e
| [—g
ne~-

|

@

e |

VIRTUS IMPAVIpA

v vy

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias

JUSSARA MOURA DE LIMA

CARACTERIZACAO GENOMICA DE ISOLADOS DE SARS-CoV-2

CIRCULANTES EM PERNAMBUCO, BRASIL

Recife
2022



JUSSARA MOURA DE LIMA

CARACTERIZACAO GENOMICA DE ISOLADOS DE SARS-CoV-2

CIRCULANTES EM PERNAMBUCO, BRASIL

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado ao Curso de Graduacdo em
Biomedicina da Universidade Federal de
Pernambuco, como pré-requisito a
obtencdo do titulo de Bacharel em
Biomedicina.

Orientador: Prof. Dr. Wilson José da Silva
Junior

Recife
2022



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor,
através do programa de geragdo automatica do SIB/UFPE

Lima, JussaraMourade.

Caracterizagdo gendmica de isolados de SARS-CoV-2 circulantes em
Pernambuco, Brasil / JussaraMourade Lima. - Recife, 2022.

40 :il.

Orientador(a): Wilson José da Silva Junior
Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagao) - Universidade Federal de
Pernambuco, Centro de Biociéncias, Biomedicina, 2022.
Inclui referéncias, apéndices.

1. COVID-19. 2. Vigilancia gendbmica 3. Mutagdes. 4. Genoma. |. Silva Junior
, Wilson José da. (Orientag&o). I1. Titulo.

570 CDD (22.ed.)




JUSSARA MOURA DE LIMA

CARACTERIZACAO GENOMICA DE ISOLADOS DE SARS-CoV-2

CIRCULANTES EM PERNAMBUCO, BRASIL

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado ao Curso de
Graduacao em Biomedicina da
Universidade Federal de
Pernambuco, como pré-requisito a
obtencé&o do titulo de Bacharel em
Biomedicina.

Aprovada em: 01/12/2022

BANCA EXAMINADORA

Orientador: Dr. Wilson José da Silva Junior
Hospital Israelita Albert Einstein/ Varsomics

Profa. Dra. Vlaudia Maria Assis Costa
Universidade Federal de Pernambuco

Ms. Keyla Vitoria Marques Xavier
FIOCRUZ Fundacéo Oswaldo Cruz - Instituto Aggeu Magalhdes



Dedico este trabalho a minha familia,
gue nunca mediu esforcos para me
apoiar em todos os momentos. E a
minha falecida mé&e, Neide Moura de

Lucena que estaria muito orgulhosa.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer primeiramente a Deus por ter me sustentado até aqui e
por me ajudar a realizar mais este sonho.

Gostaria de agradecer ao meu orientador Dr. Wilson José da Silva Janior pela
orientacdo e por todos os ensinamentos durante a minha formagéo académica.

Gostaria de agradecer imensamente ao Prof. Dr. Valdir de Queiroz Balbino
por ter me orientado e me recebido no Laboratério de Bioinformatica e Biologia
evolutiva da Universidade Federal de Pernambuco (LABBE-UFPE), além de todas as
oportunidades a mim concedidas.

Agradeco a todos os integrantes do LABBE-UFPE por todos os momentos e
conhecimentos compartilhados. Especialmente a Bandeira, Heidi, Marcos, Dayana,
Léo, Roberto, Karol, Keyla, Sérgio, Bruno e Abigail.

Gostaria de agradecer imensamente a Caio e a Zildene por todo apoio, troca
de conhecimentos e madrugadas juntos. Sem vocés esse trabalho ndo seria
possivel.

Gostaria de agradecer a minha familia por todo apoio, amor e paciéncia
comigo. Em especial a minha mée, Dalvaniz e ao meu pai, Marcos Emilio. Ao meu
namorado, Gabriel Eduardo que sempre esteve presente em todos 0s momentos me
apoiando e incentivando.

Agradeco aos meus amigos, Alex, Karolaine e Manoela por todo apoio, amor,
conhecimento e momentos partilhados durante toda a graduagéo. Vocés tornaram a
graduacéo especial.

Gostaria de agradecer as minhas colegas de estagio Kevelly, Vitéria e

Suellen, por todo o apoio e momentos partilhados.



DE LIMA, Jussara Moura . Caracterizacdo gendomica de isolados de SARS-CoV-2
circulantes em Pernambuco, Brasil. 40. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduacdo em Biomedicina) — Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2022.

RESUMO

Sindrome Respiratdria Aguda Grave Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) € o mais recente
coronavirus (CoV) identificado, responsavel por causar a doenga do coronavirus
2019 (COVID-19). Os primeiros relatos da doenca foram em dezembro de 2019 na
cidade de Wuhan, China. Posteriormente, o virus se disseminou por diversos paises
ocasionando mais de 600 milhdes de casos e 6 milhdes de mortes em todo o
mundo. As iniciativas de sequenciamento e vigilancia genémica desenvolveram um
papel fundamental frente & atual pandemia, permitindo a identificacdo e
compreensao da evolucdo do SARS-CoV-2. Esse projeto teve como objetivo analisar
0s genomas das cepas de SARS-CoV-2 circulantes em Pernambuco durante os dois
primeiros anos da pandemia da COVID-19 no estado, a fim de identificar as
principais mutacdes e linhagens virais presentes. Para este fim, realizamos a
montagem de 63 isolados sequenciados previamente pelo Laboratério de
Bioinformética e Biologia Evolutiva da Universidade de Pernambuco (LABBE-UFPE),
oriundos de diferentes municipios de Pernambuco. Além disso, também
recuperamos genomas completos e com alta qualidade disponiveis no GISAID
coletadas em Pernambuco entre marco de 2020 a marco de 2022, resultando em um
conjunto de dados com 1898 sequéncias. Observamos a circulagao de 44 linhagens,
sendo 3 variantes de preocupacéo, P.1 (gama), B.1.617.2 (delta) e a B.1.1.7 (alfa).
As variantes P.1 e AY.99.2 (sublinhagem Delta) apresentaram maior frequéncia e
foram encontradas em todas as mesorregides do estado de Pernambuco,
demonstrando uma disseminacdo sustentada por todo o estado. Além disso,
identificamos 3885 SNPs, sendo a maior parte de sua ocorréncia em regides
codificantes do genoma viral e foram classificados como alteragcbes missense e
sindbnimas de impacto baixo a moderado. Observamos as muta¢des C241T, C3037T
(F105F), C14408T (P323L), A23403G (D614G) apresentando frequéncia acima de
99% e as G28881A (R203K), G28882A (R203R) e G28883C (G204R) presente e
mais de 75% das cepas. A partir das andlises evidenciamos a dinamica das
variantes circulantes no periodo de quase dois anos da pandemia no estado de
Pernambuco. As diferentes variantes surgem conforme o virus evolui e traz impactos
a saude publica, conforme observamos o aumento no nimero de casos e mortes
associados a disseminacédo da P.1 no estado. Destacamos o importante papel da
vigilancia gendmica no rastreio das variantes e compreensao da evolugéao viral.

Palavras-chave: COVID-19.Vigilancia gen6mica. Mutac¢des. Genoma.
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ABSTRACT

Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) is the
latest identified coronavirus (CoV) responsible for causing coronavirus disease 2019
(COVID-19). The first reports of the disease were in December 2019 in the city of
Wuhan, China. Subsequently, the virus spread to several countries, causing more
than 600 million cases and 6 million deaths worldwide. Sequencing and genomic
surveillance initiatives have played a key role in the face of the current pandemic,
allowing the identification and understanding of the evolution of SARS-CoV-2. This
project aimed to analyze the genomes of SARS-CoV-2 strains circulating in
Pernambuco during the first two years of the COVID-19 pandemic in the state, in
order to identify the main mutations and viral lineages present.. For this purpose, we
performed the assembly of 63 isolates previously sequenced by the Laboratério de
Bioinformética e Biologia Evolutiva da Universidade de Pernambuco (LABBE-UFPE),
from different municipalities in Pernambuco. In addition, we also recovered high
quality sequences available at GISAID collected in Pernambuco between March
2020 and March 2022, resulting in a dataset with 1898 genomes. We observed the
circulation of 44 lineages, with 3 variants of concern, P.1 (gamma), B.1.617.2 (delta)
and B.1.1.7 (alpha). The P.1 and AY.99.2 variants (Delta sublineage) were more
frequent and were found in all mesoregions of the state of Pernambuco,
demonstrating a sustained spread throughout the state. In addition, we identified
3885 SNPs, most of which occur in coding regions of the viral genome and were
classified as missense alterations and synonymous with low to moderate impact. We
observed a predominance of GISAID clades GR and mutations C241T, C3037T
(F105F), C14408T (P323L), A23403G (D614G) presenting a frequency above 99%
and G28881A (R203K), G28882A (R203R) and G28883C (G204R) present in more
than 75% of the strains. From the analyzes we evidenced the dynamics of the
circulating variants in the period of almost two years of the pandemic in the state of
Pernambuco. The different variants emerge as the virus evolves and impacts public
health, as we observe an increase in the number of cases and deaths associated
with the spread of P.1 in the state. We highlight the important role of genomic
surveillance in screening for variants and understanding viral evolution.

Key words: COVID-19. genomic surveillance. Mutations. Genome.
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Introducéo

A doenca do coronavirus 2019 (COVID-19) causada pelo SARS-CoV-2 teve
seu primeiro relato em dezembro de 2019 na cidade de Wuhan, China. Até o
momento, a doenga ocasionou o registro de 632.953.782 casos e 0 acometimento
de 6.593.715 mortes em todo o mundo (até 16 de novembro de 2022,
https://covid19.who.int/). O Brasil teve o primeiro caso de COVID-19 confirmado em
fevereiro de 2020 no estado de Sdo Paulo (RODRIGUEZ-MORALES et al., 2020) e
atualmente é o 5° pais com mais casos notificados do mundo, totalizando
34.921.054 casos e 688.694 mortes. Em Pernambuco, o primeiro caso notificado foi
em 12 de marco de 2020, de acordo com um boletim publicado pela secretaria de
saude do estado de Pernambuco. Atualmente o estado contabiliza 1.068.886 casos
notificados e 22.427 6bitos (16 de Novembro de 2022, https://covid.saude.gov.br/).

Sindrome Respiratoria Aguda Grave Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) € um virus
envelopado, com RNA de fita simples e sentido positivo pertencente a ordem
Nidovirales, familia Coronaviridae e ao género Betacoronavirus (RAHIMI;
MIRZAZADEH; TAVAKOLPOUR, 2021). Seu genoma possui aproximadamente 29,9
kb de comprimento, os quais séo distribuidos em 12 ORFs, que codificam proteinas
nao estruturais, acessorias e proteinas estruturais.

O Brasil, até entdo, possui 189.092 genomas completos depositados no
GISAID (https://gisaid.org/), um banco de dados publico de compartilhamento de
dados de virus influenza e do coronavirus causador da COVID-19. Enquanto
Pernambuco possui 6.292 genomas completos depositados no GISAID,
representando 3,34% dos genomas depositados (19 de Novembro de 2022). A partir
do sequenciamento e analise desses genomas foi possivel detectar as entradas, as
linhagens predominantes e a dindmica da disseminacao do virus no pais (CANDIDO
et., 2020).

Devido a alta taxa de mutacdo desse virus (KHATAMZAS et al., 2021)
diversas variantes surgiram, dentre elas, variantes de preocupac¢éo que ocasionaram
aumento no numero de casos em diversas regides do Brasil e do mundo (ROMERO
et al., 2021; DEMOLINER et al.,, 2021; GULARTE et al., 2022). Os estudos
gendmicos sdo importantes no rastreio de novas variantes, fornecer informacgdes que
possibilitem a adogcdo de medidas de contencdo da propagacdo e para o0

desenvolvimento de vacinas.


https://covid.saude.gov.br/
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 CLASSIFICAGAO TAXONOMICA DA FAMILIA CORONAVIRIDAE E DO SARS-CoV-2

Os Coronavirus (CoVs) sao virus de RNA de fita simples e sentido positivo
com tamanho variando entre 26 a 32 kilobases (kb), envelopados e com peplémeros
na superficie viral (GRAHAM; DONALDSON; BARIC, 2013; CHANNAPPANAVAR,;
PERLMAN , 2017) Esse grupo de virus pertencem a subfamilia Orthocoronavirinae e
juntamente com a subfamilia Torovirinae compde a familia Coronaviridae da ordem
Nidovirales e reino Riboviria (figura 1). A subfamilia Orthocoronavirinae é composta
por quatro géneros: alphacoronavirus (a-CoV), betacoronavirus (B-CoV),
gammacoronavirus, (y-CoV) e deltacoronavirus (d-CoV) (WOO et al., 2012) .

Figura 1. Taxonomia da familia Coronaviridae de acordo com a classificagdo do

Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV

Reino: Riboviria

Ordem: Nidovirales

!
Subordem: Cornidovirineas

Familia: Coronaviridae

3 46 espécies
3 27 subgéneros
3 5 géneros

O 2 subfamilias

Subfamilia: Orthocoronavirinas

Alphacoronavirus Betacoronavirus Gammacoronavirus Delfacoronavirus
18 espécies Subgénaros
. 29OE . E-h.’r."l.‘\.'u:."us
+ Nohecovinus
« NLE3 +  Hibacowis
. Merhacoviug
Sariecrinrie

Fonte: Silveira (2022)
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Os CoVs podem infectar humanos e vertebrados e ocasionar doengas no
sistema respiratorio, gastrointestinal, hepatico e nervoso central (CHEN; LIU; GUO,
2020). Dentre os coronavirus, até o momento, sdo conhecidas sete espécies
patogénicas para humanos (HCoVs), pertencentes aos géneros alphacoronavirus (a-
CoV) e betacoronavirus (B-CoV) que ocasionam desde de doencas leves a quadros
fatais (DHAMA et al., 2020). O HCoVs 229E (HCoV-229E) e o0 NL63 (HCoV-NL63)
pertencem ao género alphacoronavirus. Ja os HCoV-OC43 e HCoV-HKU1
compdem o género betacoronavirus e subgénero Embecovirus. Esses quatro
HCoVs sao associados a resfriados comuns e representam de 10 a 30% das
infeccdes do trato respiratério superior em adultos (ABDUL-RASOOL; FIELDING,
2010; PAULES; MARSTON; FAUCI, 2020).

Diferentemente destes, os trés ultimos HCoVs que emergiram nas ultimas
duas décadas podem atingir o trato respiratorio inferior e ocasionar quadros
respiratorios graves podendo ser fatais. O primeiro foi o SARS-CoV membro do
género betacoronavirus e subgénero Sarbecovirus, identificado na China em 2002
ocasionando a Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS, Severe Acute
Respiratory Syndrome) (AL-ROHAIMI; AL OTAIBI, 2020).0 virus se disseminou por
diferentes paises e levou a notificacdo de mais de 8 mil casos e 812 mortes
(KSIAZEK et al., 2003). Em setembro de 2012, ocorreu o primeiro caso da sindrome
respiratoria do Oriente Médio (MERS) na Arabia Saudita, ocasionado pelo MERS-
CoV, o qual levou a notificacdo de 2.220 casos e 790 mortes apresentando uma taxa
de mortalidade acima de 35% (Zaki et al., 2012). Esse HCoV também pertence ao
género betacoronavirus, contudo é integrante do subgénero Merbecovirus.

O mais recente HCoV foi identificado na cidade de Wuhan, na China, em
dezembro de 2019 associado a um surto de pneumonia. Posteriormente,
denominado de SARS-CoV-2 (Sindrome Respiratoria Aguda Grave Coronavirus 2)
pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) (ZHOU, Peng et al., 2020).
A doenca foi nomeada pela Organizacdo Mundial da Salude como a doenca do
coronavirus 2019 (COVID-19). O virus rapidamente se espalhou para varios paises
e em 30 de janeiro de 2020 a Organizacdao Mundial da Saude (OMS) declarou
Emergéncia de Saude Publica de Importancia Internacional (ESPII) (SHANG et al.,
2020). Assim como o0 SARS-CoV, 0 SARS-CoV-2 também integra o género
betacoronavirus e subgénero Sarbecovirus (GORBALENYA et al., 2020).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0732889318305029#bb1180
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1.2 ORIGEM DO SARS-CoV-2

A origem do SARS-CoV-2 ainda nao foi completamente elucidada. Apés o
surgimento do SARS-CoV e do MERS-CoV, diversos estudos buscaram
compreender a origem e foi constatado que ambos eram préximos filogeneticamente
de CoV de morcegos (LI et al., 2005; ITHETE et al.,, 2013). Posteriormente, foi
identificado que esses virus foram transmitidos para humanos por meio de
hospedeiros intermediarios, o SARS-CoV por meio das civetas e o MERS-CoV
através dos camelos dromedarios (GUAN et al., 2003; CUI; LI; SHI, 2019).

A partir da comparacdo do genoma do SARS-CoV-2 com outros coronavirus,
CHAN et al, (2020) relatou 82% de identidade nucleotidica do novo coronavirus com
0 SARS-CoV e 89% de similaridade com o coronavirus de morcego. Além disso,
CHAN et al, (2020) também comparou as relacdes filogenéticas da sequéncia de
aminoacidos da ORF1lab e dos 4 genes estruturais (S, E, M e N), e para todos os
genes 0 SARS-CoV-2 estava mais relacionado a SARS de morcego CoVs (ZXC21 e
ZC45). ZHOU et al, (2020) também relataram similaridades de 96% do SARS-CoV-2
com o genoma do coronavirus de morcego de Rhinolophus affinis (BatCoV
RaTG13). Esses achados indicam que 0os morcegos sao 0s provaveis hospedeiros
reservatérios do SARS-CoV-2. Entretanto, ainda ndo foi comprovado um salto entre
espécies de morcegos para infectar humanos ou a existéncia de um hospedeiro
intermediario atuando, semelhante ao observado com o SARS-CoV e 0 MERS-CoV
(PEKAR et al., 2021).

Os coronavirus geralmente infectam de forma espécie-especifica (MASTERS,
2006). Contudo, os CoVs apresentam uma alta taxa mutacional e de recombinacéo,
0 que favorece a adaptacdo e transferéncia entre hospedeiros, representando um
risco para o surgimento de outros CoVs zoonéticos (PACHETTI et al.,, 2020).
Estudos voltados para a compreensdo da transmissdo entre espécies sao de
extrema importancia para prevenir e fornecer informacdes importantes para o

enfrentamento a possiveis HCoV emergentes (FORNI et al., 2017).
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1.3 ESTRUTURA VIRAL E GENOMICA DO SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 é um virus de RNA de fita simples e sentido positivo, ndo
segmentado, envelopado, esférico, com diametro variando entre 70 a 120
nandémetros (CHEN; LIU; GUO, 2020). O virion apresenta 4 proteinas estruturais: a
glicoproteina spike (S), a proteina de membrana (M), envelope (E) e nucleocapsideo
(N) (Figura 2A). A glicoproteina spike (S) é dividida em duas subunidades a S1 e
S2, onde a S1 possui o dominio de ligacdo ao receptor (RBD-receptor-binding
domain) que se liga ao receptor ACE2 (Enzima Conversora de Angiotensina 2), a
S2 é responsavel pela fusdo das membranas (MASTERS, 2006). A proteina S do
SARS-CoV-2 apresenta uma afinidade a ACE2 humana 10 a 20 vezes maior que a
proteina S do SARS-CoV (GHEBLAWI et al., 2020).

A proteina de membrana (M) interage com outras proteinas estruturais,
participa do empacotamento viral, confere forma ao envelope viral e apresenta-se
em maior numero comparado as outras proteinas estruturais (DE HAAN et al., 2000;
BAI; ZHONG; GAO, 2021). A proteina N se liga ao RNA viral, formando o
nucleocapsideo no interior do envelope, desempenhando um papel importante na
manutencdo do RNA ordenado para replicacdo e transcricdo (CHANG et al., 2016;
LIANG et al., 2020). A proteina E € a menor das proteinas e participa da montagem
viral, brotamento, formacao de envelope e patogénese (RAHMAN et al., 2021).

A organizacdo do genoma do SARS-CoV-2 é semelhante a outros
coronavirus. O tamanho é de aproximadamente 29,9 kb distribuidos em 12 ORFs
(Open reading frame - quadros de leitura aberto) com regides ndo codificantes em
ambas extremidades, a 5 UTR e 3’ UTR (Figura 2B) e apresenta uma estrutura cap
5’ e cauda poli-A na extremidade 3’ conferindo capacidade de atuar como um RNA
mensageiro para a traducdo das poliproteinas replicase (CHAN et al., 2020). Na
por¢cdo 5 encontra-se ocupando dois tercos do genoma duas ORFs, ORFla e a
ORF1b, traduzidas em duas poliproteinas, a ppla e pplab, posteriormente
processadas e subdivididas em 16 proteinas nao estruturais associadas a
transcricao e replicagao viral (Figura 2B) (RAHIMI; MIRZAZADEH; TAVAKOLPOUR,
2021). Alem dessas proteinas, 0 virus também apresenta proteinas acessorias
codificadas pelas ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8 e ORF10, as quais podem
estar associadas a supressao das respostas imunes, viruléncia e adaptagéo do virus

a hospedeiros especificos (FORNI et al.,, 2017). Nas regides intergénicas das
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proteinas estruturais e acessorias encontram-se sequéncias regulatérias para a
expressao de cada gene (FEHR, Anthony; PERLMAN, 2015)

Figura 2. Esquema da estrutura da gendmica e dos componentes estruturais do
SARS-CoV-2.

A

(M) Proteina de Membrana

Proteina de Spike (s) RNA

Proteina de Envelope (E) (N) Proteina Nucleocapsidica

Fonte: Adaptado de RAHIMI (2021)
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Esse projeto teve como objetivo realizar a caracterizacdo gendmica das cepas
de SARS-CoV-2 circulantes durante os dois primeiros anos da pandemia da COVID-

19 em Pernambuco, Brasil.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a montagem dos genomas de SARS-CoV-2 obtidos neste
estudo;

e Avaliar as principais mutacdes presentes nos genomas dos isolados
pernambucanos;

e Classificar as linhagens circulantes.
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3 METODOLOGIA

3.1 OBTENGAO DAS AMOSTRAS

Para o presente estudo foram utilizadas 63 cepas de SARS-CoV-2
sequenciadas pelo Laboratério de Bioinformatica e Biologia Evolutiva da
Universidade Federal de Pernambuco (LABBE-UFPE), coletadas entre 23 de marco
a 07 de agosto de 2021. As amostras foram obtidas através de swabs nasofaringeos
e orofaringeos de pacientes positivos para COVID-19 de 24 municipios do estado de
Pernambuco, Brasil. As amostras foram encaminhadas ao Nucleo de Pesquisa em
Inovagdo Terapéutica - Suely Galdino (NUPIT-SG), na Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), pelo Laboratério Central de Saude Publica do Estado de
Pernambuco (LACEN-PE) para o diagnéstico molecular da COVID-19. As amostras
positivas foram encaminhadas ao LABBE para o sequenciamento paired-end através
da plataforma MiSeq (lllumina).

. Para compor as analises, foi realizado o download de sequéncias de SARS-
CoV-2 disponiveis no GISAID - Global Initiative on sharing all influenza data
(https://www.gisaid.org/) com data de coleta entre 01 de Margo de 2020 a 31 de
Marco de 2022. Os filtros utilizados para a filtragem dos genomas foram os de
completo (>29.000 pb) e alta cobertura (< 1% de Ns e <0,05% de muta¢Bes Unicas

de aminoacido nao vistas nas sequéncias do banco de dados).

3.2 MONTAGEM DOS GENOMAS

Os dados brutos obtidos do sequenciamento foram submetidos ao software
FastQC versao 0.11.9 (ANDREWS, 2010) a fim de avaliar a qualidade, comprimento
e presenca de adaptadores. Posteriormente, 0s reads que apresentaram valores de
comprimento e qualidade do fragmento inferior a 20 foram filtrados pelo software
Sickle versdo 1.33 (Joshi & Fass, 2011). A montagem foi realizada através do
software BWA versdo 0.7.17-r1188 (Li & Durbin, 2010), usando a sequéncia de
referéncia Wuhan-Hu-1, disponivel no NCBI (ID: NC 045512.2,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). O software Samtools versédo 1.10 (Li et al., 2009) foi
utilizado para converter os dados, remover duplicatas, indexar e obter o genoma
consenso para cada amostra. Posteriormente, foi avaliada a qualidade da montagem
pelo QUAST v5.0.2 (GUREVICH et al., 2013).
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3.3 ANOTACAO DOS GENOMAS

Os genomas no formato fasta oriundos do GISAID foram alinhados pelo
Bowtie2 versdo 2.3.5.1 (LANGMEAD; SALZBERG, 2012) ao genoma de referéncia
NC_045512.2. Posteriormente, os arquivos obtidos foram convertidos, ordenados e
indexados pelo Samtools versdo 1.10 (Li et al., 2009). Em seguida, todos os
genomas obtidos neste estudo (sequenciados + obtidos do GISAID) foram
submetidos a chamada de variantes realizada por meio do Freebayes versao v1.3.0
(GARRISON & MARTH, 2012), para detectar Polimorfismos de Nucleotideo Unico
(SNPs) e obter os arquivos VCFs. O VCFtools versado 0.1.15 (DANECEK et al.,
2011) foi utilizado para unir os arquivos VCFs em um UuUnico arquivo e,
posteriormente, esse arquivo foi anotado pelo SnpEff versdo 5.1 (CINGOLANI et al.,
2012).

3.4 CLASSIFICAGAO DAS LINHAGENS

Os genomas que compdem esse estudo foram submetidos a um alinhamento
multiplo de sequéncias usando o MAFFT versdo 7.310 (KATOH et al., 2019). Em
seguida, as linhagens foram definidas usando o método de classificacdo de
linhagem dinamica proposto por Rambaut et al. (2020), por meio do pacote de
software Phylogenetic Assignment of Named Global Outbreak Lineages
(PANGOLIN, versao 1.2.127) (https://pangolin.cog-uk.io/). O objetivo foi identificar as
linhagens de SARS-CoV-2 circulantes em Pernambuco.

3.5 ARVORE FILOGENETICA

A arvore filogenética de maxima verossimilhanca foi estimada utilizando o
pipeline do Nextstrain (HADFIELD et al., 2018). O modelo evolutivo utilizado pelo
IQ-TREE (NGUYEN et al., 2015) para construir a arvore foi General Time Reversible
Model GTR. A arvére gerada foi resolvida no tempo pelo TreeTime (V.0.8.2)
(SAGULENKO; PULLER & NEHER, 2018). Posteriormente, os arquivos gerados
(.json) foram visualizados pelo Auspice (https://auspice.us/).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AMOSTRAS

Para o presente estudo avaliamos 1.898 genomas de cepas do SARS-CoV-2
circulantes no estado de Pernambuco (63 montadas + 1.835 obtidos do GISAID),
com data de coleta entre o periodo de 01 de marco de 2020 a 17 de janeiro de 2022.
Essas amostras sdo oriundas de 143 municipios do estado, distribuidas nas 5
mesorregides, sendo o Agreste Pernambucano composto por 700 amostras, a regiao
Metropolitana do Recife por 469 amostras, Sdo Francisco Pernambucano por 349,
Sertdo Pernambucano por 285 e Mata pernambucana com 95 (Figura 1).

Figura 3: Distribuicdo das 1898 amostras nas mesorregifes de Pernambuco.

- S3o Francisco Pernambucano
. Sertdo Pernambucano

. Agreste Pernambucano

. Mata Pernambucana

- Regiao Metropolitana do Recife

Fonte: Adaptado IBGE (2022)

4.2 CHAMADA DE VARIANTES

O SARS-CoV-2 atingiu mais de 190 paises desde a sua primeira notificacdo
em Wuhan, China (https://covid19.who.int/table). Conforme o virus se difunde pelas
diversas regides do mundo, ocorre 0 acumulo de mutacdes que podem conferir
qualidades adaptativas, como aumento da transmissibilidade e reducdo na
neutralizacdo por anticorpos (WALENSKY et al, 2021; SYED et al., 2022). Para
avaliar as mutacdes presentes nas cepas de SARS-CoV-2 circulantes em
Pernambuco, realizamos uma chamada de variantes. Essa analise foi feita através

da comparacao entre o genoma completo das amostras estudadas e o genoma da
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cepa de referéncia Wuhan-Hu-1 (ID: NC_045512.2). A partir dessa analise,
observamos a presenca de 3885 SNPs (Single nucleotide polimorphism), sendo
96,99% (n=3768) das mutacbes em regides codificantes e 3,01% (n=117) em
regides nao codificantes.

Dentre as variantes em regides codificantes, 2.190 (58,12%) correspondem a
mutacdes missense, no qual o cédon mutado resulta na alteracdo do aminoécido,
1553 (41,22%) correspondem a mutacdes sinbnimas, que correspondem a
alteracbes onde o cédon alterado produz o mesmo aminoacido, 20 (0,53%)
mutacdes sdo de ganho de codon de parada (stop gained) e 5 (0,13%) séo de perda
do codon inicial (start lost). Esse achado condiz com relatdrios anteriores, onde a
maior parte das mutacdes encontradas nos genomas sao alteracdes missense e
sinbnimas (LAAMARTI et al.,, 2020; RAHIMI; MIRZAZADEH; TAVAKOLPOUR,
2021)

A ORF1lab apresentou 2.531 (67,17%) variantes, sendo a maior em numero
de mutacdes, seguida pelo gene da proteina spike com 451 (11,97%) mutacdes, 0
gene N com 238 (6,32%) e a ORF3a com 210 (5,57%) variantes (figura 1A). Porém,
gquando os dados foram normalizados em relacdo ao tamanho de cada gene,
observamos que a ORF3a apresentou uma maior propor¢ao de mutacdes por regiao
génica. A ORF3a esta associada a replicacao e liberacdo do virus, mutacées nessa
regido podem conferir ao virus capacidade de evasdo do sistema imune do
hospedeiro e causar um aumento na producdo de citocinas (BIANCHI;
BORSETTI;CICCOZZI, 2021; MAJUMDAR; NIYOGI, 2020).

Os SNPs também foram classificados em relacdo ao impacto causado nos
genomas do SARS-CoV-2. As categorias atribuidas sdo as de baixo impacto
(variante que presume-se nao causar alteracdo na proteina), impacto moderado (a
variante pode vir ocasionar uma alteracdo na funcionalidade da proteina) e alto
impacto (é uma variante que provavelmente pode ocasionar o truncamento da
proteina, perda da funcédo ou alterar sua expressdo) (CINGOLANI, et al., 2012). A
ORFlab apresentou os maiores valores nas categorias de moderado e baixo
impacto, seguido pela proteina Spike (figura 1B). A ORF7a apresentou maior
namero de mutacdes de alto impacto. Apds a normalizacdo dos dados de acordo
com o tamanho da regido génica, a ORF3a se destacou na categoria de impacto

moderado, o gene N em baixo impacto e a ORF7a em alto impacto.
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Figura 4. A: Distribuicdo dos SNPs por regido genémica dos genomas de SARS-
CoV-2 isolados em Pernambuco. B: Distribuicdo por gene dos SNPs classificados de

acordo com seu impacto nos genomas de SARS-CoV-2 circulantes em Pernambuco.
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Para compreender melhor a diversidade e expanséo do virus foi criado a
nomenclatura de clados e linhagens baseado na ocorréncia simultanea de mutacdes
e relacbes filogenéticas pelo GISAID e Rambaut et al. (2020), respectivamente.
Dentre as 3885 mutacdes, identificamos 31 que obtiveram frequéncia superior a 50%
das cepas estudadas (apéndice B), sendo 1 em regido nao codificante e as outras
em regides génicas. Das mutacdes em regides codificantes, 8 sao do tipo sinbnima e
22 do tipo missense com troca de aminoécido.

A ORFlab e a Spike (S) apresentaram 11 mutacdes cada, e todas localizadas
no gene da spike foram classificadas como missense. O gene N apresentou 6
mutacbes, a ORF3a e a ORF8 com 1 mutagdo cada. Dentre as mutacdes
identificadas, a C241T, C3037T (F105F), C14408T (P323L), A23403G (D614G)
apresentaram frequéncias acima de 99% e sdo observadas no clado GISAID G.
Além dessas mutacdes, mais de 75% das cepas também apresentaram as mutacdes
trinucleotidicas G28881A (R203K), G28882A (R203R) e G28883C (G204R) na
proteina N, associadas ao clado GISAID GR. Todas as alteracdes anteriormente
citadas estdo entre as mutacdes mais frequentes relatadas na literatura (RAHIMI;
MIRZAZADEHBC; TAVAKOLPOUR, 2021).

4.3 CLASSIFICACAO DAS LINHAGENS

Através da atribuicdo de linhagens realizada pelo software PANGOLIN,
observamos 4 linhagens atribuidas para as 63 amostras montadas neste estudo. A
P.1 foi a mais frequente com 54 sequéncias, seguida pela P.1.14 (n=5), P.1.7 (n=3)
e P.1.15 (n=1). Quando avaliamos o dataset completo, identificamos 44 linhagens
circulantes em Pernambuco entre o periodo de marco de 2020 a janeiro de 2022
(apéndice A). Sendo a variante de preocupacgédo P.1 (gama) a mais prevalente com
852 sequéncias, seguida pela sublinhagem da variante de preocupacédo Delta
AY.99.2 (n=356), B.1.1 (n=169), B.1.1.28 (n=162), e a linhagem B.1.1.33 (n=84). Em
relacdo a distribuicdo das linhagens por cada mesorregido, observamos a regiao
metropolitana do Recife apresentando a maior diversidade de linhagens (n=29),
seguida da mesorregido do Agreste Pernambucano (n=25), S&o Francisco
Pernambucano (n=22), Sertdo Pernambucano (n=13) e a mesorregido da Mata

Pernambucana (n=10).
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A disseminacdo do virus resultou no surgimento de diversas mutacodes.
Quando as mutagbes que conferem vantagens adaptativas sdo mantidas nas
variantes, observa-se aumento de suas frequéncias, como observado com a
mutacdo D614G na proteina spike gerando diferentes padrbes de dominancia entre
as variantes ( KORBER et al., 2020; VOLZ et al., 2021). Assim como em outras
regides, Pernambuco apresentou uma variagdo na dominancia das linhagens ao
longo do tempo (Figura 5). Nos momentos iniciais da epidemia em Pernambuco a
linhagem com maior prevaléncia foi a B.1.1 (PAIVA et al., 2020), diferentemente dos
estados do sudeste que apresentaram as linhagens B.1.1.33 e B.1.1.28 em maior
frequéncia na fase inicial (RESENDE et al.,, 2020; CAMARGO et al.,, 2021).
Posteriormente, essas linhagens apresentaram um aumento na frequéncia até o
surgimento da P.2 em outubro de 2020 (SILVEIRA, 2020), apresentando maior
frequéncia em janeiro de 2021 (Figura 5). No més seguinte a deteccdo da P.2 em
Pernambuco, observamos um aumento no numero de casos possivelmente

impulsionado por essa variante (Figura 6).

Figura 5. Distribuicdo das linhagens de SARS-CoV-2 circulantes em Pernambuco
por més de amostragem (Margo de 2020 a Janeiro de 2022) com frequéncia maior
que 10%.

100% AY.99.1
I I AY.34.1.1

AY.101

AY.46.3

75%
AY.99.2

P17
P.1.14
P.1

N.9

P2
B.1.1.33
B.1.1.28

50%

25%

B.1.1

Fonte: Lima (2022)
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Dentre as diferentes linhagens do SARS-CoV-2 que emergiram, as linhagens
de preocupacédo (VOC) se destacam por apresentar mutacfes que conferem uma
maior aptidao viral e consequente aumento na disseminacdo em um curto espaco de
tempo (KONINGS et al., 2021). A partir da andalise dos genomas utilizados nesse
estudo, identificamos a circulacdo de 3 variantes de preocupacéo, a B.1.1.7 (alfa), a
B.1.617.2 (Delta) e P.1 (gama) com predominancia entre fevereiro a agosto de
2021, posteriormente sendo substituida pela sublinhagem Delta AY.99.2, cuja
frequéncia apresentou-se maior entre de setembro de 2021 a Janeiro de 2022
(figura 5).

A linhagem de preocupacéo P.1 do SARS-CoV-2 é descendente da linhagem
B.1.1.28 e foi detectada pela primeira vez em dezembro de 2020 em Manaus,
estado do Amazonas, Brasil (FARIA et al., 2021). Essa variante apresenta mutacdes
importantes no dominio de ligacdo ao receptor como a K417T, E484K, e N501Y
associadas a uma maior afinidade com o receptor ACE-2 e escape imunoldgico
(SANCHES et al., 2021; YANG et al., 2022). Em Pernambuco, a P.1 foi detectada
pela primeira vez em fevereiro de 2021 e durante o predominio dessa variante
observamos o maior pico no numero de casos em Pernambuco no periodo
estudado, além do aumento no nimero de mortes e casos mais graves (Figura 6).
Conforme constatado por FunK et al, (2021), a linhagem P.1 est4 associada a um
risco aumentado de hospitalizacéo e internacdo em UTI.

A segunda linhagem mais prevalente em Pernambuco foi a AY.99.2, uma sub-
linhagem da VOC Delta, a qual teve seu primeiro caso detectado na india em
outubro de 2020 (https://www.who.int/en/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants/). A
variante Delta surgiu e substituiu a Gama em diversas regides do Brasil e do mundo
(ALIZON et al., 2021; GULARTE et al., 2022). Porém, semelhante ao constatado por
Gularte et al. (2022), no Rio Grande do Sul, o0 aumento da sua frequéncia nao foi
associado ao aumento no numero de casos em Pernambuco. A primeira amostra
classificada como sub-linhagem Delta observada nos nossos dados, em junho de
2021, foi a AY.99.2, apresentando maior incidéncia entre setembro de 2021 a janeiro
de 2022 (Figura 5). Durante esse periodo foi evidenciado uma reducdo no numero

de casos no estado (Figura 6).
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A linhagem de preocupagédo B.1.1.7 foi primeiramente identificada em
setembro de 2020 no Reino Unido (FUNK et al, 2021). No Brasil, a transmisséo
local da linhagem foi relatada em Sdo Paulo em dezembro de 2020 (CLARO et al.,
2021). A primeira deteccdo em Pernambuco ocorreu em abril de 2021 (BEZERRA
JANUARIO, 2022). A frequéncia dessa linhagem foi baixa, apresentando-se em
apenas 4 sequéncias. Contudo, esse achado pode ser em decorréncia de uma

subamostragem.

Figura 6. Dados epidemiolégicos mensais de Pernambuco datados entre Marco de
2020 a Janeiro de 2022 de acordo com os boletins epidemiolégicos da COVID-19
divulgados pela Secretaria de Saude de Pernambuco. Em azul observamos os
nameros de casos novos, em vermelho o numero de mortes, em amarelo o numero
de casos de Sindrome Respiratéria Aguda Grave (Srag) e em verde observamos o

numero de casos leves.
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4.4 ARVORE FILOGENETICA

A partir da analise da arvore filogenética obtida no nosso estudo, observamos
a divisdo das 1898 amostras em 3 principais clados (Figura 7). Esse achado
encontra-se de acordo com estudos anteriores para amostras de SARS-CoV-2
oriundas de Pernambuco (BEZERRA JANUARIO, 2022). O clado A possui 978
cepas, formado majoritariamente pela linhagem P.1 e apresenta cepas pertencentes
a 7 sublinhagens de P.1 (Figura 7A). Observamos o agrupamento das 63 cepas
obtidas neste estudo no clado A, uma vez que foram atribuidas a linhagens P.1 e
suas sublinhagens (P.1.7; P.1.14 e P.1.15). Além das principais mutacdes
encontradas na Spike para linhagem P.1 (K417T, H655Y, T10271, E484K, N501Y)
(SANCHES et al., 2021), também identificamos no clado as mutacdes K1795Q na
ORF1a, E92K na ORF8 e P8OR na N.
Figura 7. Arvore filogenética de maxima verossimilhanca gerada pelo pipeline do
Nexstrain, composta por 1989 cepas de SARS-CoV-2 de diferentes regides de
Pernambuco. Cada amostra esta colorida de acordo com a linhagem a qual foi
classificada pelo PANGOLIN.
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O clado B € composto por 477 sequéncias e as linhagens observadas nesse
clado sdo as encontradas com prevaléncia maior no inicio da epidemia em
Pernambuco, dentre elas encontram-se a B.1.1, B.1.1.28 e a B.1.1.33. Também
visualizamos as linhagens N.9, B.1.1.7 e a P.2 agrupadas nesse clado (Figura 7B).
O clado C é composto por 443 cepas pertencentes a linhagem Delta (B.1.617.2) e
14 sublinhagens da mesma. A sublinhagem AY.99.2 foi a mais frequente e

apresentou-se como um grupo monofilético (Figura 7C).

Quando avaliamos o agrupamento das sequéncias em relacdo aos clados
definidos pelo GISAID, observamos 4 clados (excluindo o 5 clado, denominado de L
pertencente a linhagem de referéncia) (Figura 8). O clado GR foi 0 mais frequente
em Pernambuco, seguido pelo GK, G e o O. Esse achado é semelhante ao
observamos em outros estudos, onde o clado GR foi 0 mais frequente dentre os
observados (MERCATELLI; GIORGI, 2020; DE SOUZA et al., 2021)

Figura 8. Arvore filogenética de maxima verossimilhanca gerada pelo pipeline do
Nexstrain, composta por 1989 cepas de SARS-CoV-2 de diferentes regides de

Pernambuco. Cada amostra esta colorida de acordo com o clado GISAID.
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5 CONCLUSAO

De acordo com os dados obtidos em um periodo de quase dois anos de
pandemia da COVID-19 em Pernambuco, observamos a circulacdo de 44 linhagens,
sendo 3 variantes de preocupacédo. As variantes P.1 (Gama) e AY.99.2 (sublinhagem
Delta) apresentaram um maior nimero de sequéncias e foram encontradas em todas
as mesorregides do estado de Pernambuco, demonstrando uma disseminacgao
sustentada por todo o estado. Dentre as mesorregides, a regido metropolitana do
Recife apresentou a maior diversidade de linhagens. Além disso, identificamos 3885
SNPs, sendo a maior parte de sua ocorréncia em regides codificantes do genoma
viral e foram classificados como alteragcbes missense e sinbnimas de impacto baixo
a moderado. As mutacdes ocorrem durante o processo de replicacao viral e podem
ou ndo conferir uma maior aptiddo ao virus. Por isso, reafirmamos a necessidade da
vigilancia genbmica continua a fim de detectar novas variantes e fornecer
informacdes importantes no desenvolvimento de vacinas compativeis com as cepas

circulantes.
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APENDICE A

Frequéncia das linhagens classificadas pelo PANGOLIN para os 1898 genomas de

SARS-CoV-2 circulantes em Pernambuco.

Linhagens Frequéncia

P.1 852
AY.99.2 356
B.1.1 169
B.1.1.28 162
B.1.1.33 84
P.1.7 79
AY.46.3 32
P.2 30
P.1.14 25
AY.6 12
AY.34.1.1 11
AY.101 8
P.1.15 7
P.1.2 6
AY.100 6
B.1.1.277 5
N.9 5
P.1.12 5
B.1.1.7 4
AY.99.1 4
B.1.1.371 3
P.1.4 3
B.1.617.2 3
AY .43 3
B.1.212 2
B.1.1.221 2
AY.124.1 2
AY .47 2



B.1.1.117
B
B.1
B.1.1.192
B.1.1.171
B.1.1.16
B.1.1.13
B.1.1.398
B.1.258
B.1.173
B.1.1.294
AY.102
P.1.8
AY .42
AY.113
AY.122

B R R R R R R R R R R R R R R R
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Mutacdes identificadas com frequéncia maior que 50% entre os 1898 genomas

Alteracéo

nucleotidica

C241T1

C3037T

C14408T

T733C

C2749T

C3828T

A5648C

A6319G

A6613G

C12778T

C13860T

G17259T

C21614T

C21621A

C21638T

APENDICE B

analisados neste estudo.

Frequéncia Tipo da

%

99,21

99,79

99,47

51,42

51,26

50,68

51,37

51,48

51,32

51,26

51,42

51,00

51,90

51,26

51,48

mutacao
Nao
codificante
sinbnima
missense
sinbnima
sinbnima
missense
missense
sinbnima
sinbnima
sinbnima
sinbnima
missense
missense

missense

missense

Impacto

Modificadora

Baixo

Moderado

Baixo

Baixo

Moderado

Moderado

Baixo

Baixo

Baixo

Baixo

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Troca de

aminoacido

NA

F105F

P323L

D156D

D828D

S1188L

K1795Q

P2018P

V2116V

Y4171Y

T4532I

S5665I

L18F

T20N

P26S

Gene

5'UTR

ORF1lab

ORF1lab

ORF1lab

ORF1lab

ORF1lab

ORF1lab

ORF1lab

ORF1lab

ORF1ab

ORF1lab

ORF1lab

S

S

S
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G21974T

G22132T

A22812C

G23012A

A23403G

C23525T

C24642T

G25088T

T26149C

G28167A

C28512G

A28877T

G28878C

G28881A

G28882A

G28883C

51,00

51,26

51,32

51,26

99,89

51,42

51,37

61,96

51,53

51,37

51,11

51,21

51,21

75,97

76,08

76,03

missense

missense

missense

missense

missense

missense

missense

missense

missense

missense

missense

missense

missense

missense

sinbnima

missense

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Baixo

Moderado

D138Y

R190S

K417T

E484K

D614G

H655Y

T10271

V1176F

S253P

E92K

P8OR

S202C

S202T

R203K

R203R

G204R

S

ORF3a

ORF8
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