|| [~2
ne-
e~

!

i)
™

<
]

US IMPAVID
L L ]

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS

CAIO ANDREY BEZERRA JANUARIO

DIVERSIDADE E ESTRUTURAGAO GENETICA DO GENE SPIKE DE
SARS-COV-2 CIRCULANTE NO ESTADO DE PERNAMBUCO.

Recife
2022



CAIO ANDREY BEZERRA JANUARIO

DIVERSIDADE E ESTRUTURAGAO GENETICA DO GENE SPIKE DE
SARS-COV-2 CIRCULANTE NO ESTADO DE PERNAMBUCO.

Monografia apresentada a Coordenagao
do Curso de Ciéncias Biologicas
Bacharelado da Universidade Federal de
Pernambuco, como Requisito Parcial para
obtencdo do Titulo de Bacharel em
Ciéncias Biologicas.

Orientador: Dr. Marcos da Silveira Regueira Neto

Coorientador: Dr. Valdir de Queiroz Balbino

Recife
2022



Ficha de identificacio da obra elaborada pelo autor,
através do programa de geracio automatica do SIB/UFPE

Bezerra Januario, Caio Andrey.

Diversidade e estruturacdo genética do gene spike de SARS-CoV-2
circulante no estado de Pernambuco / Caio Andrey Bezerra Januario. - Recife,
2022,

51 p. :il, tab.

Orientador(a): Marcos da Silveira Regueira Neto

Cooorientador(a): Valdir de Queiroz Balbino

Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacgio) - Universidade Federal de
Pernambuco, Centro de Biociéncias, Ciéncias Bioldgicas - Bacharelado, 2022.

Inclui referéncias, apéndices.

1. COVID-19. 2. Nordeste. 3. Variantes. 4. Vigilancia Epidemiologica. L.
Silveira Regueira Neto, Marcos da. (Orientagdo). II. Queiroz Balbino, Valdir de.
(Coorientagio). I1I. Timlo.

500 CDD (22.ed.)




CAIO ANDREY BEZERRA JANUARIO

DIVERSIDADE E ESTRUTURAGAO GENETICA DO GENE SPIKE DE
SARS-COV-2 CIRCULANTE NO ESTADO DE PERNAMBUCO.

Monografia apresentada a Coordenagao
do Curso de Ciéncias Biolodgicas
Bacharelado da Universidade Federal de
Pernambuco, como Requisito Parcial para
obtencdo do Titulo de Bacharel em
Ciéncias Biologicas.

Aprovada em: [

COMISSAO EXAMINADORA

Orientador: Dr. Marcos da Silveira Regueira Neto
UFPE

Examinador Externo: Dr. Wilson José da Silva Junior

Hospital Israelita Albert Einstein

Examinador Interno: Dr. Rodrigo César Gongalves de Oliveira
UFPE



AGRADECIMENTOS

Nao existe espaco para colocar os nomes de todos aqueles que ajudaram a
me tornar Eu.

Tudo que consegui conquistar é dedicado a minha familia, meus pais, dona
Gorete e seu Pedro, que sempre acreditaram em mim e n&o importa a ideia maluca
que eu tenha, sei que eles sempre vao estar ao meu lado, a meus irmaos mais
velhos, Nityeska e Wlademir que mesmo sem nunca entender direito o que eu fago
da minha vida sempre foram abertos a ouvir e me apoiar em todas as pequenas
conquistas que eu consigo, ndo importa quanto anos eu tenha sempre vou precisar
de vocés, a meu irmao mais novo Henrique e meu sobrinho Gabriel que sdo meus
orgulhos, sem vocés eu ndo estaria aqui hoje.

Quero agradecer a minha companheira Ana Carla, que nessa reta final da
graduacéao foi fundamental em me ajudar a nao surtar e me aguentou nos piores
momentos e sempre consegue me ajudar e me colocar no eixo, sem vocé eu
também nao estaria aqui.

Sou grato a todas as pessoas que conheci ao longo da minha trajetéria na
graduacdo, em especial a meus amigos que me fizeram amar o dia a dia da
universidade e me ensinaram tanto, deixo um agradecimento especial a Arthur,
Edgar, Amanda, Beca, Lucas, Ellyson, Pollyana, Eduarda e Hugo.

Sou muito feliz por todas as pessoas que conheci no LABBE e que se
tornaram tao especial para mim, Leandro, Dayane, Jussara, Wilson, Bandeira,
Keyla, Karol e todos os novatos, que me ensinam e ensinaram tanta coisa, hoje
muito do que aprendi foi através de voceés.

Um agradecimento mais que especial ao meu orientador Marcos Regueira,
que me ensinou muito, com conselhos sobre a academia e sobre a vida, peco
desculpas por ser um orientando dificil as vezes de lidar mas sou eternamente grato
por toda paciéncia e licbes que vocé me proporcionou, assim como meu
coorientador Valdir Balbino que foi fundamental na minha formacgéo.

Por fim queria agradecer a mim, por todos os momentos que nao vi solugao
ou caminho para seguir, quando achei que nao era capaz, mas nao desisti, entdo

obrigado Caio.



“‘Antes, a questdo era descobrir se a vida precisava ter algum significado para ser
vivida. Agora, ao contrario, esta evidente que ela sera melhor vivida se néo tiver
significado” (ALBERT CAMUS).



RESUMO

No ano de 2019, todo o mundo foi surpreendido pela COVID-19, causada por um
virus zoondtico, e que foi declarada como pandemia pela OMS em margo de 2020,
causando cerca de 100.000 mortes dentro de um més apds o anuncio da instituicio.
Em Pernambuco, o primeiro caso da doencga se deu em 12 de margo de 2020, e a
epidemia foi caracterizada com a maior concentragdo de casos na capital
pernambucana, seguindo posteriormente com uma rapida e intensa disseminagao
pelo interior do estado. Entretanto, a falta de amostragem de dados gendmicos
completos e de alta cobertura no Estado dificultava a investigagao da diversidade
genética e evolutiva do virus. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi
acompanhar o comportamento desse virus € do gene Spike presente em sua
superficie, assim como a ancestralidade do mesmo, além de acompanhar como a
diversidade desse gene estd se apresentando nas amostras sequenciadas em
Pernambuco. Além disso, entender como esses clados e linhagens estao
estruturadas geneticamente com o objetivo de compreender como os clados séo
compostos a nivel genético e se ha a sua sobreposicdo, e se 0s eventos
mutacionais ocorridos no gene de interesse podem ou n&o ter conferido maior
adaptabilidade do virus e uma maior capacidade de infecgdo. Para isso, foram
obtidos os genomas do virus referente ao Estado na plataforma GISAID, e a partir
da montagem de um dataset com o conjunto de dados filtrados, foram realizados a
classificagdo desses clados e linhagens, seguido pela diversidade genética do gene
nesses clados e a sua estruturagdo populacional. Em seguida, foi realizada uma
analise filogenética desses genomas. Essas analises indicaram que os clados e
linhagens tiveram predominéncia em épocas diferentes no estado de Pernambuco
ao longo da pandemia, assim como as mutagdes sofridas e como o virus tem se
estruturado filogeneticamente durante esse periodo. No ano de 2020, a
predominancia foi do clado 20B (B.1.1 e B.1.1.28); e no periodo de 2021 até inicio
de 2022, do clado 21J (AY.99.2) e 20J (P.1), que apresentou um maior impacto em
Pernambuco. Além disso, analises corroborativas, como a distancia de Nei’s, entre
outras, estdao dando indicios que as linhagens tidas como unica, podem estar se
tornando distintas dentro da propria linhagem.

Palavras-chave: COVID-19; Nordeste; Variantes; Vigilancia

Epidemiolégica.



ABSTRACT

In the year 2019, the whole world 2019, the whole world was affected by COVID-19,
by a zoonotic virus, and which was declared as a pandemic by the WHO in 2020,
institution of 10000 deaths within the month after the announcement of the date of a
virus zoonotic. In Pernambuco, the first case of the disease occurred on intense 12,
2020, and the epidemic was the state with the highest concentration of people from
Pernambuco, followed later by a rapid spread throughout the interior of Pernambuco.
However, the lack of diversity of complete genomic data and high difficulty in
investigating the diversity and evolution of the virus. Thus, the objective of this work
was to follow the behavior of this virus and the Spike gene present on its surface, as
well as its ancestry, in addition to following how the diversity of this gene is
presenting itself in the samples sequenced in Pernambuco. In addition, to understand
how these clades and lineages are genetically structured in order to understand how
clades are composed at the genetic level and if there is an overlap, and whether
mutational events that occurred in the gene of interest may or may not have
conferred greater adaptability to the gene. virus and a greater capacity for infection.
For this, the genomes of the virus referring to the State were obtained in the GISAID
platform, and from the assembly of a dataset with the filtered data set, the
classification of these clades and lineages were performed, followed by the genetic
diversity of the gene in these clades and the its population structure. Then, a
phylogenetic analysis of these genomes was performed. These analyzes indicated
that the clades and lineages had predominance at different times in the state of
Pernambuco throughout the pandemic, as well as the mutations suffered and how
the virus has been phylogenetically structured during this period. In the year 2020,
the predominance was of clade 20B (B.1.1 and B.1.1.28); and in the period from
2021 to early 2022, from clade 21J (AY.99.2) and 20J (P.1), which had a greater
impact in Pernambuco. In addition, corroborative analysis, such as Nei's distance,
among others, are indicating that lineages considered unique may be becoming

distinct within the lineage itself.

Keywords: COVID-19; Epidemiological surveillance; North East; Variants.
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1. INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, o numero de zoonoses foi constantemente um desafio
para a saude publica mundial. Essas zoonoses sao caracterizadas, muitas vezes,
pela aproximacéo de espécies selvagens ou domesticadas devido a perda de habitat
ou a restricdo do espaco fisico (UNEP et al.,2016). Esta situagdo possibilita que
alguns virus, por sofrerem rapidas mutagcdes e se tornarem capazes de infectar
outras espécies, ultrapassem essa barreira e se tornem um patégeno de outros
organismos. No ano de 2019, uma nova espécie de coronavirus se tornou o
patdgeno humano causador de uma das maiores crises sanitarias ja enfrentadas,
sendo atualmente o virus zoondtico de importancia significativa dentro da
epidemiologia (MISHRA et al., 2021).

Os coronavirus sao virus envelopados, aproximadamente esféricos, de RNA
de sentido positivo (+ssRNA), e variam entre 80 nm a 220 nm de diametro com
projecbes semelhantes a picos em sua superficie com tamanho genémico de 29,9
kb (LU et al., 2020). Esses picos caracteristicos deram origem ao seu nhome, uma
vez que ao microscopio eletronico, sua aparéncia se assemelha com uma coroa.
Sao pertencentes a familia Coronaviridae, da ordem Nidovirales, e possuem quatro
géneros: Alphacoronavirus (alfa-CoV), Betacoronavirus (beta-CoV),
Gammacoronavirus  (gamma-CoV) e  Deltacoronavirus  (delta-CoV). Os
Alfacoronavirus e Betacoronavirus podem ser encontrados principalmente em
mamiferos, enquanto Gammacoronavirus e Deltacoronavirus sdo encontrados com
maior facilidade em aves, embora ha casos de infeccdo por Gammacoronavirus
também em alguns cetaceos. Em humanos, Alfacoronavirus e Betacoronavirus
geralmente causam doengas respiratorias, enquanto em outros animais € mais
comum causarem doencgas gastrointestinais (DECARO et al., 2008).

Uma das caracteristicas importantes sobre os coronavirus € a presenga de
um genoma com altas taxas de mutacdo, uma vez que possuem mecanismos
complexos de revisao e reparo de erros de replicagdo (DENISON et al., 2011), o que
facilita sua sobrevivéncia e a selegdao de virus recombinantes em diferentes
populagdes (CORMAN et al., 2018). Além disso, apresentam em sua estrutura
quatro genes estruturais: gene de membrana (M), de envelope (E), do
nucleocapsideo (N) e o gene spike (S) (Figura 1). O gene S codifica a glicoproteina
Spike (S), que € a mais importante para o inicio da infeccédo, uma vez que é
responsavel por conectar-se aos receptores do hospedeiro através do dominio RDB
(receptor-binding domain), além de neutralizar os anticorpos e mediar a fusdo a
membrana e a entrada na célula. Didaticamente ela é dividida em duas regides: S1,
que intervém na ligagao na ligacdo do virus ao receptor da célula hospedeira, e a
S2, que é responsavel pela fusdo do virus a membrana da célula (RAHMAN et al.,
2021).

No cddigo genético viral, além dos genes estruturais sdo encontrados os
Open Reading Frames (ORFs), que produzem as proteinas n&o estruturais
envolvidas na construgédo do virus durante sua replicagao na célula hospedeira, que
sdo a ORF1a e ORF1b (LI et al.,, 2020), entretanto existem outras ORFs que
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intercalam os genes estruturais e ndo tem fungdo na replicagdo viral, que séao:
ORF3a, ORF3b, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8a, ORF8b e ORF9b (YOUNT et al.,
2005), essas proteinas estruturais ou acessorias estado ligadas na regulacéo durante
a replicagao viral (TAN et al., 2021).

Figura 1 - Estrutura gendmica do SARS-CoV-2.

SARS-CoV-2 (~29.8kb)

5 UTR—[ ORF1a

9b 13 14

Fonte: Adaptado de Kirtipal (2020).

Em humanos, a primeira vez que o coronavirus foi isolado ocorreu no final da
década de 1960. Entretanto, foi somente apds o surgimento da espécie SARS-CoV,
responsavel pela Sindrome Respiratéria Aguda Grave em 2002, que os coronavirus
foram colocados como potenciais ameagas a saude humana mundial (CHAU et al.,
2021). Em dezembro de 2019, na cidade de Wuhan, localizada na provincia de
Hubei na China, iniciou-se outro surto de insuficiéncia respiratéria, semelhante ao
que aconteceu com o SARS-CoV, porém que surpreendeu o mundo ao se espalhar
de forma tao rapida entre os continentes. A nova doenca, causada pelo virus
SARS-CoV-2, ficou conhecida como COVID-19 (do inglés — COronaVirus Disease
2019 — doenga por coronavirus do ano 2019), e declarada como pandemia em 11 de
marco de 2020 pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS), causando cerca de
100.000 infectados dentro de um més apos o anuncio da instituicdo (CALLAWAY et
al., 2020).

Desde o inicio da pandemia da COVID-19 foram observadas diversas
mutacdes em seu genoma. Essas mutagdes sao eventos naturais da replicacéo viral
principalmente em virus de RNA, e em sua maioria se apresentam de forma neutra,
nao mostrando vantagem ou desvantagem para o virus (LOKMAN et al., 2020).
Entretanto, algumas mutagées podem atribuir novas propriedades quimicas as
proteinas virais, que alteram a forma como o virus costuma se comportar nas
infeccbes. Dentre essas mutagdes, as que ocorreram na proteina Spike (S) séo as
mais relevantes no sentido clinico e epidemiolégico, uma vez que essa proteina
apresenta um importante papel no processo infeccioso (LOKMAN et al., 2020). Uma
dessas mutagdes na proteina S resultou numa maior afinidade da ligacdo com o
receptor ACE2 humano. O receptor ACE2 (Enzima Conversora da Angiotensina 2) é
amplamente expresso em células epiteliais dos alvéolos pulmonares, em enterécitos
do intestino delgado, em células endoteliais venosas e arteriais (HAMMING et al.,
2004) e em células da mucosa oral (XU et al., 2020). Outra mutagdo importante que
propiciou uma maior disseminacao desse virus € aquisi¢cao da capacidade de utilizar
a furina, uma protease transmembrana que € expressa em todos os tipos celulares,
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para "pré ativar" as glicoproteinas da superficie viral, 0 que por sua vez facilita a
propagacao do virus célula-célula (SHANG et al., 2020), e a escapar da resposta de
anticorpos do hospedeiro.

Quando é necessario lidar com uma grande quantidade de informacgdes é
inevitavel a formacao dos bancos de dados, que sao de forma geral um local onde
agrupamos informagbes de um determinado tipo, no caso de SARS-CoV-2 é
necessario a criagcdo de bancos de dados, desde de informagdes de amostras do
virus, o foco desse trabalho, até exomas dos pacientes e outras informacoes
retiradas de da biologia do patégeno e hospedeiros, estruturados em milhdes de
gigabytes, na pandemia recente o banco de dados mais conhecido e importante
para essa doenga é o Global Initiative on Sharing All Influenza Data (GISAID) (ELBE
et al., 2017) que agrupa informagdes primordiais para os estudos envolvendo esse
virus assim como o da influenza, no presente trabalho em diversos momentos foi
criado bancos de dados especificos, assim como bancos auxiliares em algumas
etapas (MOREIRA et al., 2002).

Os dados coletados e sequenciados precisam passar por analises posteriores
para s6 entdo os cientistas poderem criar interpretacbes e acdes em relagcao a
pandemia, tanto compreendendo como o patégeno esta se comportando dentro das
populacdes assim como o possivel impacto dessa variacdo, com isso foi e continua
sendo crucial a unido com a bioinformatica para a compressédo em relagéo ao dados
(VERLI et al., 2014), ferramentas como DnaSP ( Rozas et al., 2017) para analises de
polimorfismo, FastQC ( Brown et al., 2017) usado para verificagdo de qualidade da
sequéncias brutas saidas do sequenciador, Cutadapt ( Martin et al., 2011) utilizado
para limpeza da sequéncias, esses sdao um pequeno exemplo de como a
bioinformatica é necessaria ndo s6 para SARS-CoV-2 mas para em relagao a todos
os dados bioldgicos construidos nessa geragao tecnolégica que sdo gerados cada
vez mais dados em um espago de tempo muito curto (RAY et al., 2021).

Com o rastreamento da disseminacao dessas mutagdes identificadas no
SARS-CoV-2 nas diferentes partes do mundo, através do acesso aos bancos de
dados e plataformas gendmicas, como o GISAID, por exemplo, foi possivel
identificar os diferentes grupos genéticos virais, também denominado linhagens, € o
surgimento de mutag¢des adicionais, que promove diferenga dentro de cada grupo
genético, as chamadas variantes. Dessa forma, foi possivel observar a crescente
modificagdo do SARS-CoV-2 ao longo do tempo, assim como a possibilidade de
cocirculagdo de diferentes clados com diferentes linhagens e variantes em diversos
paises e a migragao entre eles (O'TOOLE et al., 2021).

A OMS, que acompanha a evolugdo do virus da COVID-19, inclusive
avaliando fatores como a transmissibilidade, a viruléncia, entre outros, classificou as
variantes circulantes globalmente como variantes de preocupacao (VOC, do inglés
“variant of concern”) e variantes de interesse em saude publica (VOI, do inglés
“variant of interest’). Entre as VOC, tem-se as variantes Alfa (B.1.1.7), identificada
inicialmente no Reino Unido, Beta (B.1.351), descoberta na Africa do Sul, Gama
(B.1.1.28.1), originaria do Brasil (Manaus) e Delta (B.1.617.2), identificada na india.
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Ja no grupo das VOI, tem-se as variantes Eta (B.1.525), detectada em diversos
paises, Epsilon (B.1.427/B.1.429), identificada nos Estados Unidos da América
(Califérnia), Zeta (B.1.1.28.2), originaria do Brasil (Rio de Janeiro), Teta (B.1.1.28.3),
detectada nas Filipinas e no Japao, lota (B.1.526), descoberta nos Estados Unidos
da América, Kapa (B.1.617.1) detectada na india, e Lambda (C.37), originaria do
Peru (Tabela 1) (RAMBAUT et al., 2020).

Essas linhagens estdo agrupadas em diferentes clados, que s&o descritos
como ramos dentro de uma filogenia que possuem um ancestral comum e todos os
seus descendentes. Os principais clados definidos foram apresentados na tabela 1.

Tabela 1 - Sistema de nomenclatura dos genomas de SARS-CoV-2 e como eles se
relacionam, clados do Nextstrain, as linhagens do Pangolin e as variantes nomeadas
pela OMS.

Clado do Nextstrain Linhagens no Pangolin OMS
201 (Alfa, V1) B.1.1.7 a Alfa
20H (Beta, V2) B.1.351 B Beta
20J (Gama, V3) P.1 y Gama
21A (Delta) B.1.617.2 5 Delta
211 (Delta) AY.47 5 Delta
21J (Delta) AY.99.2 0 Delta
21B (Kappa) B.1.617.1 K Kappa
21C (Epsilon) B.1.427,B.1.429 ¢ Epsilon
21D (Eta) B.1.525 n Eta
21F (lota) B.1.526 | lota
21G (Lambda) C.37 A Lambda
21H (Mu) B.1.621 b Mu
21K (Omicron) BA.1 o Omicron
21L (Omicron) BA.2 o Omicron
22A (Omicron) BA.4 o Omicron
22B (Omicron) BA.5 o Omicron
22C (Omicron) BA.2.12.1 o Omicron
22D (Omicron) BA.2.75 o Omicron
20E (EU1) B.1.177
20B /S : 732A B.1.1.519
20A/ S : 126A B.1.620
20A .EU2 B.1.160
20A/ S : 439K B.1.258
20A/ S : 98F B.1.221
20C /S :80Y B.1.367


https://covariants.org/variants/20I.Alpha.V1
https://cov-lineages.org/global_report_B.1.1.7.html
https://covariants.org/variants/20H.Beta.V2
https://cov-lineages.org/global_report_B.1.351.html
https://covariants.org/variants/20J.Gamma.V3
https://cov-lineages.org/global_report_P.1.html
https://covariants.org/variants/21A.Delta
https://cov-lineages.org/lineages/lineage_B.1.617.2.html
https://covariants.org/variants/21I.Delta
https://covariants.org/variants/21J.Delta
https://covariants.org/variants/21B.Kappa
https://cov-lineages.org/lineages/lineage_B.1.617.1.html
https://covariants.org/variants/21C.Epsilon
https://covariants.org/variants/21D.Eta
https://cov-lineages.org/global_report_B.1.525.html
https://covariants.org/variants/21F.Iota
https://covariants.org/variants/21G.Lambda
https://covariants.org/variants/21H.Mu
https://covariants.org/variants/21K.Omicron
https://cov-lineages.org/lineages/lineage_BA.1.html
https://covariants.org/variants/21L.Omicron
https://cov-lineages.org/lineages/lineage_BA.2.html
https://covariants.org/variants/22A.Omicron
https://cov-lineages.org/lineages/lineage_BA.4.html
https://covariants.org/variants/22B.Omicron
https://cov-lineages.org/lineages/lineage_BA.5.html
https://covariants.org/variants/22C.Omicron
https://cov-lineages.org/lineages/lineage_BA.2.12.1.html
https://covariants.org/variants/22D.Omicron
https://cov-lineages.org/lineages/lineage_BA.2.75.html
https://covariants.org/variants/20A.EU1
https://covariants.org/variants/20B.S.732A
https://covariants.org/variants/20A.S.126A
https://covariants.org/variants/20A.EU2
https://covariants.org/variants/S.N439K
https://covariants.org/variants/S.S98F
https://covariants.org/variants/S.D80Y
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20B /S :626S B.1.1.277
20B/S:1122L B.1.1.302

Fonte: covariants.org (2022).

No Brasil, a primeira notificacdo de caso confirmado de COVID-19 foi no dia
26 de fevereiro de 2020, no Estado de Sao Paulo. A epidemia, que teve inicio com
varias introdugdes independentes e posteriormente com a transmissdo comunitaria,
foi primeiramente impulsionada principalmente pelas linhagens B.1.1.28 e B.1.1.33,
que devido ao nivel de importancia o Ministério da Saude Brasileiro determinou no
primeiro trimestre de 2020 estado de Emergéncia em Saude Publica de Importancia
Nacional (BRASIL et al., 2020). Essas linhagens permaneceram prevalentes até
outubro de 2020, quando comegou-se a circular duas variantes de origem nacional:
P.1 e P.2, originadas da linhagem B.1.1.28. Apoés quatro meses do surgimento das
duas variantes brasileiras, elas corresponderam juntas a 75% dos sequenciamentos
no territorio nacional. Em relagdo a notificagdo de VOC e VOI no Brasil, das sete
variantes pela OMS, foram notificadas as quatro variantes classificadas como VOC
e duas classificadas como VOI: Zeta e Lambda (COVID et al., 2021).

Em Pernambuco, um Estado do nordeste brasileiro, o primeiro caso de
COVID-19 se deu em 12 de margco de 2020, e a epidemia foi caracterizada com a
maior concentragcdo de casos na capital pernambucana, seguindo posteriormente
com uma rapida e intensa disseminacido pelo interior do estado. Apesar do alto
nuamero de casos durante a pandemia, a amostragem de dados gendémicos no
estado ainda é precaria, o0 que impede o investigagdo da diversidade genética e
evolutiva do SARS-CoV-2, e por sua vez dificulta 0 acompanhamento e a prevengao
de futuros surtos de COVID-19 (SILVEIRA et al., 2022). Dessa forma, acompanhar
as mudancgas do virus no estado de Pernambuco é um fator fundamental para as
decisdes sanitarias, assim como para reduzir o impacto causado pela pandemia de
COVID-19.

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Analisar a diversidade e a estruturacdo genética do gene Spike de cepas de
SARS-CoV-2 circulantes no estado de Pernambuco do inicio da pandemia até os
primeiros meses de 2022.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Realizar a designagdo das linhagens e clados das sequéncias incluidas no
estudo;

Isolar o gene spike no conjunto de dados;
Avaliar a diversidade genética do gene spike;


https://covariants.org/variants/S.A626S
https://covariants.org/variants/S.V1122L
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e Compreender a estruturacdo populacional das linhagens dentro dos clados
levando-se em conta o gene Spike;

e Realizar uma analise filogenética do conjunto de dados do gene spike de
SARS-CoV-2 circulante no estado de Pernambuco.

3. METODOLOGIA
3.1 Montagem do Banco de Dados

As sequéncias genémicas do virus SARS-CoV-2 foram obtidas do banco de
dados internacional GISAID, Global Initiative on Sharing Avian Influenza Data, que
passou a armazenar os dados também de coronavirus em dezembro de 2019, no
inicio da epidemia. O conjunto de dados referente a todos os genomas publicados
no estado de Pernambuco foram resgatados no dia 18 de julho de 2022, do periodo
da primeira submissdao em 28 de julho de 2020 ao da ultima submissao em 6 de
junho de 2022, sendo assim recuperados 4.109 genomas. Entretanto, esse conjunto
de dados foi submetido a um processo de filtragem, permanecendo assim os que
tivessem o genoma completo, sdo os que tém >29.000nt e com <1% de bases
indefinidas (Ns) e com alta cobertura, que € definido como tendo <1% Ns e <0,05%
de mutagdes, restando 1.863 genomas de Pernambuco para compor o dataset.

Essas sequéncias de nucleotideos foram selecionadas e alinhadas com o
genoma de referéncia Wuhan-Hu1 (numero de acesso GenBank NC _045512),
através do software para alinhamento multiplo de sequéncias MAFFT (KATOH et al.,
2019). Neste software é utilizado método progressivo de alinhamento.

3.2 Classificagao dos Clados e Linhagens

Para identificar as linhagens e clados, os genomas presentes no dataset
foram submetidos a andlise de classificacdo das linhagens por meio do método de
classificagado proposto por Rambaut et al. (2020), através do software PANGOLIN
v.1.1.14 (Phylogenetic Assignment of Named Global Outbreak Lineages) e para os
respectivos clados foi utilizado o software Nextstrain v.1.16.5 (HADFIELD et al.,
2018) A partir dessas plataformas, obteve-se os clados e as linhagens dos dados de
SARS-CoV-2. A codificagdo dos clados, de maneira geral, € mais abrangente e
aborda a diversidade geral das linhagens que as compdem, enquanto que as
linhagens correspondem melhor as variantes que geram os surtos (ALM et al.,
2020). Dessa forma, os clados foram utilizados como as populagdes nas analises
posteriores por abranger uma maior diversidade genética.

Nessa etapa foram submetidos os genomas completos, pois para a
classificagado das linhagens e clados € levado em consideragao diversas partes do
genoma, logo utilizar poucas regides ou genomas n&o completos pode gerar
classificagdes equivocadas.

Posterior a esta etapa, o dataset foi trimado manualmente através do Aliview
(LARSSON et al., 2014) com o objetivo de isolar somente a regido de interesse: o
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gene Spike, localizado na posigdo dos pares de base do 21563 ao 25384, dentro do
genoma completo de referéncia (NC_045512.2) composto por 29.903 pares de
bases.

3.3 Diversidade Genética

Para compreender a diversidade genética foram levados em consideragéo os
clados como populagdes. Os parametros utilizados, de forma geral, foram: numero
de haplétipos (h), a diversidade de haplétipos (Hd), a diversidade nucleotidica (Pi), o
numero de sitios polimérficos, o numero de mutacdes e quantas sdo compartilhadas
entre as populagdes, o numero de sitios singleton (S) e parcimoénio-informativos
(Ps), o numero médio de substituicbes nucleotidicas por sitio entre populacdes
(Dxy),0 numero de sitios segregantes (S), o numero total de substituicdes por sitio
entre populagdes (Da) e o numero médio de diferencas de nucleotideos (k). Essas
anadlises foram feitas com o dataset completo, e também para cada clado
separadamente. Todas essas medidas foram realizadas com o software DnaSP v.
5.0 (LIBRADO et al., 2009), utilizando os pares de base referente ao gene Spike.

Além disso, foram submetidas aos testes de neutralidade D de Tajima e Fs de
Fu através do pacote de software Arlequin v.3.5 (EXCOFFIER et al., 2010) para
10.000 amostras simuladas, a fim de se observar se os clados se encontram em
expansao ou regressdo. Também na plataforma Arlequin v. 3.5, a fim de
compreender a estrutura genética das populagdes, foi medido a diferenciagao
genética entre as populagdes por meio do indice de Fixacdo (Fst) (Weir and
Cockerham, 1984; Michalakis and Excoffier, 1996), com a execug¢do de 100.000
geragdes de cadeia de Markov.

Para compreender melhor a diferenciacdo populacional em relacdo aos
clados foi gerado o diagrama baseado na distancia de Nei’'s também no Arlequin v.
3.5, em que foram utilizadas 100.000 rodadas de cadeia de Markov.

3.4 Estruturacao Populacional

Foram criados diferentes datasets com as respectivas sequéncias de cada
clado, a fim de se observar como esses clados estdo estruturados. Para os clados
que se encontravam com mais de 300 sequéncias, foi criado dataset reduzido com
duas amostras por linhagem presentes neste clado. As escolhas das amostras foram
feitas de forma aleatodria.

Foram selecionados nesses datasets os dados de SNPs (Single nucleotide
polymorphism) para a analise de estruturacéo utilizando o FastStructure (Raj et al.,
2014), que implementa a analise pelo método Bayesiano. Em cada um dos datasets
criados foram testadas 30 populacbes possiveis. Esse software foi escolhido por
proporcionar maior agilidade em relagdo ao tempo de analise com grande volume de
dados em comparagao com outros programas como o Structure.

A partir dos resultados, foi produzido um script no programa R (TEAM et al.,
2020) em conjunto com o pacote Pophelper v.2.3.1 (FRANCIS et al., 2017 ) para a
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visualizacdo dos dados de forma mais detalhada. O pacote Pophelper é uma
ferramenta para auxiliar nas montagens dos resultados das anadlises da estrutura
populacional. Pode ser usado para a analise de resultados gerados a partir de outros
programas de atribuicdo de populagao, como Admixture, Structure e Tess.

3.5 Analise Filogenética

Através das ferramentas disponibilizadas pelo Nextstrain (HADFIELD et al.,
2018), que possibilita a produgéo das arvores filogenéticas e detecgdo das mutagdes
anotadas de SARS-CoV-2 e outros virus de interesse, foi realizada a analise
filogenética das sequéncias por meio da ferramenta Augur (HUDDLESTON et al.,
2021), que também constréi arvores filogenéticas através do IQ-TREE usando
método de Maxima Verossimilhanga (ML - Maximum Likelihood) e faz rastreamento
da sua evolugdo ao longo do tempo utilizando o TreeTime. O melhor modelo para
construcao foi o GTR. O resultado foi observado em outra ferramenta do Nextstrain,
o Auspice (HADFIELD et al., 2018) que foi criado para se observar os resultados
filogenéticos.

4. RESULTADOS
3.1 Classificagao das linhagens e clados

A partir dos 1.863 genomas completos utilizados para a classificacao,
identificou-se que ao longo da pandemia no estado de Pernambuco estavam
presentes sete clados, que compreendem mais de trinta linhagens, no periodo do
final de 2020 até o fim do primeiro semestre de 2022. Entre os principais clados
estao 21J e 20J, que sdo conhecidos nos meios de comunicagao como as variantes
Delta e Gamma respectivamente (Tabela 2). Como esperado, os clados que
apresentaram maior quantidade de sequéncias também tiveram, por consequéncia,
a maior quantidade de linhagens identificadas. Os trés clados mais diversos foram:
21J portando 14 linhagens, sendo o mais diverso, seguido pelo clado 20B com 10
linhagens e por ultimo o 20J com 6 linhagens presentes, os outros clados
apresentaram baixa quantidade de linhagens. Em relagdo a classificacdo das
linhagens, foi observado que as duas linhagens mais presentes foram a P.1, que
obteve mais de 40% de representatividade no conjunto de dados, seguida pela
AY.99.2 com quase 20%, as outras linhagens ficaram abaixo de 10% (Figura 3),
quando observamos os clados, notamos que tres clados 20J, 20B e 21J foram os
mais expressivos dentro do nossos dados (Flgura 2). Por se tratar de trés anos de
pandemia compilados em um dataset, era de se esperar uma quantidade elevada de
linhagens e clados. Ao longo dos meses ocorrem flutuagdes no seu dominio na
populacdo naquela faixa de tempo, e com base nos dados foi possivel observar a
distribuicdo das linhagens e clados ao longo dos meses nesses trés anos de
pandemia e demonstrar parcialmente a situacado de Pernambuco (Figura 4).
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Tabela 2 - Relagédo das quantidade de genomas utilizados, clados e linhagens que
foram classificados dentro do nosso conjunto de dados através do software Pangolin
e Nextstrain.

N.° de genomas

Clado do Nextstrain

Linhagens do Pangolin

1
4
470

922

460

19A
20A
20B

201 (Alpha,V1)

20J (Gamma,V3)

211 (Delta)
21J (Delta)

B
B.1,B.1.212

P2, B.1.1, B.1.1.117, B.1.1.192,
B.1.1.28, B.1.1.33, B.1.1.348,
B.1.1.371, B.1.1.398, N.9

B.1.1.7

P41, P1.14, P1.2, P1.4, P1.7,
P.1.8

AY.47

AY.47, AY.100, AY.101, AY.113,
AY 122, AY.124.1, AY.34.11,
AY.36, AY.42, AY43, AY.46.3,
AY.6, AY.99.1, AY.99.2, B.1.617.2

Fonte: O autor (2022).

Figura 2 - Distribuicdo dos clados encontrados no conjunto de dados, acima das
barras de linhagens esta o total de genomas.
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Fonte: O autor (2022).
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Figura 3 - Distribuicdo das linhagens encontradas no conjunto de dados, acima das
barras de linhagens esta o total de genomas.
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Figura 4 - (A) Presenca dos clados encontrados no nosso conjunto de dados ao
longo dos trés anos de pandemia no estado de Pernambuco. (B) Presenga das
linhagens encontradas no nosso conjunto de dados ao longo dos trés anos de
pandemia no estado, sendo em B.1.1 (laranja), B.1.1.28 (roxo), B.1.1.33 (rosa), P.2
(amarelo), P.1 (azul claro) e AY.99.2 (azul escuro).
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Fonte: O autor (2022).
3.2 Diversidade Genética

Ao se fazer as analises para compreender a diversidade genética, para o
sitios polimérficos foram observados os seguintes resultados para o nosso conjunto
de dados da Spike (3.821bp). Foram encontrados 230 mutagdes, 217 sitios variaveis
polimérficos, sendo 97 do tipo variavel singleton, com 95,9% desses sitios portando
duas bases nucleotidicas possiveis e com restante portando trés ou as quatros nos
sitios variaveis. Também foi encontrado 120 sitios parcimoniosamente informativos,
93,3% dos sitios sendo composto por duas bases e o restante por trés bases
(Tabela 3).
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Tabela 3 - Relagdo da quantidade de mutagdes, sitios polimérficos do tipo singleton
e parcimoniosamente informativos, compostos por dois a quatro nucleotideos
possiveis nos sitios variaveis, para nossos dados da Spike.

Total de Sitios Singleton Parcimoniosamente
mutagdes Polimorficos Informativo

Total 230 217 97 120

Duas bases 93 112

Trés bases 3 8

Quatro bases 1 0

Fonte: O autor (2022).

Quando se analisou os clados separadamente, no clado 21J foram
observadas 79 mutacdes e variagcdes polimorficas, sendo 37 sitios variaveis do tipo
singleton e 42 sitios parcimoniosamente informativos, ambos presentes somente
com dois nucleotideos possiveis. Ja no clado 20J, obteve-se 190 mutagdes com 181
sitios variaveis polimérficos, sendo 96,8% do tipo singleton composto por dois tipos
de nucleotideos nos sitios presentes e 94,2% do tipo parcimoniosamente
informativo. No clado 20B, se observou 110 mutagdes com 107 sitios polimorficos,
com 55 sitios singleton, desses 98,1% dos sitios sendo composto sé por duas bases
possiveis e 52 sitios parcimoniosamente informativos, sendo 96,1% composto por
duas possibilidade de bases. Os outros clados, apesar de apresentarem valores
baixos, também foram compilados (Tabela 4).
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Tabela 4 - Dados sobre as mutagdes, sitios polimérficos, singleton e
parcimoniosamente informativos separados por clados. Clados que obtiveram 0 em
qualquer coluna ou linha foram ocultados para ficar mais facil a visualizagado dos
resultados. O clado 19A nao obteve nenhum resultado por apresentar s6 um
genoma no conjunto de dados.

Total de Sitios Singleton Parcimoniosamente
mutacoes Polimérficos Informativo
Total (20A-2) (20A-2) (20A-2) (20B -52)
(20B - 110) (20B - 107) (20B-55) (20J-87)
(201-1) (201-1) (201-1) (21J - 42)
(20J - 190) (20J-181) (20J - 94)
(211-1) (211-1) (211-1)
(21J -79) (21J-79) (21J - 37)
Duas bases (20A - 2) (20B - 50)
(20B -54) (20J - 82)
(201-1) (21J - 42)
(20J - 91)
(211-1)
(21J - 37)
Trés bases (20B - 1) (20B - 2)
(20J - 2) (20J - 5)
Quatro bases (20J - 1)

Fonte: O autor (2022).

Em complemento, para o dataset com todos os clados, foi encontrado 275
haplétipos (h), com diversidade haplotipica (Hd) de 0,8363, a diversidade
nucleotidica (Pi) em 0,00208 e com a média de diferenga nucleotidica (k) em 4,127.
Quando comparando os clados entre si, os resultados mais expressivos foram a
comparagdo do clado 21J e 20J, ambos os clados apresentam diversidade
nucleotidica (Pi) muito similar, com menos de 1% de diferenga, apresentam um valor
de Dxy médio e total muito baixo, equivalente a 0,00371 e Da 0,00332, mas os dois
clados compartilham 23 mutagdes e apresentam a diferenca média de nucleotideos
de 8,811. Na comparacao de 21J contra 20B, detectou que eles compartilham 15
mutacdes, a Pi é bastante similar, apresentam o Dxy de 0,00139 e com diferenca
média entre nucleotideos de 3,670. O clado 20B apresentou maior Pi, sendo quase
duas vezes maior que a Pi de 20J. Esses dois clados partiiham a maior quantidade
de mutagdes dentre os clados, sendo 27 partilhadas (Tabela 5).
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Tabela 5 - Valores encontrados na comparacdo entre clados, para diversidade
nucleotidica (Pi), numero médio de substituicdes nucleotidicas por sitio entre
populagdes (Dxy), numero total de substituicdes por sitio entre populagdes (Da) e o
numero médio de diferencas de nucleotideos (K) e as quantas mutacdes os clados
compartilham.

Pi Dxy Da K Mutagdes
Compartilhadas

21J/20J 0,00046/0,00038 0,00371 0,00332 8,811 23

(0,00186)

21J/201 0,00046/0,00015 0,00229 0,00199 7,540 1
(0,00049)

21J/20A  0,00046/0,00031 0,00101 0,00062 3,285 1
(0,00047)

21J/20B  0,00052/0,00059 0,00139 0,00084 3,670 15
(0,00097)

211/20 0,00027/0,00013 0,00355 0,00355 13,250 O
(0,00197)

211/20A  0,00027/0,00027 0,00216 0,00189 8,000 O
(0,00128)

211/20B  0,00036/0,00058 0,00196 0,00149 5500 O
(0,00059)

201/20A  0,00013/0,00027 0,00193 0,00173 7,250 O
(0,00119)

201/20B  0,00017/0,00057 0,00200 0,00163 5,752 O
(0,00060)

20A/20B  0,00035/0,00058 0,00053 0,00007 1,515 1
(0,00058)

20J/20I 0,00038/0,00020 0,00439 0,00410 11,190 0
(0,00042)

20J/20A  0,00038/0,00020 0,00306 0,0277 7,676 O
(0,00040)

20J/20B  0,00037/0,00065 0,00296 0,00245 6,376 27
(0,00156)

Fonte: O autor (2022).

Na analise intra-populacional para os clados, se observou para frequéncia de
haplétipos que os clados 20J, 21J e 20B apresentaram as maiores frequéncias,
sendo 337, 241 e 162 respectivamente, os outros clados obtiveram frequéncia
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menores que 5 haplotipos cada um. Ao realizar o teste de neutralidade de Tajima o
clado 21J foi apresentado 86 sitios com substituigcdes (S) e com valor de Tajima’s D
de -2,43189, e no teste de neutralidade de Fs de Fu apresentou um Fs de
-26,50976. Para o clado 20J foi observado 260 sitios com substituicbes (S), com
valores de Tajima’ s D e FS de Fu de -2,75488 e -26,27752 respectivamente, o 20B
obteve valores similares aos dois outros clados apresentados anteriormente, com
Tajima’s D de -2,63846 e Fs de -26,57499. Por fim os clados 20A e 20l
apresentaram valores préoximos também, valores de Tajima’s D bem proximo dos
-0,75 mas com Fs um pouco diferente, com 20A apresentando Fs de -3,13549 e 20I
com -1,95684, lembrando que ambos os teste foram feitos com 10.000 simulacdes
(Tabela 6).

Tabela 6 - Valores dos testes de neutralidades e os valores de p (significancia)
respectivos.

Testes de Neutralidade

Estatisticas 21J 211 20J 20l 20B 20B

Tajima's D -2.43189 0.00 -2.75488 -0.61237 -0.70990 -2.63846

Valor de p 0.00 1.00 0.00 0.37790  0.27930 0.00

de Tajima

FS -26.5097 0.00 -26.27752 -1.95684 -3.13549 -26.57499
6

Valor de p 0.00 0.25070  0.00010  0.00370 0.00 0.00

de FS

Fonte: O autor (2022)

O Fst produzido para observar a distdncia genética entre os clados apontou
que os clados mais distantes geneticamente foram o 211, 20J e 20l que apresentam
grau de quase 0.8 quando comparado aos outros clados. Ja 20B e 21J sdo os que
apresentaram maior diferenga genética quando comparados aos outros clados
(Figura 5). Quando foi analisado o numero médio de diferencas de pares de Nei’s
entre os clados e dentro deles, observou-se que 20J foi considerado o mais distante
entre os clados, com valores superiores a 15, a segunda com maior diferenga foi a
201 que apresentou diferenca significativa em relagao a 21J, 20J e 211. O resultado
ficou abaixo de 10 quando comparadas entre si, com os valores da média corrigida
ou Nei’s distance apresentando resultados semelhantes ao entre os clados. Dentro
da mesma analise, mas ao observar a diferenca dentro dos clados, foi observado
valores quase préoximos de 2,0 para os clados 21J, 20J e 20B, seguidos por 21l e
20A com valores abaixo de 1.5 mas com valor significativo de diferenga dentro dos



29

clados, por fim a 201 e 19A obtiveram valores préoximos de 0,0 demonstrando pouca
diferenga dentro do clado (Figura 6).

Figura 5 - Titulo em portugués “Matriz de Fst emparelhado”, demonstra o grau de
diferenga genética entre os clados, valores de 0.0 quando existe pouca diferenca
genética e valores proximos de 1.0 quando existe um alto grau de diferencga
genética.
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Fonte: O autor (2022).
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Figura 6 - Titulo em portugués: "Numero médio de diferengas emparelhadas”. A
matriz foi gerada pelo numero médio de diferengcas de Nei’s. A parte superior em
verde aponta a média de diferengas encontradas comparando as populagdes; A
parte em azul representa os valores da média corrigida; Por fim, a linha laranja na
diagonal aponta o grau de diferenga genética encontrada dentro das populacgdes.
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Fonte: O autor (2022).

3.3 Estruturagcao Populacional

Para se compreender a estruturacao dos clados, as sequéncias referentes ao
gene Spike foram separados por clados, e compondo esse conjunto de dados estéao
presentes somente as frequéncias dos SNPs. O clado 19A foi retirado da analise
pois ndo continha amostras o suficiente para se observar resultados. Ao se observar
o resultado de 20A, foi apresentado como estruturado em dois grupos genéticos
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para k igual a 30. O valor de k foi definido pelo préprio programa. Cada linhagem
(B.1 e B.1.212) foi estruturada como um grupo genético distinto. (Figura 7).

Figura 7 - Estruturacdo genética encontrada para o clado 20A, na imagem (A) se
observa dois grupos genéticos, na imagem (B) a separagdo com as linhagens
presentes na legenda.
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Fonte: O autor (2022).

Ja para 20B, o software definiu o melhor k sendo 11, onde foi encontrado a
maior quantidade de grupos genéticos, equivalente a cinco grupos, onde as
linhagens P.2 e B.1.1 sdo as unicas com a presenga de um grupo genético bem
estruturado, o restante das linhagens como B.1.1.28, N.9, B.1.1.371 e B.1.1.33
apresentaram dois grupos genéticos dentro da mesma linhagem. As outras
linhagens nao apresentaram uma quantidade significativa de amostras para se

observar suas diferencas (Figura 8).
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Figura 8 - Estruturacdo genética encontrada para o clado 20B, na imagem (A) se
encontra cinco grupos genéticos, na imagem (B) a separagdo com as linhagens

presentes na legenda.
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Fonte: O autor (2022).
A 20l apresentou um unico grupo genético dentro da unica linhagem que teve

amostra representada a B.1.1.7 (Figura 9).
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Figure 9 - Estruturagédo genética encontrada para o clado 20I, unico grupo genético
para a unica linhagem classificada.

BSOS

B.1.1.7

Fonte: O autor (2022).

Foi encontrado em 20J somente dois grupos genéticos dentro das seis
linhagens representadas, sendo a linhagem P.1 contendo a presenca de um unico
grupo genético bem estruturado e esse grupo presente em todas as outras linhagens
que apresentaram o segundo grupo genético que nao aparece em P.1 (Figura 10). O
software escolheu o melhor K sendo 30.
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Figura 10 - Estrutura gerada para o clado 20J, (A) foi encontrado dois grupos
genéticos distintos, (B) como esses grupos estdo presentes nas linhagens

classificadas.
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Fonte: O autor (2022).

Na 21l foi observado a formagédo de um unico grupo genético estruturando a
unica linhagem presente, a AY.47 (Figura 11). Por fim no clado 21J, com (k=12) foi
encontrado trés grandes grupos genéticos bem definidos pelos SNPs dentro das 15
linhagens representadas, com a maioria das linhagens sendo estruturadas
majoritariamente por um grupo genético e trés linhagens, AY.123.1, AY.46.3 e
B.1.617.2, tendo presencga de dois grupos genéticos diferentes (Figura 12). Todas as
rodadas de analises para os clados, foram testados k para 30 possiveis grupos

genéticos.
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Figura 11 - Estrutura genética gerada para o clado 21l, foi encontrado sé um grupo

genético para a unica linhagem classificada.
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Fonte: O autor (2022).

Figura 12 - Estrutura genética para o clado 21J, (A) foi encontrado trés grupos
genéticos, com o verde mais claro sendo predominante em todo o clado, (B) como

0s grupos estao dispostos em relagéo as linhagens classificadas.
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Fonte: O autor (2022).
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3.4 Analise Filogenética

A arvore filogenética, na visdo dos clados, tem trés grandes ramos,
compostos por 20B, 21J e 20J (Figura 13). 20B foi o primeiro clado a ter amostras
encontradas dentro da populagdo de Pernambuco, no final de abril de 2020, dentro
do seu ramo se encontra os clados 20A, 19A e 20I. A fim de se visualizar melhor os
resultados, 20B foi subdividido em quatro sub-ramos, que nés nomeamos como
20B-A, que é composto pela linhagem P.2, 20B-B, que tem majoritariamente a
presenga da linhagem B.1.1.28, 20B-C que apresenta em sua maioria a linhagem
B.1.1, e 20B-D que s&o um pequeno sub-ramo de quatro amostras de linhagem
B.1.1.7. O clado 19A e uma amostra de 20A esta presente em 20B-B, o restante das
amostras de 20A esta presente em 20B-C e o clado 20l estad exclusivamente no
sub-ramo 20B-D (Figura 14).

Figura 13 - Todos os clados amostrados no conjunto de dados, separados em trés
grandes ramos, 20J sendo azul escuro, 20B azul mais claro e 21J em verde, os
outros clados estdo dentro dos ramos desses trés grandes conjuntos.

B 20 (Gamma, v3) 20A

B 208 19A

21) (Delta) W 211 (Delta)
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Fonte: O autor (2022).
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Figura 14 - Primeiro grande ramo a ter amostras depositadas, com a presenga de
quatro clados filogeneticamente ligados, 20B em azul claro, 201 em verde, 20A em
amarelo e 19A em laranja. O ramos foi subdividido em quatro para se compreender
melhor.
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Fonte: O autor (2022).

As amostras dos sub-ramos 20B-B e 20B-C foram as pioneiras no estado e a
20B-B ¢é intimamente relacionada a amostra de 19A que pertence a linhagem B.
Uma amostra de 20A esta mais proxima geneticamente do sub-ramo 20B-B
enquanto as outras amostra de 20A estdo mais proximas filogeneticamente do
sub-ramo 20B-C. A amostra encontrada em 20B-B pertence a linhagem B.1.212
enquanto que a mais relacionada a 20B-C s&o das linhagens B.1.212 e B.1 (Figura
15). Por fim o sub-ramo 20B-D, presente em junho de 2020, partilha o ancestral
comum com o clado 21J e 20Il, esse ultimo clado sendo todas suas amostras
compostas pela linhagem B.1.1.7 e sendo um grupo monofilético bem resolvido
(Figura 16).
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Figura 15 - A localizagdo das amostras do clado 20A na filogenia, trés amostras
filogeneticamente proximas de 20B-C e uma de 20B-B, com presenga de duas
linhagens B.1.212 e B.1.
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Fonte: O autor (2022).

Figura 16 - Sub-ramo 20B-D que se mostrou ancestral do clado 20I, que tem
presenca so da linhagem B.1.1.7
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Fonte: O autor (2022).

O ramo do clado 21J se apresenta como o0 mais derivado dos ramos com
presenca de ancestralidade no estado entre maio e junho de 2021 e com presenca
até inicio de 2022, fizemos sua divisdo em trés sub-ramos, o mais basal 21J-A,
composto principalmente pela linhagem AY.99.2, o sub-ramo 21J-B que na nossa
filogenia ficou mais proximos geneticamente das amostras do clado 211, esse ultimo
nos nossos dados é composto pela linhagem AY.47 (Figura 17), o sub-ramo 21J-C é
0 ultimo sub-ramo a divergir do resto do clado, os trés sub-ramos de 21J € composto
sua maior parte pela linhagem AY.99.2. No 21J-C néo se relaciona filogeneticamente
com nenhum outro clado e apresenta assim como no restante do clado 21J a
linhagem AY.99.2 como a mais presente ( Figura 18).
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Figura 17 - O segundo maior ramo da filogenia, com presencga de dois clados, maior
parte de 21J e duas amostras de 211, o ramo foi separado em trés sub-ramos.
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Fonte: O autor (2022).

Figura 18 - Os sub-ramos do clado 21J, deixando em evidéncia a distribuicdo das
linhagens nos trés grupos, sendo AY.99.2 em azul escuro a predominante.
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Fonte: O autor (2022).

O ramo mais basal encontrado no estado é formado somente pelo clado 20J,
que tem sua ancestralidade no estado desde do primeiro ano de pandemia, fizemos
sua divisdo em dois sub-ramos o 20J-A e 20J-B, esse ramo esta filogeneticamente
mais distante dos outros clados, a 20J-A é composto principalmente por todas as
linhagens presentes no clado 20J, mas sendo majoritariamente de P.1, o 20J-B
apresenta trés linhagens, em sua maioria sendo P.1 e com amostras de P.1.7 e
P.1.2, ambos os sub-ramos compartilham as linhagens P.1, P.1.7 e P.1.2 (Figura 19).
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Figura 19 - O ramo mais basal da filogenia, composto exclusivamente pelo clado
20J, com os sub-ramos 20J-A e 20J-B. A linhagem P.1 (roxa), P.1.7 (azul escuro),
P.1.14 (azul claro), P.1.2 (verde escuro), P.1.4 (verde claro) e P.1.8 (vermelho).
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Fonte: O autor (2022).
5. DISCUSSAO

Dos clados encontrados no estudo, os trés principais foram 20J, 21J e 20B, e
dentre as linhagens, P.1, AY.99.2, B.1.1 e B.1.1.28. Ambos tiveram predominancia
em épocas diferentes no estado de Pernambuco ao longo desses anos de
pandemia. Como confirmado por outros estudos, a linhagem B.1.1 foi introduzida no
Estado por meio de amostras da Europa ou vindas de outros estados brasileiros com
ligacdo com a Europa, se fixando no Brasil e Pernambuco através da transmissao
comunitaria (NASCIMENTO et al., 2020). Essa informagao foi corroborada com a
filogenia do gene spike realizada neste trabalho, onde as primeiras amostras sao
dessa linhagem e sao geneticamente préximas da B.1 (20A) que é sua ancestral.

ApoOs essa introdugdo, com passar dos meses surgiu a linhagem derivada
B.1.1.28, que partiiha as mutagdes K484E, Y655H, 11027T com B.1 mas que
apresenta, também, outras mutacdes na spike: P812S, S939F e V1176F, com a
B.1.1.28 apresentando uma alta frequéncia no Brasil em relagdo ao mundo
(NAVECA et al.,, 2021), as mutagdes citadas estdo no Apéndice A. Algumas
amostras presentes no nosso conjunto de dados sao tao antigas quanto a primeira
notificagdo dela que é de 03/05/2020, podendo ser visto também na filogenia, que
ela teve seu aparecimento, em Pernambuco, no inicio de maio de 2020,
demonstrando que o estado de Pernambuco foi um grande foco da introdugéo dessa
linhagem em alguns estados do nordeste como Rio Grande do Norte (PEREIRA et
al., 2022). Por conseguinte, a linhagem P.1 (Clado 20J) e P.2 (Clado 20B) sao
derivadas a partir da linhagem B.1.1.28 (FARIA et al., 2021), a presencga de P.2 no
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estado de Pernambuco, aconteceu por volta de outubro de 2020, com introdugao
provavel decorrendo dos estados como Rio de Janeiro (SILVEIRA et al., 2022).

Ja a P.1 teve uma alta taxa de disseminacgao (Figura 4) sendo predominante
no Estado ao longo de 2021. Na nossa filogenia construida com a Spike, a linhagem
P.2 (clado 20B) presente em Pernambuco apresenta as mutagdes Y655H e 11027T,
que sao mutagdes que foram detectadas em amostras do Estado desde outubro de
2020 (SILVEIRA et al., 2022) mas que nao estdo presentes no ramo do clado 20J,
que porta as amostras de spike da linhagem P.1. Esse ramo tem as mutac¢des unicas
T20N e D138Y. A mutagdo L18F foi encontrada nos nossos dados e esta ligada ao
escape imunolégico dando as amostras que apresentam essa mutagdo tem uma
valor adaptativo maior em relagdo aos que nao apresentam essa variagao (HARVEY
et al., 2021).

A linhagem AY. (21J) apresenta forte presengca no Brasil (GULARTE et al.,
2022) a sua variagao, AY.99.2 em Pernambuco comecg¢a a ser dominante entre
agosto e setembro de 2021, apesar da primeira notificacdo internacional ter sido no
dia 28/02/2021 (LATIF et al., 2021). A primeira amostra de AY.99.2 foi detectada por
volta do fim de julho de 2021, mas a filogenia aponta uma possivel presenga desde
junho de 2021. Essa linhagem compartilha as mutagdes na spike Y655H e 11027T
com a linhagem P.2. O ramo ancestral de AY.99.2 em Pernambuco encontrado no
sub-ramo 21J-A nao apresenta a mutagao da spike L452R, o que o separa do
sub-ramo 21J-B e 21J-C. Esses ultimos sub-ramos, por sua vez, sao separados
principalmente pela mutacdo D950N. Das mutagdes que possuem relagdo com
maior gravidade da infecgao, foi encontrado nos nossos dados a mutacdo D614G
(FLORES-ALANIS et al., 2021)

Quando os resultados provenientes da analise de diversidade genética foram
compilados, observou-se que o clado 20J, mesmo com a maior quantidade de
amostras, obteve valores de diversidade nucleotidica inferior quando comparado
com outros clados com quantidade significativa de sequéncias, como 20B e 21J.
Nos nossos resultados isso aconteceu ja que dentro de 20J foi encontrado
majoritariamente a linhagem P.1. A diversidade de P.1 é caracterizada por alguns
fatores, como as mutacao caracteristicas dessa linhagem ser as mutagdes no gene
spike, como N501Y, K417T e E484K, essas mutagbes aumentando o nivel de
escape imunoldgico e transmissibilidade (FARIA et al.,, 2021), assim como
quantidade de paises que ela circulou que foram quase 40, logo acumulando mais
diferengas ao infectar pessoas de diferentes regides ( O'TOOLE et al., 2021). Além
disso, como ja foi dito, pelo fato do P1 ser a linhagem mais representa no nosso
conjunto de linhagens, ja apontava uma possibilidade de apresentar alta diversidade.

A quantidade de haplétipos encontrada no Estado quase supera o apontado
no segundo ano de pandemia para todo o territorio brasileiro, correspondente a 300
haplétipos, demonstrando como a Spike vai adquirindo mudangas em poucos meses
(BUITRAGO et al., 2021). O numero médio de diferengas nucleotidicas (K) assim
como a quantidade de mutagdes compartilhadas entre os trés maiores clados 21J,
20J e 20B apontam essa diferenga encontrada na Spike (Tabela 5), observado na
reconstrucao filogenética (Figura 13), onde os clados 20J e 20B apresentam uma K
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de 6,376 mas sao os dois grupos que mais partiiham mutagdes, equivalente a 27
mutagdes. Isso acontece ja que dentro de 20B, como ja foi mencionado antes, se
encontram as linhagens B.1.B.1.1.28 e P.2 que tem sua ancestralidade muito bem
definida com P.1 presente no grupo 20J (Tabela 1). Assim como ja vinha sendo
observado por estudos anteriores, uma maior presencga de sitios parcimoniosamente
informativos, que sao sitios variantes encontrados em mais de uma sequéncias
estdo em maior quantidade em comparagdo aos singletons, que s&o encontrados
em uma unica sequéncia, demonstrando que existe maior variabilidade partilhada do
que em sequéncias unicas, contrastando com o que foi relatado para toda América
do Sul no ano de 2021 (BUITRAGO et al., 2021).

O clado 21J obteve um K maior que 8 em comparacao a 20J, o que se reflete
na filogenia (Figura 13) mas mesmo assim compartilha mais de 20 mutagdes,
confirmada na analise filogenética onde foi encontrada algumas mutagdes
especificas que eles partilham, como L425R. Quando comparada com 20B, o valor
de K é menor, proximo de 3, compartilham 15 mutagdes presentes na spike.

O clado 20A em comparagao com 20B, tem um dos valores mais baixos para
meédia de diferenca nucleotidica, sendo 1,515, onde a spike presente em 20A e nas
suas linhagens B.1 e B.1.212, demonstrou na filogenia (Figura 15) uma similaridade
filogenética muito grande compartilhando uma mutagdo com o restante do clado
20B. Quando comparado 20A com outros clados, o valor de K, diferenca média
nucleotidica chegando no valor de 8,000, demonstrando uma grande distancia na
diversidade nucleotidica do gene em relagédo aos outros clados.

De acordo com os resultados dos testes de neutralidade (Tabela 6), foi
observado que os clados com maior representatividade 21J, 20B e 20J estdo com
valores muito préximos tanto no teste de Tajima quanto no Fu's FS, assim
demonstrando que estdo ou estiveram em expanséo ao longo dos quase trés anos
de pandemia, como ja foi apontado por outros estudos (LIU et al., 2020; YU et al.,
2020; PANDIT et al., 2021), o restante dos clados nao obtiveram valores ou muito
proximos de 0, demonstrando que ndo se estdo se expandindo ou nao se
expandiram nos anos anteriores.

Quando se analisou os resultados de Fst para observar a diferenga genética
do gene spike entre os clados, o 20J apresentou os maiores valores quando
comparado aos outros (Figura 5), o que ficou mais claro na filogenia, quando
observado que a spike, presente no clado, é considerada a mais basal do conjunto
de dados. A 21J obteve valores baixos de FST, no caso maior similaridade genética,
com o clado 21l, que dentro da filogenia se apresenta com alta similaridade da
spike, ja o clado 20B mostrou valores proximos as de 0, sendo altamente proxima
geneticamente de 19A e 20A, a similaridade evolutiva foi demonstrada também na
filogenia. Os resultados da diferenga entre os clados também foi obtido nos teste da
diferengca de Nei’'s (Figura 6), que foi observado resultados similares ao FST, com
por exemplo 20J sendo bem distante geneticamente dos outros clados e tendo um
pouco de semelhanga com 20B, os dados corrigidos de Nei's presentes em azul
(Figura 6), asseguram também essas diferencas que ficaram evidentes nos testes
de diversidade da spike e demonstrado na filogenia gerada.
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Dentro da analise de Nei’s, a linha diagonal apontou uma diferenca
significativa da spike dentro de alguns clados, Isso ja era esperado, pois sabe-se
que os clados 21J e 20B apresentam uma quantidade significativa de linhagens. Os
valores do diagrama de Nei’s ficou um pouco mais claro em 20J, pois mesmo tendo
uma grande quantidade de amostras e boa quantidade de linhagens dentro, a
dominancia de P.1 dentro do clado, fez esse valor ser menor.

Com a estruturagdo dos clados, foi possivel observar de que forma o gene
Spike esta estruturado geneticamente nas linhagens. O software utilizado
apresentou dificuldade em analisar os dados com a quantidade de SNPs presentes,
principalmente para entender a hibridizagdo do conjunto de dados, e por isso néo se
pode tirar conclusdes sobre as linhagens que apresentaram uma grande quantidade
de dados.

O clado 20A, apresentou uma estruturagao em que a linhagem B.1 ¢é diferente
da populagdo de B.1.212, mesmo ocorrendo um pouco de hibridizagdo em um
individuo, o que é esperado ja que B.1 & o ancestral direto dela, porém tem uma
composicao genetica de SNPs bem distinta do seu ancestral. Entretanto, por falta de
amostras para representar as linhagens dentro de 20A, n&do € possivel ter um alto
grau de certeza sobre esse resultado. A 20B, que apresenta dez linhagens, se
mostrou dividida em cinco grupos genéticos, com P.2 e B.1.1 bem estruturado em
uma unico grupo distinto. As outras linhagens apresentam mais de dois grupos
genéticos dentro da linhagem, demonstrando a necessidade de mais dados para ter
certeza que as linhagens ja se tornaram duas populagdes distintas.

O 201 apresentou nenhuma diferenca genética entre as amostras,
demonstrando que todos os individuos s&o do mesmo grupo genético, respaldado
por um valor muito baixo de divergéncia dentro do clado visto na Figura 6, e quando
observado como as amostras que estao na filogenia, ha uma similaridade muito alta,
como visto na Figura 16. A 20J, foi caracterizado como portando duas populagdes
distintas, sendo formado pela linhagem P.1 que foi a unica pertencendo seus
individuos a uma unica populacao. O restante se apresentou hibridizado entre duas
e a linhagem P.1.8 ndo tinha amostras o suficiente para indicar alguma
diferenciacao, enquanto P.1.2 esta caracterizado como duas populagdes diferentes
assim como P.1.14. Dessa forma, tem-se a suspeita, como visto na separacédo dos
sub-ramos 20J-A e 20J-B, que estas estao se diferenciando em populagdes distintas
dentro das linhagens (Figura 19).

Dentro do ramo de 21J presente na filogenia, foi apontado que as amostras
da linhagem AY.124.1 nao séao filogeneticamente préximas pois se apresentam no
sub-ramos 21J-B e 21J-C, e podem estar se tornando tao distantes que ndo possam
ser mais consideradas o mesmo clado. Essa situacdo em especifico é respaldada
por uma das amostras dessas linhagens apresentar as mutagdes G142D e D950N,
enquanto a outra ndo apresenta. Além disso, a estruturagdo populacional também
apontou essa situacdo (Figura 12). Ja a linhagem AY.46.3 tem individuos do
sub-ramo 21J-C, que tem a mutacdo V1264L, enquanto as amostras que pertencem
ao sub-ramo 21J-B n&o apresentam. Por fim, a linhagem AY.34.1.1 que se agrupou
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de forma monofilética na filogenia (Figura 18) se comporta como parte da mesma
populagao genética.

Dentro do estudo presente foram obtidos diversos resultados que
acompanham como foi a diversidade dos clados e a relagédo evolutiva deles e das
linhagens dentro do estado de Pernambuco, mas pelos filtros utilizados ficaram de
fora algumas linhagens de grande interesse epidemiolédgico, fazendo assim um
necessidade de um estudo futuro abordando esses novos pontos para corroborar
ainda mais ou alterar os resultados que foram discutidos.

6. CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou que os principais clados e suas linhagens, que
tiveram maior impacto nos trés anos de pandemia em Pernambuco, foram os 20B,
portando a linhagem B.1.1 mais representativa no seu clado, 20J composta
majoritariamente por P.1 e 21J que apresenta a linhagem AY.99.2 como maioria
presente no clado.

Os clados e linhagens que sao constituidas por um numero maior de
amostras, normalmente apresentam dominancia em épocas distintas e com baixa
sobreposi¢ao, como o que foi encontrado neste estudo em P.1 (20J), AY.99.2 (21J) e
B.1.1 (20B). Os valores do teste de neutralidade sao o reflexo dessa dominéancia ao
apontar que os clados que portam essas linhagens estavam em expansdo. Em
conjunto com o resultados do Fst, que apontam um elevado valor de diferencga
genética dos clados que comportam essas linhagens quando comparados entre si, a
diversidade dessas linhagens e suas diferengas € demonstrada na quantidade de
mutagbes que sdo encontradas. O isolamento na dominancia pode ser apontado
pela quantidade de mutag¢des que essas linhagens ndo partilham entre si, que na P.1
chega proximo a 35 substituigdes, na B.1.1 com 24 modificagdes e AY.99.2 com 20
dessas mutacbes, essas caracteristicas gerais elucidam como ocorreu essas
dominancias em faixa de tempo distintas.

A estruturacao populacional apontou que algumas linhagens como N.9,
B.1.1.28, P.1.2, P.1.14 entre outras, estdo apresentando um estruturagio genética de
mais de uma populagdo possivel dentro da linhagem em relacdo aos SNPs
encontrados, apontando uma diferenca individual nos individuos encontrados que
podem estar se tornando outras linhagens ou que a classificagdo dessas linhagens
esta ficando inconsistente pelos algoritmos utilizados.
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APENDICE A - MUTAGOES ENCONTRADAS NO ESTUDO

Compilagdo das principais mutagdes encontradas nos clados e linhagens
presentes no presente estudo.

Tabela 6 - Principais mutagdes encontradas no conjunto de dados trabalhados para

0 gene Spike apresentando sua presenga em relagao as linhagens e clados..

Clado Linhagem Mutacéao

20A B.1/B.1.212 D614G

20B B.1.1 D614G/ A1078S/ A846V/
D1084Y/ D1260Y/
K1191N/ P681H/ P812S/
Q677H/ V1176F/ S640F/
S810A/ S939F/ V1068D/
V1104L/ K528R/ L938V/
[1216V/ V1264L/ L452Q/
V1228L/ P26L/ POL/
Q14H/ S12F/ S151T/
S477N/ T470A/ Y145C

20B B.1.1.117 D614G/ A688V
20B B.1.1.192 D614G

20B B.1.1.28 D614G/ D138H/ V1176F/
A1020S/ A694S/ E1144V/
P812L/ Q675H/ P812S/
S939F/ C1235F/ G1219V/
1216V/ ES83D/ V1133I/
L5F/ Q14H/ S1511/
G1219V/ S254F/ S255F/
A1070V/ S98F/ W258L

20B B.1.1.33 D614G/ A1020S/ A845S/
D1153Y/ P812L/ D80Y/
D88H/ G142V/ V1128I/
H245Y/ 1203V/ Q677H/
L5F/ S640F/ P25L/
R408S/ S939F/ T250A/
N1173D

20B B.1.1.348 D614G/V1176F
20B B.1.1.371 D614G/ S221L/ L452R



20B
20B

20B

201 (Alpha, V1)

20J (Gamma, V3)

20J (Gamma, V3)

20J (Gamma, V3)

20J (Gamma, V3)

20J (Gamma, V3)

20J (Gamma, V3)

B.1.1.398
N.9

P.2

B.1.1.7

P.1

P.1.14

P.1.2

P.1.4

50

D614G/ E1258D

A344S/ E484K/ D614G/
Q121K/ L176F/ D796Y

E484K/ D614G/ P1162S/
V1176F/ H207Q/ T323I

N501Y/ A570D/ D614G/
P681H/ T7161/ S982A/
D1118H

L18F/ P26S/ D138Y/
R190S/ K417T/ E484K/
N501Y/ D614G/ H655Y/
Q675H/ T10271/ 11114T/
V11176F/ T20N/ P25L/
G181A/ A222S/ A243S/
D1139Y/ H245R/ P681H/
A623S/ L1244F/ A688V/
L938F/ H1159Y/ K1038E/
G1219C/ M12371/
P1263S/ T678S/ T732A/
T8591/ C1247F/ Q580H/
D1163Y/

L18F/ T20N/ P26S/
D138Y/ L179R/ R190S/
K417T/ E484K/ N501Y/
D614G/ H655Y/ Q675H/
110271/ V1176F

L18F/ T20N/ P26S/
D138Y/ L179R/ R190S/
K417T/ E484K/ N501Y/
D614G/ HE55Y/ Q675H/
110271/ V1176F/ D1163Y/

L18F/ T20N/ P26S/
D138Y/ L179R/ R190S/
K417T/ E484K/ N501Y/
D614G/ HE55Y/ Q675H/
110271/ V1176F

L18F/ T20N/ P26S/
D138Y/ L179R/ R190S/
K417T/ E484K/ N501Y/
D614G/ H655Y/ Q675H/
110271/ V1176F/ P681H/
E654Q/ 1666V/

L18F/ T20N/ P26S/



211 (Delta)

21J (Delta)

21J (Delta)

21J (Delta)

21J (Delta)

21J (Delta)

21J (Delta)

21J (Delta)

21J (Delta)

21J (Delta)

21J (Delta)

21J (Delta)

AY.47

AY.100

AY.101

AY.113

AY.122

AY.124 .1

AY.34.1.1

AY.36

AY.42

AY.43

AY.46.3

AY.6

D138Y/1203V/ K417T/
T470N/ E484K/ N501Y/
D614G/ H655Y/ P681R/
110271/ V1176F/ C1235F

T19R/ A222V/ V289l/
L452R/ T478K/ Y508H/
D614G/ P681R/ D950ON

T19R/ L452R/ T478K/
D614G/ P681R/ D950N/
N354K/ T95I/ G142D

T19R/ T95I/ L452R/
T478K/ D614G/ P681R/
N440K/ D950N/

T19R/ T95I/ L452R/
T478K/ D614G/ P681R/
D950N

T19R/ L452R/ T478K/
D614G/ P681R

T19R/ T95I/ G142D/
L452R/ T478K/ D614G/
P681R/ D950N

T19R/ T951/ G142D/
L452R/ T478K/ D614G/
Q677H/ P681R/ D950N/
L1265F

T19R/ L452R/ T478K/
D614G/ P681R/ D950N/
V1104L

T19R/ T951/ 1128V/
L452R/ T478K/ D614G/
P681R/ D950N

T19R/ L452R/ T478K/
D614G/ P681R/ D950N/
P812L

T19R/ L452R/ T478K/
D614G/ P681R/ S704A/
D950N/ V1264L/ P621S/

T19R/ S2471/ L452R/
S459F/ T478K/ D614G/
P681R/ D950N/ A701S/

51



21J (Delta)

21J (Delta)

AY.99.1

AY.99.2

52

T19R/ L452R/ T478K/
D614G/ P681R/ A845S/
D950N/

L5F/ T19R/ L452R/
T478K/ D614G/ P681R/
D950N/ D867N/ D936Y/
C1243F/ T747N/ A626S/
A688T/ D1163Y/ A1078S/
T11171/ V1176F/ G1219C/
M12291/ S1030A/
K1191N/ N1187T/ T2401/
T12311/ V3l

Fonte: O autor (2022).



