regidao do RBD
(K417N, E484K and N501Y), bem como cinco substituicdes no NTD (principalmente
A242-244). Entre o final de 2020 e inicio de 2021, os casos de COVID-19 na Africa
do Sul aumentaram cerca de 10 vezes, apesar da alta exposicdo prévia da
populacdo ao virus. Nesse contexto, estimou-se que a VOC Beta seria 50% mais
transmissivel do que suas antecessoras (TEGALLY et al., 2021). Ao contrario de
Alfa, essa VOC esta fortemente associada a eventos de reinfeccdo (SHINDE et al.,

2021) e apresenta suscetibilidade reduzida (de cerca de 10 vezes) a anticorpos

73 Nova infeccao ocorrida apés recuperagdo da anterior e causada pelo mesmo agente infeccioso.
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Tabela 5. Resumo das principais muta¢des e impactos epidemioldgicos (transmissibilidade e morbidade) e imunoldgicos (perfil de

resisténcia e eficacia vacinal) das VOC:s.

P.1 (Gama) B.1.617.2 (Delta) B.1.1.529 (Omicron)

VOC/
Caracteristicas B.1.1.7 (Alfa) B.1.351 (Beta)
Principais N50Y, P681H, A69-70 K417N, E484K, N501Y e
mutacgdes e A144 NA242-244

Aumento de 50% na
transmissibilidade e
letalidade quando
comparada a variantes
anteriores

Aumento de 50% na
transmissibilidade
quando comparada a
variantes anteriores

Transmissibilidade
e morbidade

Mais reinfeccdes, e 10
vezes menor
susceptibilidade a
neutralizacdo por
anticorpos e plasma
convalescente

Permaneceu altamente
suscetivel ao plasma
de vacinados e
convalescentes

Perfil de resisténcia

Variavel em diferentes
estudos: 10% (AzD1222;
n=39) e 75% (BNT162b)

Eficacia vacinal

~900o,
contrainfeccéo 90% (BNT162b)

E484K, N501Y,
K417T e delecdes
no NTD

A69-70, T95I, G142D, A143—
145, K417N, T478K, N501Y,
H655Y, N679K e P681H

Risco de reinfeccdo 5 vezes
maior e maior
transmissibilidade; severidade
reduzida entre 20 e 45% (em
comparacéo a Delta) e menor
replicacdo em células
pulmorares

L452R, T478K e P681R

1,7 a 2,4 vezes
mais transmissivel,
21 a 46% capaz de

reinfectare 1,2 a
1,6 vezes mais letal

Suplantou as demais VOCs
entre o inicio e meio de
2021, provavelmente
devido a seu aumento de
transmissibilidade

Perfil de resisténcia
relevante: Neutralizacéo de
3 a 10 vezes reduzida em
45% dos individuos; e mais
de 10 vezes em 5% dos
pacientes

Reduc¢édo dramética na
neutralizacdo de vacinados e
convalescentes, parcialmente

recuperada com doses de
reforco

Perfil de resisténcia
semelhante a VOC
Beta

Baixa eficicia contra doenca

sintomética apés duas doses

(BNT162b2), porém prote¢éo

significativa (~75%) apoés dose
de reforco

Varia entre 60%
(AZD1222) e 85%
(BNT162b)

Varia entre 54%
(CoronaVac) e 70%
(AZD1222)

Fonte: Adaptado de TAO et al. (2021).
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neutralizantes e plasma convalescente, especialmente devido a interferéncia das
mutacOes K417N e E484K naligacéo a algumas classes de anticorpos monoclonais
(HOFFMANN et al., 2021; WANG et al., 2021a). Estimacdo da eficacia vacinal
variou amplamente, alcancando o minimo de 10% para AZD1222 em um pequeno
estudo (n=39) (MADHI et al., 2021) e o0 méximo de 75% para BNT162b (ABU-
RADDAD; CHEMAITELLY; BUTT, 2021).

A linhagem P.1 (VOC Gama) apresenta trés mutacdes nos mesmos sitios
de Beta (E484K, N501Y e K417T) e outras cinco mutacdes na NTD (FARIA et al.,
2021). Sua emergéncia na regido Amazodnica, cuja soroprevaléncia’® estimada
alcancou ~75% anteriormente (BUSS et al., 2020; SABINO et al., 2021),
demonstrou suas caracteristicas epidemiolégicas alteradas. Estimou-se que seja
1,7 a 2,4 vezes mais transmissivel, 21 a 46% mais capaz de evadir o sistema imune
de individuos previamente infectados (causar reinfeccédo) e 1,2 a 1,6 vezes mais
letal (FARIA et al., 2021). Esta VOC apresenta perfil de resisténcia similar a Beta,
com uma importante parcela (20 a 60%) dos individuos recuperados ou vacinados
(com vacinas de mMRNA ou AZD122?2) apresentando reducéo de neutralizacdo de 3
a 10 vezes, enquanto 5 a 10% englobam declinio maior que 10 vezes (CHEN et al.,
2021; DEJNIRATTISAI et al., 2021; HOFFMANN et al., 2021; SOUZA et al., 2021,
WANG et al., 2021b).

A linhagem B.1.617.2 (VOC Delta) estabeleceu-se na india, possuindo
principalmente as mutacfes L452R, T478K, P681R, assim como outras na ORF3,
ORF7a e N (MULLEN et al., 2021b; TAO et al., 2021). Caracterizou-se por ser a

linhagem mais transmissivel detectada até o final de 2021, uma vez que suplantou

74 Numero total de pessoas (ou porcentagem) em uma populagdo que apresenta resultados positivos
para uma doenca em determinado momento com base em amostras de soro sanguineo.
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as variantes Alfa, Beta e Gama em seus paises de emergéncia e predominancia
(MISHRA et al., 2021; MULLEN et al., 2021b; REDE GENOMICA FIOCRUZ, 2021),
e tornou-se predominante mundialmente. Apresenta perfil de resisténcia relevante,
alcancando reducédo de 3 a 10 vezes em 45% dos individuos e 10 vezes em 5%
deles (LIU et al., 2021a, 2021c; PLANAS et al., 2021b). Dados do Reino Unido
apontam para eficacias vacinais de 60% (AZD1222) a 85% (BNT162b) (LOPEZ
BERNAL et al., 2021; SHEIKH et al., 2021).

A linhagem B.1.1.529/BA.1 (Omicron) apresenta cerca de 30 mutacdes na
proteina S, muitas delas compartilhadas com outras VOCs e VOIs (e. g., A69-70,
TO95I, G142D, A143-145, K417N, T478K, N501Y, H655Y, N679K, e P681H) e
muitas novas (MULLEN et al., 2021c). Somada a este perfil mutacional
preocupante, esteve associada a aumentos explosivos no niumero de casos na
Africa do Sul, Reino Unido, entre outros paises. Uma anélise de mais de 65 mil
casos de reinfeccéo na Africa do Sul sugere que tal variante possui uma capacidade
substancial de causar maiores taxas de reinfeccdo quando comparada a Beta e
Delta (PULLIAM et al., 2021). Na Inglaterra, o aumento no risco de reinfec¢ao foi
de 5,41 vezes (intervalo de confianca de 95%: 4,87-6,00) (FERGUSON et al.,
2021).

Na Inglaterra, foi observado um rapido crescimento da variante Omicron em
relacdo a Delta entre o fim de novembro e inicio de dezembro de 2021 com alta
taxa de crescimento exponencial e duplicagdo no nimero estimado de casos a cada
dois dias. Além disso, pessoas jovens (8 a 29 anos), residentes de Londres e com
etnia africana apresentaram taxas mais elevadas de infec¢ao pela nova variante

(FERGUSON et al., 2021). Contudo, estimou-se uma redugéo na severidade da
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Omicron em relacdo a Delta de 20-45% no pais (FERGUSON et al., 2021b),
consistente com dados da Africa do Sul (WOLTER et al., 2021).

Apesar da variante Omicron possuir mutacdes que poderiam favorecer a
clivagem na regido S1/S2, a eficiéncia de clivagem observada foi substancialmente
menor que em Delta (MENG et al., 2021b). Nesse sentido, utilizando cultivo de virus
vivos e pseudovirus’, identificou-se uma via de entrada alterada que favorece a
fusdo endossomal’® dependente de catepsina’’ no endossomo em oposi¢do a via
de fuséo da superficie celular TMPRSS2-dependente (WILLETT et al., 2021). Outro
fator que pode explicar a reduzida severidade da infeccdo por Omicron é a menor
replicacdo desta em células de pulméo expressando TMPRSS2 em comparacao a
Delta (MENG et al., 2021b).

A reducdo na neutralizacdo foi confirmada em ensaios soroldgicos, com
reducédo de eficacia em convalescentes e recipientes de duas doses de vacina, a
qual foi parcialmente recuperada com doses de reforco (booster) (CARRENO et al.,
2021; MENG et al., 2021b; WILLETT et al., 2021). Importantemente, apesar do
extensivo escape imunologico, este foi incompleto em pacientes previamente
infectados e vacinados (CELE et al., 2021). Muito embora apresente
susceptibilidade reduzida a anticorpos neutralizantes, outros componentes da
resposta imune adaptativa como células T CD4 e CD8 contribuem para a protecao

contra doenca grave. A resposta as células T foi mantida em 70-80% dos casos de

75 Modelos de virus engenheirados que ndo contém o genoma do virus, mas sédo capazes de
mimetizar a forma como o virus infecta as células, por meio da substituicao das estruturas virais de
interesse.

76 Compartimento formado a partir do processo de endocitose (pelo qual células vivas ativamente
absorvem moléculas e outras células), por meio de fusdo de vesiculas provenientes de organelas
celulares como membrana plasmética, complexo de Golgi e lisossomos.

77 Familia de proteases (ver 1?) de cisteina que sao ativadas sob o pH acido dos lisossomos.
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Omicron investigados, demonstrando que tais respostas induzidas por vacinagéo
ou infeccao natural reconhecem essa variante (KEETON et al., 2021).

Uma taxa inicialmente alta de mutacfes € consistente com a ideia de que,
logo apos um evento de spillover, ha muitas substituicbes acessiveis que sao
vantajosas evolutivamente no novo hospedeiro (KISTLER; HUDDLESTON;
BEDFORD, 2021). Isto foi observado no virus da pandemia de influenza HIN1
(HIN1pdm). Dado que durante dois anos apds seu surgimento o H1N1pdm
apresentou altas taxas de dN/dS em todo o genoma, acredita-se que sua evolugéo
tenha sido amplamente direcionada pelo aumento de transmissibilidade e
adaptacao ao novo hospedeiro. Depois desse periodo inicial, sua evolucdo passou
a ser dominada por mudancas antigénicas (SU et al., 2015). E possivel que o
SARS-CoV-2 esteja seguindo uma trajetoria evolutiva semelhante, com adaptacao
inicial ao hospedeiro seguida por deriva antigénica’® (KISTLER; HUDDLESTON,;
BEDFORD, 2021), principalmente apos a introducdo das vacinas, que limitam a
circulacao viral, mas ao mesmo tempo aumentam a probabilidade de aquisi¢cdo de
mutacdes de escape ao sistema imunoldgico. Sendo assim, torna-se essencial a
coordenacao entre a deteccao e a caracterizagao fenotipica do SARS-CoV-2 para
reduzir os casos e mortes mundialmente, bem como fornecer atualizacdes para as
estratégias terapéuticas existentes.

Apesar dos avancos cientificos sem precedentes para a compreensédo da
evolucdo do SARS-CoV-2, alguns problemas e desafios sdo recorrentemente

observados nas analises genémicas que utilizam este virus como objeto de estudo.

78 Acumulo de substituicBes de aminoacidos em proteinas virais selecionadas pelo sistema imune
adaptativo do hospedeiro a medida que o virus circula em uma populagdo, o qual pode limitar
substancialmente a durag&o da imunidade conferida pela infecgéo e pela vacinacéo.
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Em um estudo que avaliou as dificuldades intrinsecas de inferir e pds-processar
arvores filogenéticas do SARS-CoV-2 baseadas em ML, demonstraram-se
inimeras nuances advindas da baixa diversidade genética do virus (poucas
mutacdes) aliada a grande quantidade de sequéncias, 0 que caracteriza um fraco
sinal filogenético. Com relacdo ao algoritmo de busca da arvore com maior ML,
foram observadas diferencas topoldgicas importantes, de modo que seria mais
adequado computar estatisticas sumarias em relagao a um “conjunto mais plausivel
de arvores”, o que é realizado de modo natural por métodos Bayesianos, do que
apresentar uma Uunica arvore resultante da anadlise. Adicionalmente, foram
observados problemas numéricos referentes a otimizacdo do comprimento dos
ramos e ao modelo de taxas livres. Com relacdo ao pds-processamento, enraizar
arvores com outgroups de morcegos ou pangolins ou usando modelos de evolucéo
nao produziram uma posicdo razoavel para a raiz. Portanto, muito embora a
aplicacao de métodos filogenéticos para a compreensao da evolugéo e propagacao
da COVID-19 fornece insights importantes, seus resultados devem ser
interpretados com extrema cautela (MOREL et al., 2021).

Além da investigacdo da origem do SARS-CoV-2 a partir dos seus possiveis
reservatorios animais e dados epidemioldgicos do inicio da pandemia, outros
meétodos tém sido usados para estimar confiavelmente a raiz da filogenia e o
primeiro caso (KUMAR et al.,, 2021; PEKAR et al., 2021a; PIPES et al., 2021).
Devido ao rapido acumulo de mutacdes nos virus, torna-se desafiador identificar
uma sequéncia outgroup que esteja suficientemente relacionada com as
sequéncias em analise para permitir um enraizamento confiavel (PIPES et al.,
2021). Uma alternativa e esta pratica é o enraizamento por relégio molecular, que

se baseia na suposicéo de que as mutacdes ocorrem a uma taxa aproximadamente
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constante (ZUCKERKANDL; PAULING, 1962), ou variam em diferentes ramos da
filogenia (DRUMMOND et al., 2006).

Ao investigar seis diferentes variagbes destas duas estratégias de
enraizamento de arvores e apresentar métricas relacionadas a incerteza,
demonstrou-se que métodos baseados em grupo externo (outgroup) tendem a
posicionar a raiz em sequéncias da linhagem A, enquanto abordagens de relégio
molecular localizam a raiz na linhagem B. A explicacdo mais provavel para a
discrepancia observada entre as raizes seria a hipermutabilidade’® nos sitios que
definem estas linhagens, resultando em um excesso de “mutag¢des para tras” e
sugerindo que o enraizamento por relégio molecular € mais confiavel. Entretanto,
nao é possivel excluir uma maior taxa de mutacdo (ou erros de sequenciamento)
no clado A que atrairia a raiz para si. O enraizamento no clado B € compativel com
uma origem em Wuhan, enquanto que um enraizamento na clado A sugere origens
alternativas do virus, possivelmente fora do leste asiatico. Portanto, dadas as
dificuldades de conciliacdo entre métodos, recomenda-se evitar inferéncias
exageradas sobre a divergéncia inicial do SARS-CoV-2 com base em um
enraizamento fixo em A ou B, e que analises baseadas no enraizamento por
outgroup devem ser evitadas até que sejam descobertas sequéncias mais
estreitamente relacionados. Dessa forma, € improvavel que as evidéncias
filogenéticas disponiveis identifiquem a origem do virus SARS-CoV-2 de modo
independente de outras fontes.

Outra questao primordial para o entendimento da origem e dinamica inicial
do SARS-CoV-2 é a datacdo do MRCA da filogenia e do primeiro caso (index). Ao

combinar inferéncias retrospectivas baseadas em relégio molecular com

79 Capacidade de exibir um nimero excessivo de mutagdes.
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simulagfes epidemioldgicas para determinar quanto tempo o SARS-CoV-2 teria
circulado antes do tempo do MRCA, estimou-se que o intervalo mais plausivel seria
entre meados de outubro e meados de novembro de 2019 na provincia de Hubei.
Além disso, conjecturou-se que dois tercos dos eventos zoondticos seriam
autolimitados e incapazes de desencadear uma pandemia, bem como teriam sido
necessarias 2,2 mutagdes (0,5 a 3,9) antes de dar origem aos padrées observados
de diversidade genética amostrados (PEKAR et al., 2021a). Esta estimativa é
coerente com a identificacdo do provavel MRCA do SARS-CoV-2 (proCoV2), o qual
foi estimado com base em uma modelagem do histérico mutacional do virus. O
proCoV2 diferiria dos primeiros genomas amostrados na China por trés
substituicbes, o que implica que nenhum dos primeiros pacientes amostrados
representaria o caso indice ou teria dado origem a todas as infeccdes humanas
observadas (KUMAR et al., 2021).

Um estudo que investigou quando, onde e como 0 SARS-CoV-2 estabeleceu
suas primeiras cadeias de transmissdo na Europa e nos Estados Unidos,
demonstrou a necessidade de utilizar multiplas fontes de informacéo (fluxo de
passageiros de avido, incidéncia da doenca na provincia de Hubei e outros locais,
bem como modelagem dos possiveis caminhos evolutivos virais) e integra-las para
a testagem de hipéteses epidemioldgicas. Isso ocorre pois, muito embora genomas
virais possam fornecer informacdes criticas sobre a ligacdo epidemiolégica de virus

separados no espaco e no tempo, 0 SARS-CoV-2 evolui a uma taxa considerada
lenta de =1x102 substituicbes por sitio por ano (=2 mutacdes por mEs).
Consequentemente, toda a populacéo global do SARS-CoV-2 até marco de 2020

divergiu por apenas 0 a 12 mutag¢des nucleotidicas em comparagdo ao ancestral

inferido de toda a pandemia, o que faz com que as cadeias de transmisséo sejam
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definidas por 1 a 3 nucleotideos diferentes. As inferéncias filogeograficas foram
ainda mais confundidas pela disponibilidade baixa de dados de sequéncias de
locais que sofreram surtos iniciais, incluindo Italia, IrA e o epicentro original em
Hubei. Portanto, a combinacgdo da taxa relativamente lenta de evolugdo da SARS-
CoV-2, sua rapida disseminacdo dentro e entre locais, e a amostragem nédo
representativa apresenta riscos para interpretacdes erroneas (WOROBEY et al.,
2020).

Outro desafio imposto em um contexto pandémico em que a vigilancia
gendmica torna-se essencial é a desigualdade de sequéncias gendmicas do SARS-
CoV-2 depositadas por paises desenvolvidos em comparacdo a paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento. Em um estudo que analisou essas
disparidades, verificou-se que os paises de alta renda contribuiram com 94% dos
genomas depositados. Por exemplo, 100 dos 167 paises analisados sequenciaram
menos de 0,5% dos casos confirmados, enquanto 16 nacdes genotiparam mais de
5% dos casos. Adicionalmente, causa preocupacdo o fato de que 20 paises,
principalmente da Africa, ndo foram capazes de sequenciar nenhum genoma. Tais
heterogeneidades espaco-temporais significativas apresentam correlacdo com
fatores socioeconémicos, como: gastos em pesquisa e desenvolvimento per capita,
produto interno bruto (PIB) per capita e indice de desenvolvimento humano (IDH)
(BRITO et al., 2021).

Apesar do desenvolvimento de algumas ferramentas interativas que

constroem filogenias com a maioria dos genomas disponiveis nos bancos de dados

publicos (e.g., https://cov2iree.org/ e http://pando.tools/), bem como outras que
utilizam escores baseados em maxima parcimbnia para adicionar novas

sequéncias a grandes filogenias previamente construidas (TURAKHIA et al., 2021),


https://cov2tree.org/
http://pando.tools/
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muitas vezes estamos interessados em avaliar a dinamica espago-temporal do
SARS-CoV-2 em escalas mais locais, 0 que torna necessaria uma amostragem
capaz de incluir genomas representativos da diversidade genética, temporal e
geografica do virus. Muito embora existam algumas ferramentas disponiveis
publicamente para realizar tais procedimentos (ALPERT et al., 2021; BOLYEN et
al., 2020; HADFIELD et al., 2018), ndo ha um consenso sobre a utilizacdo destas,
de modo que outras abordagens também sdo usadas para necessidades
especificas (DU PLESSIS et al.,, 2021; LEMEY et al., 2021). Portanto, a
comparabilidade entre as diferentes formas de amostragem e seu impacto nos
resultados observados ainda € pouco explorada, mas necesséaria para o
entendimento das vantagens e desvantagens de cada metodologia.

Algumas limitagcbes devem ser consideradas quanto as conclusées dos
resultados apresentados nestre trabalho. Primeiramente, ndo foi possivel analisar
uma amostra maior de genomas devido aos recursos disponiveis. Além disso, a
baixa quantidade e representatividade espacial das sequéncias do RS e demais
estados limitou as inferéncias de eventos de introducdo e movimento do virus,
especialmente em resolucdo municipal e estadual. Nesse sentido, observamos
heterogeneidades espaciais e temporais nos esforcos de sequenciamento do
Brasil, dificultando uma acurada inferéncia das principais linhagens circulantes no
pais e podendo introduzir fatores de confusdo. Uma distribuicdo desigual e sem
proporcionalidade em relacdo ao numero de casos por localidade, implica que as
conclusdes podem ser desproporcionalmente afetadas por eventos em periodos
muito e pouco amostrados.

Portanto, o estabelecimento de um programa de vigilancia nacional

centralizado, estabelecendo: (i) regras claras de randomizagcdo e
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representatividade, (ii) padronizacdo de protocolos de sequenciamento e (iii)
colaboracéo entre diferentes grupos de pesquisa nacionais, similar ao COG-UK
realizado no Reino Unido (COVID-19 GENOMICS UK CONSORTIUM, 2020;
NICHOLLS et al., 2021), é essencial para fornecer conjuntos de dados espaco-
temporalmente representativos que permitam caracterizar mais precisamente a
evolucao do SARS-CoV-2 e demais patégenos emergentes no Brasil, identificando
prontamente novas variantes para melhor responder e controlar sua propagagéo.

Adicionalmente, uma representacdo espacgo-temporal desproporcional
influencia fortemente as analises filodindmicas e filogeograficas, uma vez que
ligacbes epidemiologicas entre regibes podem ser maximizadas ou minimizadas
devido a super ou subamostragem. Os modelos continuos de dispersédo geografica
utilizados sédo mais adequados para o espalhamento por terra em distancias curtas,
em oposicado as longas distancias percorridas de avido, uma pratica comum no
territorio brasileiro devido a seu tamanho continental. A principal consequéncia é
gue as inferéncias da localizacdo dos nds proximos a raiz das arvores devem ser
analisadas cuidadosamente e apresentam maior incerteza associada, tanto devido
as limitacées do modelo relacionadas a captura de viagens de longa distancia
guanto aos dados amostrados de modo esparso e a incerteza das reconstrucdes
filogenéticas no contexto da COVID-19 previamente mencionados.

Finalmente, obtivemos estimativas das taxas evolutivas para algumas
arvores MCC clado-especificas significativamente menores em relacdo a
descobertas anteriores (8 a 9x10* subst/site/ano) (RAMBAUT, 2020; SU et al.,
2020). Essas diferencas contribuiram para datagbes mais antigas dos ancestrais
comuns mais recentes, uma vez que nesse caso € esperado que o acumulo de

mais mutac¢des ocorra em um periodo de tempo mais longo. Embora algumas datas
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inferidas provavelmente ndo sejam realistas no contexto da pandemia de COVID-
19, elas destacam problemas com o processo de coleta de dados. As possiveis
explicacdes para este comportamento sdo: amostragem ndo aleatdria, amostras
proximamente relacionadas com a mesma idade (agrupamento filo-temporal), e a
presenca de heterogeneidade nas taxas evolutivas entre linhagens (TONG et al.,

2018).
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7. CONCLUSOES

Neste trabalho, objetivamos caracterizar a distribuicdo de linhagens e
padrdes de espalhamento geogréafico do virus SARS-CoV-2, causador da pandemia
de COVID-19. Para este fim, utilizamos amostras do municipio de Esteio na
primeira fase da epidemia (maio a outubro de 2020), do Rio Grande do Sul em
periodo de aumento de hospitalizacdes e mortes (mar¢co de 2021) devido ao
surgimento da variante P.1 (Gama) e de todo o territério brasileiro no primeiro ano
da epidemia (fevereiro de 2020 a fevereiro de 2021). Ao utilizar dados
epidemioldgicos e genomas completos do SARS-CoV-2 dos pacientes locais e de
um conjunto representativo da diversidade viral mundial depositado no banco de
dados GISAID, conseguimos contextualizar os genomas sequenciados e realizar
analises detalhadas para compreender o espalhamento geografico e dinamica viral
em escalas locais, regionais e internacionais.

A pandemia de COVID-19 foi a primeira na qual a comunidade cientifica
internacional foi capaz de aplicar sequenciamento de genomas completos
praticamente em tempo real. O compartiihamento desses dados e as analises
resultantes informaram decisdes de saude publica, permitiram a deteccdo de
mutaces e variantes que poderiam afetar a viruléncia, patogénese,
transmissibilidade, alcance de novos hospedeiros, escape imunoldgico e eficacia
das vacinas. Tanto para essa quanto para futuras pandemias, tais iniciativas e
colaboracfes irdo permitir uma resposta ainda mais rapida as emergéncias de
saude publica. Contudo, predi¢cdes genotipo-fenotipo ndo podem ser realizadas no
mesmo ritmo do sequenciamento gendmico. Portanto, o proximo nivel da vigilancia
genObmica provavelmente ira abranger uma abordagem sistematica capaz de

correlacionar a deteccdo e a caracterizacao fenotipica das novas variantes em
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tempo oportuno, visando contribuir para o desenvolvimento e atualizagdo de testes
diagndsticos, vacinas, estratégias terapéuticas e adogdo de intervencdes nao-

farmacoldgicas.
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