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RESUMO

Sindrome Respiratoria Aguda Grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2) é responsavel
pela pandemia da doenca do coronavirus-2019 (COVID-19), a qual levou a
notificacdo de mais de 200 milhGes de casos em todo o mundo. Desde entéo, a
vigilancia gendmica tem sido uma ferramenta fundamental para rastrear a
disseminacéo viral. Neste estudo fornecemos uma analise detalhada da dinamica
temporal de mutacdes e linhagens de SARS-CoV-2 durante a primeira onda da
pandemia no estado de Pernambuco, Brasil. Para isso, realizamos a caracterizagéo
de 67 genomas obtidos a partir de swabs nasofaringeos e orofaringeos de pacientes
positivos para COVID-19 de 22 municipios, os quais foram combinados com 293
sequéncias de Pernambuco disponiveis no GISAID obtidas entre fevereiro e
dezembro de 2020, periodo adotado como marco temporal da primeira onda
pandémica no estado de Pernambuco. Descrevemos a disseminagao temporal e a
evolucdo do SARS-CoV-2 durante a primeira onda pandémica em Pernambuco,
sendo detectados 962 SNPs em regides codificantes, a maioria deles localizados na
ORFlab. Verificamos que as mutagbes C241T, C3037T (F924F), C14408T
(P4715L/P323L), A23403G (D614G), G28881A (R203K), G28882A (R203R) e
G28883C (G204R), mantiveram suas frequéncias relativas acima de 94 % durante
todo o periodo de amostragem. Foi detectada a circulacdo simultanea de 18
linhagens em Pernambuco, sendo as mais prevalentes B.1.1, B.1.1.28, B.1.1.33 e
P.2, respectivamente. A rede de haplotipos e a analise filogenémica mostraram que
as sequéncias se agruparam em 4 clados principais de acordo com a dinamica
evolutiva de SARS-CoV-2, tendo havido importacfes iniciais de linhagens com
provavel origem da Europa, seguida por expansao e transmissao local de linhagens
nacionais, contribuindo para o crescimento acelerado da epidemia. Esses resultados
evidenciam elevados niveis de diversidade gendmica em Pernambuco e destacam a
importancia de investigacdes continuas em vigilancia genémica para rastreamento

de variantes virais.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; Pernambuco; Vigilancia gendémica; Filogendmica.



ABSTRACT

Severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV-2) is responsible for
the coronavirus disease pandemic-2019 (COVID-19), which led to the reporting of
more than 200 million cases worldwide. Since then, genomic surveillance has been a
key tool to track viral spread. In this study we provide a detailed analysis of the
temporal dynamics of SARS-CoV-2 mutations and strains during the first wave of the
pandemic in the state of Pernambuco, Brazil. To this end, we performed the
characterization of 67 genomes obtained from nasopharyngeal and oropharyngeal
swabs of COVID-19 positive patients from 22 municipalities, which were combined
with 293 Pernambuco sequences available in GISAID obtained between February
and December 2020, the period adopted as the temporal marker of the first pandemic
wave in the state of Pernambuco. It describes the temporal dissemination and
evolution of SARS-CoV-2 during the first pandemic wave in Pernambuco, being
detected 962 SNPs in coding regions, most of them located in ORFlab. We found
that mutations C241T, C3037T (F924F), C14408T (P4715L/P323L), A23403G
(D614G), G28881A (R203K), G28882A (R203R) and G28883C (G204R), maintained
their relative frequencies above 94% during the entire sampling period. Simultaneous
circulation of 18 strains was detected in Pernambuco, the most prevalent being B.1.1,
B.1.1.28, B.1.1.33 and P.2, respectively. The haplotype network and phylogenomic
analysis showed that the sequences grouped into 4 main clusters according to the
evolutionary dynamics of SARS-CoV-2, with initial importation of strains with
probable origin from Europe, followed by expansion and local transmission of
national strains, contributing to the rapid growth of the epidemic. These results
highlight high levels of genomic diversity in Pernambuco and highlight the importance

of continued investigations in genomic surveillance for tracking viral variants.

Keywords: SARS-CoV-2; Pernambuco; Genomic surveillance; Phylogenomics.
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1 INTRODUCAO

O Coronavirus 2 da Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS-CoV-2) € um
membro da familia Coronaviridae que recentemente emergiu na provincia de
Wuhan, China, tendo se espalhado rapidamente pelo mundo, causando a atual
pandemia da Doenca do Coronavirus 2019 (COVID-19) (WU et al., 2020;
GORBALENYA et al., 2020). Trata-se de um virus envelopado de genoma de RNA
de fita simples e sentido positivo, com cerca de 29 kbs de comprimento (CUI et al.,
2019). Seu RNA gendmico compreende até 14 quadros de leitura aberta (ORFs),
sendo que os dois ORFs principais, ORFla e ORF1b, sobrepostos a um frameshift
ribossomal, abrangem dois tercos do genoma. O restante do genoma tem ORFs
sobrepostos, codificando quatro proteinas estruturais principais: pico (S, do inglés
Spike), Membrana (M), Envelope (E) e Nucleocapsideo (N) LU et al., 2020; CHAN et
al., 2020; MOUSAVIZADEH; GHASEMI, 2021). Além disso, a anotacdo atual do
SARS-CoV-2 inclui previsbes de seis proteinas acessorias (3a, 6, 7a, 7b, 8 e 10,
NC_045512.2) (FINKEL et al., 2021).

A emergéncia de saude publica representada pela COVID-19 levou a um
esforco colaborativo global para compreensdo epidemioldgica de SARS-CoV-2,
culminando em milhares de sequéncias gendmicas disponibilizadas e disseminacéo
de ferramentas de visualizacdo e andlise de dados (DELLICOUR et al., 2021).
Atualmente estdo disponiveis mais de 3 milhdes de sequéncias completas e com
alta cobertura no servico de compartiihamento de dados da Global Initiative on
Sharing All Influenza Data (GISAID) (SHU; MCCAULEY, 2017). Além disso, as
evidéncias recentes do surgimento de mutagbes que proporcionam escape ao
sistema imunolégico hospedeiro e de multiplas variantes de rapida disseminacao,
destacam a importancia da vigilancia genémica em todo o mundo para rastreamento
e verificagdo da prevaléncia local dessas variantes, bem como a emergéncia de
outras (WANG et al., 2021).

Em 29 de dezembro de 2021, haviam sido notificados 281.808.270 de casos
da COVID-19 e 5.411.759 mortes em todo o mundo (WHO, 2021a). Na América do
Sul, considerada um dos epicentros da pandemia, foi registada a marca de 39,59
milhdes de casos acumulados, sendo cerca de 22,25 milhdes apenas no Brasil
(RITCHIE et al., 2020).

O primeiro caso de COVID-19 confirmado no Brasil ocorreu em 26 de
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fevereiro de 2020, no estado de S&o Paulo (OPAS, 2020). A epidemia no pais foi
caracterizada por varias introducfes independentes, seguida de transmissao
comunitéria, o que culminou em registros continuos de casos e mortes, 0s quais
atingiram um pico no inicio de maio de 2020, seguido de queda nos indicadores
epidemioldgicos, 0s quais permaneceram mais ou menos estaveis de junho a
novembro de 2020, caracterizando a primeira onda (CANDIDO et al., 2020; NAVECA
et al., 2021). No entanto, entre o final de novembro e dezembro o nimero de casos
comecgou a crescer exponencialmente, estabelecendo a segunda onda da epidemia
no pais. Até a data da escrita desse trabalho, o Brasil jA havia perdido mais de 600
mil vidas e notificado mais de 22 milhdes de casos de infec¢bes (WHO, 2021a).

O estado de Pernambuco, localizado no nordeste do Brasil, tem uma
populacao estimada em 9.674.793 pessoas e extensao territorial de 98.067.880 km?
(IBGE, 2021). No estado, a notificacdo do primeiro caso de COVID-19 se deu em 12
de marco de 2020 e atualmente ja foram registrados 644.852 casos e 20.431 6bitos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2021). Assim como em outras regibes do pais a
pandemia em Pernambuco, foi caracterizada por maior concentracdo dos casos na
capital do estado, seguida por intensa disseminacao por seu interior (CARMO et al.,
2021). No entanto, apesar das proporcbes que a epidemia tomou no estado, a
amostragem de dados genbmicos ainda é bastante limitada, o que impede uma
investigagdo genOmica abrangente da dindmica da primeira onda da pandemia a

nivel local.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 objetivo geral

O objetivo deste estudo foi caracterizar a disseminacdo temporal e a
evolucdo do SARS-CoV-2 durante a primeira onda pandémica em
Pernambuco, através de uma analise de predominancia de variantes e
linhagens em circulacdo no estado a partir de genomas de SARS-CoV-2
obtidas entre fevereiro e dezembro de 2020.

1.1.2 Obijetivos especificos

e Sequenciar e identificar cepas de SARS-CoV-2 circulantes no estado de
Pernambuco, a partir de amostras biologicas obtidas durante a primeira onda

da pandemia no estado

eAvaliar a diversidade genética das cepas de SARS-CoV-2 obtidas em

Pernambuco

e Caracterizar a dindmica temporal de variantes e linhagens em Pernambuco

durante a primeira onda da pandemia

e Tracar relacbes filogenéticas entre genomas de SARS-CoV-2 obtidos em
Pernambuco e sequéncias disponiveis para todo o Brasil no GISAID coletados
até o final da primeira onda pandémica

14
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ORIGEM ZOONOTICA DE SARS-CoV-2

O surgimento de surtos de virus zoonoéticos Sdo0 responsaveis por uma
complexa ameaca aos sistemas de satde, economia e seguranca globais (PEREZ-
LOSADA et al., 2015). A disseminagéo viral através da transferéncia zoonotica varia
com base em varios fatores, como fisiologia, historia de vida, ecologia e a tendéncia
de varios animais em transmitir virus aos seres humanos (MOLLENTZE;
STREICKER, 2020). Essas infec¢cdes surgem principalmente devido a semelhanca
filogenética entre hospedeiros reservatérios e humanos e a sobreposicdo dos
espacos com populacdes humanas (OLIVAL et al., 2017). Além disso, fatores como
mudancas climaticas, distribuicdo e prevaléncia de reservatérios hospedeiros e seus
parasitas oferecem grande contribuicdo para o surgimento de infec¢cdes (ALLEN et
al., 2017; VANWAMBEKE; LINARD; GILBERT, 2019).

Os coronavirus (CoVs) sdo uma das principais ameacas a saude dos
humanos e outras espécies de vertebrados, sendo patdogenos de rapida evolucédo, o
gue os tornam altamente suscetiveis a mutacfes adaptativas e consequentes saltos
entre hospedeiros (FORNI et al, 2017). Desse modo, esses virus podem infectar
uma variedade de animais domésticos e selvagens como gado, passaros, morcegos,
ratos, entre outros, sendo responsaveis por infec¢des respiratorias, gastrointestinais,
hepaticas e do sistema nervoso central (WANG et al., 2006; CUI; LI; SHI, 2019). Até
hoje, sete espécies de coronavirus sao conhecidas por causar doencas em
humanos. Quatro dessas (229E, OC43, NL63 e HKU1) sédo as mais prevalentes e
geralmente causam sintomas de resfriado comum em individuos imunocompetentes
(SU et al.,, 2016). Além disso, estdo incluidos nesse grupo, o Coronavirus da
Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS-CoV) (DROSTEN et al.,, 2003) e o
Coronavirus da Sindrome Respiratoria do Oriente Médio (MERS-CoV) (ZAKI et al.,
2012) que sé&o de origem zoonética e foram associadas a doencas respiratérias
graves nos anos de 2002-2003 e 2012 respectivamente (CUI; LI; SHI, 2019).

Mais recentemente, no final de dezembro de 2019, os primeiros casos da
doenca do coronavirus 2019 (COVID-19), causada pela Sindrome Respiratoria

Aguda Grave Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), foram descritas na cidade de Wuhan, na
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provincia de Hubei, China (ZHU et al., 2020; ZHOU et al., 2020). O virus se espalhou
rapidamente sendo declarado uma emergéncia de saude publica de interesse
mundial (SHEREEN et al., 2020; WHO, 2020). No entanto, as circunstancias que
envolveram o surgimento do SARS-CoV-2 na provincia de Hubei ainda permanecem
ocultas (CALLAWAY, LEDFORD; MALLAPATY, 2020; DELAUNE et al., 2021).

A origem exata de SARS-CoV-2 é desconhecida, no entanto, um relatorio
anterior de Zhou et al. (2020) identificou uma sequéncia de genoma de SARSr-CoV
(RaTG13) que compartilhava uma identidade de sequéncia de 96% do genoma
inteiro com SARS-CoV-2, indicando uma provavel origem de morcego. Desde entéo,
mais sequéncias do genoma viral de morcegos relacionadas ao SARS-CoV-2 foram
relatadas no leste da China, no Japao, Tailandia e Camboja, e de pangolins na
China (ZHOU H et al., 2020; MURAKAMI et al., 2020; WACHARAPLUESADEE et
al., 2021; DELAUNE et al., 2021; LAM et al., 2020). Porém, ainda ndo se sabe o
ancestral imediato, nem se o virus emergiu diretamente de seu reservatorio animal
ou se circulava inicialmente em um hospedeiro intermediario (PEKAR et al., 2021).

A identificacdo da origem e a compreensdo de como SARS-CoV-2
ultrapassou a barreira entre espécies para infectar humanos de forma tao eficaz, ndo
€ apenas importante em termos cientificos, mas também se constitui um
componente critico na prevencao de novos surtos causados por SARS-CoV-2 e de
futuras pandemias com caracteristicas semelhantes as da pandemia de COVID-19
(RELMAN, 2020; ANDERSEN et al., 2020; WHO, 2021b).

2.2. CLASSIFICACAO E ESTRUTURA TAXONOMICA DE SARS-CoV-2

Os coronavirus (CoVs) integram a familia Coronaviridae, ordem Nidovirales,
subordem Cornidovirineae e reino Riboviria (Figura 1) (ICTV, 2020; WASSENAAR,;
ZOU, 2020). Atualmente sdo reconhecidas 46 espécies em 27 subgéneros, cinco
géneros e duas subfamilias (GORBALENYA et al., 2020). Dentre as subfamilias, a
Orthocoronavirinae € a maior, abrigando 45 das 46 espécies de CoVs, as quais
estdo alocadas em quatro géneros, nomeadamente: Alphacoronavirus (a-CoV),
Betacoronavirus (B-CoV), Gammacoronavirus (y-CoV) e Deltacoronavirus (6-CoV).
Os patégenos dos géneros Deltacoronavirus e Gammacoronavirus circulam

principalmente em aves, porém alguns deles também podem infectar mamiferos
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(WOO et al., 2012).

Figura 1: Esquema de taxonomia da familia Coronaviridae de acordo com a classificagdo do Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV)

Reino: Riboviria

Ordem: Nidovirales

Subordem: Cornidovirineae

Familia: Coronaviridae

0 46 espécies
U 27 subgéneros
U 5 géneros

U 2 subfamilias

Subfamilia: Orthocoronavirinae

Alphacoronavirus Betacoronavirus Gammacoronavirus Deltacoronavirus

19 espécies Subgéneros
. Embecovirus
+ 229F «  Nobecovirus

« NL63 +  Hibecovirus
*  Merbecovirus
Sarbecovirus

Fonte: Silveira (2021).

Os Alphacoronavirus e Betacoronavirus séo capazes de infectar uma ampla
variedade de mamiferos (LEAO et al., 2020). O primeiro compreende 19 espécies
gue infectam um grupo diversificado de mamiferos, incluindo duas (229E e NL63)
das sete espécies conhecidas de coronavirus humanos (CUI; LI; SHI, 2019). J& os
Betacoronavirus compreendem 14 espécies distribuidas em cinco subgéneros
(GORBALENYA et al., 2020). Os subgéneros incluem Embecovirus, Nobecovirus,
Hibecovirus, Merbecovirus e Sarbecovirus, estabelecidos de acordo com analises
filogenéticas de dominios proteicos conservados (ICTV, 2020).

Os Embecovirus incluem dois coronavirus humanos (HKU1 e OC43), bem
como Varios coronavirus de relevancia veterinaria. J& Nobecovirus e Hibecovirus
compreendem apenas coronavirus de morcego, isolados principalmente de
Rousettus e Hipposideros, respectivamente (LLANES et al., 2020). Em contraste, 0s
CoVs altamente patogénicos SARS-CoV e SARS-CoV-2 integram o grupo dos
Sarbecovirus, enquanto MERS-CoV compbe o0 subgénero Merbecovirus
(GORBALENYA et al., 2020).
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2.3. ORGANIZACAO ESTRUTURAL E GENOMICA DE SARS-CoV-2

SARS-CoV-2, assim como outros coronavirus (CoVs), é caracterizado como
um virus envelopado de formato esférico, simetria helicoidal e com a presenca de
peplédmeros compostos de glicoproteina sobre sua superficie, dando-lhe a forma de
coroa (WASSENAAR; ZOU, 2020). Possuem de 60 a 140 nm de diametro e material
nucleico com RNA de fita simples e sentido positivo (+ssSRNA) de cerca de 29 kbs de
comprimento (SHEREEN et al., 2020; PENG et al., 2020; LAI et al., 2020).

A analise da estrutura genémica de SARS-CoV-2, sugere que sdo codificadas
até 14 quadros de leitura aberta (ORFs), sendo 12 funcionais. Eles incluem a
ORF1la, ORF1b, S, ORF3a, E, M, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, N e ORF10, os
quais desempenham papéis importantes na entrada, fusdo e sobrevivéncia viral nas
células hospedeiras (CHEN et al., 2021, ALEXANDERSEN; CHAMINGS; BHATTA,
2020) (Figura 2).

Figura 2: Representacéo esquematica da organizacéo gendmica e caracteristicas estruturais de
SARS-CoV-2

Proteina Spike (S)

Proteina Nucleocapsidica (N)

ssRNA

Fonte: Silveira (2021), elaborada com a ferramenta BioRender.

Duas ORFs sobrepostas em um frameshift ribossomal, ORFla e ORF1b, sao

traduzidas do RNA gendmico de fita positiva e cobrem dois tergos do genoma, sendo
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a traducdo de ORF1b mediada por um deslocamento do quadro 1, o qual permite
que a traducéo continue além do codon de parada de ORFla. ORFla e ORF1b séo
traduzidos em duas poliproteinas (ppla e pplab), as quais séo clivadas
proteoliticamente em 16 proteinas nao-estruturais (Nsps) (CUI; LI; SHI, 2019). Nsp1l
a nspll sao codificados por ORF1la e, portanto, estdo presentes em ppla e pplab,
enquanto nspl2 a nspl6 sdo codificados por ORF1b e estdo presentes apenas em
pplab (LLANES et al., 2020). Os intermediarios de RNA de fita negativa sdo
produzidos a partir do genoma viral e servem como modelos para a sintese de
MRNA gendmico de fita positiva e mRNAs subgendmicos (CHAN et al., 2020;
FINKEL et al., 2021).

Os mRNAs subgendmicos contém uma sequéncia lider 5' comum fundido a
diferentes segmentos da extremidade 3' do genoma viral, uma estrutura de capa 5' e
uma cauda 3’ poliadenilada (A) (NAQVI et al., 2020; DAVIDSON et al., 2020). Os
diferentes mMRNAs subgendmicos codificam quatro proteinas estruturais
conservadas, incluindo a proteina de pico (Spike), envelope (E), membrana (M) e
nucleocapsideo (N) e varias proteinas acessorias previstas na anotacdo atual de
SARS-CoV-2 que incluem a ORF3a, ORF 6, ORF7a, ORF7b, ORF8 e ORF10
(FINKEL et al., 2021).

A proteina Spike possui 1273 residuos de aminoacidos (aa), sendo composta
por duas subunidades: S1, que contém o dominio de ligacdo ao receptor (RBD)
responsavel pela interagcdo com receptores da Enzima Conversora de Angiotensina
2 (ECA2) nas células hospedeiras, e S2, que medeia a fusdo da membrana e a
entrada viral (WALLS et al., 2020; ROGERS et al.,, 2020). Portando, a Spike
desempenha um papel fundamental na patogénese viral a partir da entrada do virus
nas ceélulas hospedeiras, além de apresentar potencial plasticidade (WALLS et al.,
2020; ARYA et al., 2021).

A proteina N é a Unica proteina estrutural presente no nucleocapsideo do
genoma do SARS-CoV-2 e possue 419 residuos de aminoacidos. Essa proteina
contribui de forma significativa para o empacotamento do RNA viral no
ribonucleocapsideo helicoidal (RNP), também interagindo com as outras proteinas
estruturais durante a montagem dos virions e consequente encapsulagdo do
genoma (KUO et al., 2016). Além disso, a proteina N possui propriedades

imunologicas Unicas, 0 que a torna uma candidata potencial para o desenvolvimento
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de vacinas (KHAN et al., 2020). tem 419 aminoacidos (aa) de comprimento

A proteina E é a menor dentre as proteinas estruturais de SARS-CoV-2,
apresentando apenas 75 residuos de aminoacidos (WU et al., 2020). Essa proteina
esta associada a montagem viral, brotamento, formacéo de envelope, no entanto os
mecanismos moleculares que envolvem sua participacdo na patogénese viral ainda
nao sao bem compreendidos (HOQUE et al., 2020; RAHMAN et al., 2021). Ja a
proteina M, compreende 22 residuos de aminoacidos, sendo caracterizada como
uma glicoproteina transmembrana tipo Ill, constituindo-se na proteina estrutural mais
abundante, sendo importante para definir a forma do envelope viral e organizacao
central da montagem do CoV, interagindo com todas as outras proteinas estruturais
(NEUMAN et al., 2011; THOMAS, 2020; ASTUTI, 2020; BIANCHI et al.,2020).

O restante do genoma € constituido principalmente pelas proteinas
acessorias. A anotacdo atual do SARS-CoV-2 inclui previsbes de seis proteinas
acessorias (ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8 e ORF10), no entanto, nem todas
foram confirmados experimentalmente (NAQVI et al., 2020, FINKEL et al., 2021).
Essas proteinas também desempenham importantes papéis no ciclo de vida viral e
embora ndo afetem diretamente a liberacédo e estabilidade do virus, podem contribuir
para a patogénese e viruléncia ao contribuirem para a infeccdo em células
hospedeiras (XU et al., 2009). Estudos recentes demonstraram que as proteinas
ORF8 e ORF10 de sequencias correspondentes a SARS-CoV-2 sao Unicas em
relagdo a proteinas codificadas pelo SARS-CoV. A andlise estrutural da ORF8
mostrou que essa proteina pode formar conjuntos Unicos em grande escala que nao
estdo presentes no SARS-CoV (FLOWER et al.,, 2021). Em contraste, estudos
apontam que a ORF10 é a unica proteina que ndo esta presente em outros
coronavirus humanos, sendo pouco explorada (DHAKAL et al., 2020). Dessa forma,
a pouca homologia de sequéncia das proteinas acessorias de SARS-CoV-2 com as
de outros coronavirus, torna necessaria a investigagdo de mutacdes nessas
proteinas e seus impactos no virus (HASSAN; CHOUDHURY; RQY, 2020).
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2.4. VIGILANCIA GENOMICA DE SARS-CoV-2

A evolucdo continua de SARS-CoV-2 destaca a necessidade de
fortalecimento dos sistemas de vigilancia gendmica para o controle da propagacéo
da COVID-19 (BAKER et al., 2021). Nessa perspectiva, desde sua identificacdo
como agente causador da atual pandemia da COVID-19 (ZHU et al., 2020),
amostras de genoma viral de todo o mundo foram sequenciadas, permitindo
reconstrucdes filogenéticas da propagacéo e evolucdo viral em diferentes paises e
continentes, bem como a identificacdo de novas variantes virais incluindo as
variantes de preocupacdo (VOC, do inglés Variant of Concern) como a alfa
(RAMBAUT et al., 2020), beta (TEGALLY et al., 2021), gamma (FARIA et al., 2021),
delta (SINGH; RAHMAN, 2021) e a recentemente surgida, Omicron (CALLAWAY,
2021), as quais carregam mutacbfes que podem afetar a patogenicidade e
infectividade do virus, determinando, portanto, mudancas no fendtipo viral e
aumentando facilidade do virus se espalhar, além de impactar no desempenho dos
testes de diagnéstico molecular e na eficacia de vacinas atualmente disponiveis
(LAURING; HODCROFT, 2021; ZIEGLER et al.,, 2020). A designacado dessas
variantes por letras do alfabeto grego, segue a recomendacao do Grupo Técnico
Consultivo sobre Evolucdo de SARS-CoV-2 da OMS, por apresentarem maior
facilidade de serem discutidas por publicos néo cientificos (WHO, 2021c).

O principal repositorio para sequéncias gendmicas de SARS-CoV-2 € o
Global Initiative on Sharing All Influenza Data (GISAID), o qual contava, até 29 de
dezembro de 2021, com mais de 4.600.000 sequéncias gendmicas completas e de
alta qualidade (SHU; MCCAULEY, 2017). Esses dados gendomicos tém sido
importantes para fornecer informagbes sobre uma variedade de parametros
epidemioldgicos associados ao surgimento e origens geograficas das epidemias em
escalas locais (FARIA et al., 2021; PAIVA et al., 2020; FRANCESCHI et al., 2021),
continentais (WOROBEY et al., 2020; MUNOZ et al., 2021) e até mesmo em termos
globais (VAN DORP et al., 2020).

No entanto, a maioria das sequéncias disponiveis é oriunda de paises da
Europa (54,66%) e América do Norte (35,38%), conforme descrito na Figura 3,
destacando-se as massivas contribuicbes do Reino Unido e dos Estados Unidos
(FURUSE, 2021). Em contraste, paises da América do Sul ainda apresentam niveis

de amostragem pouco representativos (BOTELHO-SOUZA et al., 2021). Além disso,
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as informacfes genbmicas obtidas através de sequenciamento estdo mal
distribuidas, o que pode levar a interpretacbes errbneas em estudos de
epidemiologia gendmica, dificultando a compreensédo da disseminagéo e evolugao
do SARS-CoV-2 nesta regido (WOROBEY et al., 2020).

Figura 3: Distribuicdo de sequéncias gendmicas disponiveis por continente de amostragem entre
janeiro de 2020 e dezembro de 2021. Dados obtidos do GISAID (https://www.gisaid.org).
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Fonte: Silveira (2021).

2.5 SEQUENCIAMENTO DE PROXIMA GERACAO (NGS) E FERRAMENTAS DE
BIOINFORMATICA PARA PESQUISA E VIGILANCIA GENOMICA DE SARS-COV-2

O avanco das tecnologias de sequenciamento de proxima geracdo (NGS, do
inglés next generation sequencing), também denominado de sequenciamento de alto
rendimento, permitiu 0 uso dessa abordagem na pesquisa de virus, especialmente
nas areas de diagnodstico de doencas infecciosas e evolugédo viral. Desse modo,
observou-se um notavel aumento do volume de dados de sequéncias genémicas
disponiveis, 0s quais possibilitaram, por conseguinte uma melhor compreensao da

composicdo genética desses patdgenos e interpretacdo de sua epidemiologia
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evolutiva (HU et al., 2021; BHOYAR et al., 2021).

Desde o surgimento de SARS-CoV-2, varias estratégias de sequenciamento
foram aplicadas para descobrir e monitorar o agente causador da pandemia da
COVID-19 (RAY et al., 2020). Durante os estagios iniciais do surto, muitos genomas
de SARS-CoV-2 foram obtidos usando sequenciamento metagendémico (ZHOU et al.,
2020). Posteriormente, passou-se a utilizar a tecnologia de amplificacdo em cadeia
da polimerase multiplex, onde o RNA total é transcrito reversamente para sintetizar
cDNA e uma PCR é executada usando mudltiplos pares de iniciadores de
amplificacdo, seguido por reacdo de ligacdo para adicionar os indexadores (HU et
al., 2021). As bibliotecas podem ser subsequentemente processadas utilizando as
plataformas de sequenciamento, sendo as mais usuais as da Illumina e da Oxford
Nanopore MinlON (XIAO et al., 2020; PADEN, et al., 2020).

Como sabemos, o sequenciamento gendmico gera uma grande quantidade de
dados brutos que requerem quantidades substanciais de processamento
computacional para resultar em relatérios cientificos (JOHN et al., 2021). Dessa
forma, precisam ser aplicados fluxos de trabalho com uso de ferramentas de
bioinformética, as quais se referem a uma série de algoritmos pelos quais os dados
brutos sdo processados, gerando dados passiveis de interpretacdo (VANDERBILT,;
MIDDHA, 2020).Esses fluxos de trabalho incluem recursos para geracdo de
sequéncias, montagem e alinhamento, metodologia de controle de qualidade
rigorosa, identificacdo e anotacdo de variantes, assim como analises de gendmicas
comparativa e evolutivas (ROY et al., 2018; HU et al., 2021).

Além das abordagens ja existentes, a pandemia da COVID-19 impulsionou o
desenvolvimento de ferramentas especificas para o estudo de SARS-CoV-2, as
quais tém sido aplicadas em diversas areas de pesquisa relacionadas a esse
patdgeno (HUFSKY et al.,, 2021). Elas incluem estratégias de deteccao, vigilancia
gendmica e estudos epidemioldgicos, com foco no rastreamento da propagacédo e
analise de padrdes evolutivos em escala global (BAUER et al., 2020; CANNATARO;
HARRISON, 2021). Dentre estes podemos citar varias plataformas interativas como
o Coronapp, Nextclad, CoV-Spectrum, COVID-19 CG, que se constituem em
ferramentas para a anotacdo de sequéncias genbmicas virais fornecidas pelo
usuario, verificagcdes de qualidade, atribuicdo de clados e chamada e rastreamento
de variantes (MERCATELLI et al., 2021; AKSAMENTOQV et al., 2021; CHEN C. et al.,
2021; CHEN A. et al., 2021). Além disso, diversos estudos estdo sendo
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desenvolvidos visando a descoberta de potenciais alvos de drogas e no

desenvolvimento de estratégias terapéuticas (WAMAN et al., 2021) (Figura 4).

Figura 4: Principais aplicacdes das ferramentas de bioinformatica no estudo de SARS-CoV-2
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Fonte: Silveira (2021), elaborada com a ferramenta BioRender.
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RESUMO/ABSTRACT
Sindrome Respiratéria Aguda Grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2) é responsavel
pela pandemia da doenca do coronavirus-2019 (COVID-19), a qual levou a
notificacdo de mais de 200 milhdes de casos em todo o mundo. Desde entéo, a
vigilancia genbmica tem sido uma ferramenta fundamental para rastrear a
disseminacgéao viral. Neste estudo fornecemos uma analise detalhada da dinamica
temporal de mutagbes e linhagens de SARS-CoV-2 durante a primeira onda da
pandemia no estado de Pernambuco, Brasil. Para isso, realizamos a
caracterizacdo de 67 genomas obtidos a partir de swabs nasofaringeos e
orofaringeos de pacientes positivos para COVID-19 de 22 municipios, 0s quais

foram combinados com 293 sequéncias de Pernambuco disponiveis no GISAID
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obtidas entre fevereiro e dezembro de 2020, periodo adotado como marco
temporal da primeira onda pandémica no estado de Pernambuco. Descreve a
disseminagao temporal e a evolugdo do SARS-CoV-2 durante a primeira onda
pandémica em Pernambuco, sendo detectados 962 SNPs em regides codificantes,
a maioria deles localizados na ORFlab. Verificamos que as mutacbes C241T,
C3037T (F924F), C14408T (P4715L/P323L), A23403G (D614G), G28881A
(R203K), G28882A (R203R) e G28883C (G204R), mantiveram suas frequéncias
relativas acima de 94% durante todo o periodo de amostragem. Foi detectada a
circulacdo simultanea de 18 linhagens em Pernambuco, sendo as mais
prevalentes B.1.1, B.1.1.28, B.1.1.33 e P.2, respectivamente. A rede de haplétipos
e a andlise filogendmica mostraram que as sequéncias se agruparam em 4 clados
principais de acordo com a dindmica evolutiva de SARS-CoV-2, tendo havido
importacdes iniciais de linhagens com provavel origem da Europa, seguida por
expansdo e transmissdo local de linhagens nacionais, contribuindo para o
crescimento acelerado da epidemia. Esses resultados evidenciam elevados niveis
de diversidade gendmica em Pernambuco e destacam a importancia de
investigacfes continuas em vigilancia genémica para rastreamento de variantes
virais.

Palavras-chave/Key words: SARS-CoV-2. Pernambuco. Vigilancia gendmica.

Filogendmica.

INTRODUCAO

O surgimento da doenca do coronavirus-2019 (COVID-19) e sua rapida
disseminagé&o por mais de 190 paises, levou a notificagdo de mais 281 milhdes de
casos e 5 milhdes de mortes em todo mundo (WHO, 2021a), impondo declinio aos
sistemas econdmicos e de saude mundiais (ONU, 2020a, 2020b). No Brasil, a
primeira infecgao por SARS-CoV-2 foi relatada em 26 de fevereiro de 2020 (OPAS,
2020). Desde entéo, observou-se aumento exponencial do nimero de casos de
COVID-19, sendo notificados até 29 de dezembro de 2021, 22.222.928 casos e
618.091 mortes, constituindo-se o terceiro pais em namero de casos confirmados no
mundo (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

O agente etiologico da COVID-19 foi identificado como sendo um

Betacoronavirus (familia Coronaviridae), designado de Sindrome Respiratoria Aguda
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Grave Coronavirus 2 — SARS-CoV-2 (ZHANG & HOLMES 2020; WU et al., 2020).
Trata-se de um virus envelopado com um genoma de RNA de fita simples de sentido
positivo, com cerca de 30 kb (CHEN, LIU & GUO., 2020). Seu genoma consiste em
11 regides codificantes, das quais cerca de dois tercos abrangem a ORFlab que da
origem a 16 proteinas ndo estruturais (nsp). As ORFs restantes codificam para
quatro proteinas estruturais, nomeadamente: glicoproteina de pico (S), proteina da
matriz (M), proteina do envelope (E) e proteina do nucleocapsideo (N). Além disso, a
anotacao atual do SARS-CoV-2 inclui previsdes de seis proteinas acessorias (3a, 6,
7a, 7b, 8 e 10, NC_045512.2) (ZHU et al. 2020; FINKEL et al., 2021).

A disponibilidade de milhares de sequéncias gendmicas de SARS-CoV-2 e de
ferramentas de visualizacdo e andlise de dados permitiu tracar inferéncias sobre a
dindmica evolutiva do virus, levando a descricdo de mais de 1.500 linhagens desde
o inicio da pandemia (RAMBAUT et al. 2020). O principal servico de
compartilhamento de dados de sequéncias de SARS-CoV-2 é o Global Initiative on
Sharing All Influenza Data (GISAID), o qual contava com mais de quatro milhdes de
sequéncias completas até 29 de dezembro de 2021 (SHU & MCCAULEY, 2017). De
modo geral, Estados Unidos, Reino Unido e Dinamarca representam 0s paises com
maiores esforcos de sequenciamento para SARS-CoV-2 (FURUSE, 2021; CHEN et
al., 2021). No Brasil, em patrticular, a vigilancia gendmica esta muito inferior a ideal,
com apenas 74.696 genomas completos e de alta cobertura, 0s quais apresentam
uma ma distribuicdo entre seus estados.

Em Pernambuco, estado do nordeste brasileiro, desde a notificacdo do
primeiro caso de COVID-19 em 12 de marco de 2020, foram registrados 644.852
casos e 20.431 o6bitos, constituindo-se o décimo estado brasileiro em numero de
infectados e 0 nono em mortes (MINISTERIO DA SAUDE, 2021; 29 de dezembro de
2021). Até o momento, a pandemia da COVID-19 em Pernambuco foi caracterizada
por maior concentracdo dos casos na capital do estado, seguida por intensa
disseminacéo por seu interior (CARMO et al., 2021). Os dados gerados sugeriram
introducdes da Europa, bem como a prevaléncia da linhagem B.1.1 dentre os
genomas disponiveis (PAIVA et al., 2020). No entanto, a amostragem de dados
gendmicos no estado ainda é limitada, o que impede uma investigacdo gendmica
abrangente da dinamica da primeira onda da pandemia a nivel local. A forma como
as mutacdes se distribuiram e o seu impacto na diversidade genética do SARS-CoV-

2 ao longo da primeira onda sao questdes que ainda precisam ser respondidas.



28

Com o objetivo de preencher lacunas em relacédo a primeira onda de COVID-
19 em Pernambuco, realizamos uma analise temporal da variagdo de mutacdes e
linhagens em circulacdo no estado. Também analisamos a dindmica evolutiva de
SARS-CoV-2 a partir de amostras obtidas entre fevereiro e dezembro de 2020,
periodo adotado como marco temporal da primeira onda pandémica no estado de

Pernambuco.

MATERIAIS E METODOS

Amostras de pacientes e detec¢cdo molecular de SARS-CoV-2

Para este estudo, foram sequenciadas 86 amostras obtidas a partir de swabs
nasofaringeos e orofaringeos de pacientes positivos para COVID-19 de diferentes
municipios do Estado de Pernambuco, Brasil. As amostras de swab foram
encaminhadas ao Nucleo de Pesquisa em Inovacédo 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
diagndstico molecular da COVID-19.

As extracBes de RNA foram realizadas utilizando o kit Maxwell® 48 Viral Total
Nucleic Acid Purification Kit (Promega, Wisconsin, USA), seguindo as instrucdes do
fabricante. O diagndéstico molecular foi realizado utilizando o kit GoTaq Probe 1 Step
RT-gPCR (Promega, Winsconsin, USA) para a deteccdo do gene do nucleocapsideo
(N) do virus e do gene controle RNase P humano, de acordo com o Center for
Disease Control and Prevention (CDC, Atlanta, GA).

Sequenciamento Genémico

As amostras de RNA total de pacientes positivos para COVID-19 foram
cedidas ao Laboratério de Bioinformatica e Biologia Evolutiva da UFPE (LABBE-
UFPE) para o sequenciamento dos genomas completos; 100 ng de RNA total foram
usados para a producdo de cDNA utilizando o kit Ampliseq™ cDNA Synthesis for
lllumina (lllumina, California, USA), seguindo as instru¢des do fabricante. O cDNA
obtido foi submetido a uma PCR multiplex usando o kit AmpliSeq for lllumina SARS-
CoV-2 Research Panel (lllumina, Califérnia, USA), o qual disponibiliza 247 pares de
primers que cobrem 237 regibes alvo do SARS-CoV-2, seguindo as instru¢des do

fabricante. As bibliotecas contendo as sequéncias de SARS-CoV-2 foram
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preparadas com o AmpliSeq Library PLUS (lllumina, California, USA). As bibliotecas
foram purificadas usando AMPure XP Beads (Beckman Coulter) seguindo as
orientacdes do kit AmpliSeq da Illumina e foram quantificadas usando Qubit® dsDNA
HS Assay Kits (Invitrogen), seguindo as instru¢des do fabricante. O sequenciamento

paired-end foi feito na plataforma MiSeq (lllumina).
Montagem dos genomas de SARS-CoV-2

Foi utilizado o FastQC (ANDREWS, 2010) nos dados brutos (.fastq) para
avaliar a qualidade, o comprimento do fragmento e a presenca de adaptadores. Em
seguida, os adaptadores foram removidos usando CUTADAPT (MARTIN, 2011). As
leituras obtidas foram filtradas com o software Sickle (JOSHI; FASS, 2011),
utilizando como padréo comprimento e qualidade do fragmento >20. Posteriormente,
0s genomas foram montados com o software BWA (LI & DURBIN, 2010), usando a
sequéncia do genoma NC_045512.2 como referéncia. O software Samtools (LI et al.,
20009) foi utilizado para converter os dados, remover duplicatas, indexar e,
juntamente com BCFtools (DANECEK & MCCARTHY, 2017) e VCFtools (DANECEK
et al., 2011), geraram 0 genoma consenso para cada amostra. Foi realizada a
avaliacao da qualidade da montagem do genoma pelo QUAST (GUREVICH et al.,
2013) e genomas com cobertura <95% e >1% de Ns (quando comparados com a

sequéncia NC_045512.2) foram removidos.
Aquisicao dos dados

Para se obter um melhor entendimento da dinamica de disseminacdo de
SARS-CoV-2 em Pernambuco, combinamos as sequéncias gendémicas obtidos neste
estudo com 293 sequéncias amostradas em Pernambuco disponiveis no GISAID,
nos concentrando nos genomas coletados entre 26 de fevereiro a 31 de dezembro
de 2020 (recuperados em 04 de agosto de 2021) e aplicando-se os filtros (complete
e high coverage). Os genomas foram entdo alinhados ao genoma de referéncia
SARS-CoV-2 (NC _045512.2) usando MAFFT v.7 com o0s parametros default
(KATOH; STANDLEY, 2013).

Os dados epidemioldgicos referentes ao tamanho da populacdo, numero de
casos e Obitos por semana epidemiolégica para Pernambuco foram recuperados do
COVID-19 Painel Coronavirus (MINISTERIO DA SAUDE BRASIL., 2021,
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https://covid.saude.gov.br/). Os indicadores epidemiolégicos foram obtidos de acordo

com a Organizacdo Mundial de Saude, onde a incidéncia foi calculada como o
namero de casos por 100.000 habitantes, e a mortalidade, como o numero de
mortes por 100.000 habitantes (BONITA; BEAGLEHOLE; KJELLSTROM, 2006).

Analises populacionais

A diversidade genética intrapopulacional, as taxas de transicdes e
transversdes, o numero de sitios polimorficos e singletons foram obtidos usando o
software DNAsp v. 6 (ROZAS et al., 2017). Os testes de neutralidade de D de
Tajima’s e Fs de Fu foram estimados para os genomas obtidos neste estudo, bem
como para os recuperados do GISAID, a partir do software Arlequin v.3.5
(EXCOFFIER & LISCHER, 2010).

Chamada de variantes e classificacao de linhagens

As sequéncias foram alinhadas com o genoma de referéncia (NC_045512.2)
usando Bowtie2 (LANGMEAD & SALZBERG, 2012). Os arquivos mapeados foram
convertidos de sam para bam usando o Samtools (LI et al., 2009). A chamada de
variantes foi realizada usando Freebayes versdo 1.0.2 (GARRISON & MARTH,
2012). Os VCFs foram gerados e mesclados usando o VCFtools (DANECEK et al.,
2011) e anotados usando SnpEff (v4.5covid19) disponivel na plataforma web Galaxy
(CINGOLANI et al., 2012). Os SNPs foram classificados como de: baixo impacto,
para mutacbes sindénimas na regido codificadora, incluindo os cédons de inicio e
parada; impacto moderado, para missense; alto impacto, para mutacdes nao
sinbnimas que afetam locais de emendas, incluindo os coédons de inicio e parada; e
modificador, para mutacées na regido nao codificadora (upstream, downstream,
intergénicas e UTR).

A atribuicdo de linhagens foi realizada pelo método de classificacdo proposto
por Rambaut et al. (2020), por meio do pacote de software Phylogenetic Assignment
of Named Global Outbreak Lineages (PANGOLIN v3.1.14, 2021-10-13) (O'TOOLE et
al., 2021).


https://covid.saude.gov.br/
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Analise filogenébmica

Para andlise filogenémica, além dos 293 genomas completos de SARS-CoV-2
de Pernambuco obtidos do banco de dados GISAID entre 26 de fevereiro e 31 de
dezembro de 2020 e os genomas adicionais para o estado de Pernambuco obtidos
neste estudo, foram recuperadas do GISAID todas as sequéncias brasileiras e
metadados associados cuja amostragem se deu entre 26 de fevereiro e 31 de
dezembro.Também foram recuperadas sequéncias gendmicas completas e
metadados para as linhagens B.1, B.1.1 da América do Sul e as linhagens B.1.1.28 e
B.1.1.33 de outros paises, além do Brasil que apresentaram ocorréncias dessas
linhagens. Esse conjunto de dados foi submetido a uma filtragem, onde as
sequéncias com mais de 300 Ns (<10% de N) foram removidas do conjunto de
dados.

Em seguida, devido ao grande numero de sequéncias disponiveis, um script
em Python foi escrito para conduzir uma subamostragem de um conjunto
representativo de genomas por linhagem, exceto para as sequéncias geradas neste
estudo. Para o conjunto de dados final, as sequéncias foram obtidas através de um
processo de reamostragem (-r = 1000) onde foram selecionadas as sequéncias mais
frequentes que apareceram em cada rodada de amostragem, gerando um conjunto
de dados final com 10% das sequéncias por linhagem. Ap6s a conclusdo do
processo de subamostragem incluimos no conjunto de dados, as sequéncias obtidas
neste estudo (n = 67).

Por fim, o conjunto final de dados genémicos (n= 630) foi submetido a uma
analise filogendbmica de maxima verossimilhanca (ML) usando o pipeline do
Nextstrain (versdo 3.0.1) (https://nextstrain.org/) (HADFIELD et al.,, 2018).
Resumidamente, esse pipeline usa o kit de ferramentas augur para processar 0S
dados em varias etapas. Inicialmente, o MAFFT v.7 foi usado para o alinhamento de
multiplas sequéncias (KATOH; STANDLEY, 2013). Na reconstrucéo filogenética, o
augur tree utiliza o software 1Q-Tree (V. 2.1.1 COVID-edition) com o modelo de
substituicdo General Time Reversible Model (GTR) (NGUYEN et al., 2015). Em
seguida, o TreeTime (V.0.8.2) (SAGULENKO; PULLER & NEHER, 2018) foi utilizado
para inferir arvores evolutivas resolvidas no tempo e reconstruir sequéncias

ancestrais e mutacdes. Por fim, os resultados foram exportados para o formato
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JSON para permitir a visualizacdo interativa por meio do Auspice

(https://auspice.us/).
Rede de Haplétipos

As 630 sequéncias alinhadas foram importadas para o SequenceMatrix
(VAIDYA; LOHMAN & MEIER, 2011) para gerar o arquivo “.nexus”, sendo em
seguida construida uma rede de haplétipos pelo método median joining network,
usando o software Population Analysis with Reticulate Trees (POPART v. 1.7), a fim
de determinar o nimero e abundéncia de haplétipos na populacdo e avaliar suas
relacdes evolutivas (LEIGH & BRYANT, 2015).

RESULTADOS
Caracterizacéo epidemioldgica da COVID-19 no estado de Pernambuco

Em Pernambuco foram observados picos na incidéncia da COVID-19 nas
semanas epidemiologicas 212 (17 a 23 de maio de 2020) e 312 (26 de julho a 1 de
agosto). Também foram registrados picos na mortalidade durante a 212 (17 a 23 de
maio de 2020) e 222 (24 a 30 de maio de 2020) semanas epidemioldgicas, onde
foram registradas taxas de mortalidade de aproximadamente 7,15 e 6,24,
respectivamente. A partir da 322 semana epidemiolégica, houve acentuada queda
nas curvas de incidéncias e mortalidade da COVID-19 em Pernambuco. No entanto,
foi verificada nova elevacdo nos indicadores a partir da 462 semana epidemioldgica,
entre 08 e 14 de novembro de 2020 (Figura 1).



33

Figura 1: Indicadores epidemiol6gicos da COVID-19 no estado de Pernambuco durante a primeira
onda da pandemia. Incidéncia (colunas amarelas) e mortalidade (preto) por 100.000 habitantes por
semana epidemiologica no estado de Pernambuco. A semana epidemioldgica 10 refere-se a primeira
semana de margco de 2020, semana epidemiolégica 11 inclui o primeiro caso oficial notificado em
Pernambuco em 12 de marco e a semana epidemiolégica 53 refere-se a Ultima semana
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Fonte: Silveira (2021)

Amostragem e aquisi¢cao de dados

Nesse estudo, sequenciamos genomas completos de 86 amostras de SARS-
CoV-2 coletadas em diferentes regides do estado de Pernambuco, Brasil, entre 07
de julho e 07 de novembro de 2020 (Apéndice A). A montagem desses genomas foi
realizada utilizando a sequéncia de referéncia de Wuhan-Hu-1 (NC_045512.2); ap6s
a aplicacao dos critérios de qualidade (comprimento dos reads, cobertura acima de
95% e profundidade de cobertura dos genomas e quantidade de Ns), 67 sequéncias
gendbmicas foram selecionadas para o0 seguimento do estudo. Sdo sequéncias
provenientes de 22 municipios de quatro mesorregides do estado de Pernambuco,
sendo distribuidas: Agreste (n=25), S&o Francisco (n=9), Sertdo (n=27), Mata
Pernambucana (n=6). Os genomas selecionados apresentaram fracbes de genomas
sequenciados indo de 99,58 até 99,96% e comprimento total indo de 29779 a 29891

pb.

Em seguida, obedecendo os parametros de qualidade, combinamos este

conjunto de dados com 293 sequéncias gendmicas adicionais de Pernambuco
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disponiveis no GISAID, referentes as amostras submetidas até 04 de agosto de
2021 e coletadas entre 26 de fevereiro e 31 de dezembro de 2020. O conjunto de
dados resultante incluiu 360 sequéncias de cinco mesorregides do estado, sendo
180 do Agreste (50%), 69 (19,17%) da Regidao Metropolitana de Recife, 65 (18,05%)
do Sertdo pernambucano, 25 (6,95%) da Regido do Séo Francisco, 18 (5%) da Mata
Pernambucana e trés (0,83%) de origem nao identificada (Figura 2). A maioria das
sequéncias correspondentes ao periodo da primeira onda da COVID-19 foram
coletadas nos meses de outubro, setembro e junho de 2020, respectivamente.
Portanto, embora a cobertura seja desigual entre as mesorregiées, este conjunto de
dados € representativo da pandemia em Pernambuco em termos de distribuicdo
geografica.

Figura 2: Periodos de coleta dos 360 genomas coletados em Pernambuco. O nimero de genomas é

colorido por mesorregido de amostragem em cada més de coleta (eixo esquerdo). A linha tracejada
mostra 0 nimero cumulativo de casos confirmados em Pernambuco por més (eixo direito).
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Diversidade genGmica e anélise de variantes

As 360 sequéncias gendmicas de SARS-CoV-2 isoladas de cepas
pernambucanas (este estudo + GISAID) foram analisadas no DNAsp com o objetivo

de acessar métricas basicas de diversidade nucleotidica (Tabela 1). A diversidade
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nucleotidica (average over loci) foi de 0,00048, enquanto os valores dos testes de D

de Tajima e Fs de Fu foram de -2,80229 e -23,64854, respectivamente.

Tabela 1: Sitios variaveis e composi¢ao nucleotidica dos genomas sequenciados para Pernambuco,
Brasil

SV Pl S TS TV CN

Pernambuco 1002 396 605 715 287 A: 29.88% C: 18.36%

T: 32.14% G: 19.62%

SV: Sitios variantes; PI: Sitios Parcimdnio informativos; S: Singletons; TS: singletons; TV: transversdes; CN:
Composicéo nucleotidica

Fonte: Silveira (2021)

A partir da andlise de chamadas variantes do conjunto de dados total, foi
possivel observar um total de 1002 SNPs, sendo que 962 (96,00%) das
substituicdes nucleotidicas estdo localizadas em regides codificantes do genoma
viral e 40 (4,00%) mutacdes presentes em regides ndo-codificantes (UTR). Do total
de SNPs mapeados em regifes codificantes, 552 (57,40%) consistem em mutacfes
missense, 405 (42,1%) em mutacdes sinbnimas, 4 (0,4%) e 1 (0,1%) para mutacdes
que configuraram em ganho e perda de cédon de parada, respectivamente.

Devido a disseminacdo de infec¢cbes por SARS-CoV-2 no Estado de
Pernambuco, padrées dinamicos de diversidade genémica foram observados ao
longo do tempo (Figura 3). Para melhor caracterizacdo desses padrdes, dividimos 0s
dados em trés periodos de amostragem durante a primeira onda da pandemia (abril-
junho; julho-setembro e outubro-dezembro). A partir disso, observamos um aumento
do nimero de SNPs a partir do periodo de julho a setembro de 2020, com um total
de 620 SNPs, em contraste com 224 e 373 SNPs nos periodos de abril a junho e
outubro a dezembro, respectivamente. Essa variacdo também foi acompanhada de
um aumento gradual do nimero de SNPs em todas as regides gendmicas a partir de
julho de 2020. Dentre as regides codificantes, a ORFlab apresentou o maior nimero
de mutagBes nos trés periodos de amostragem (63,4%; 64,2% e 60,6%). Devido ao
seu comprimento, a densidade de mutagbes se torna relativamente baixa. Desse
modo, os padrbes temporais de distribuicAo das mutacbes foram diferentes em

relacdo ao numero relativo de SNPs quando se considera o comprimento do gene,
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com maior acumulo de mutacdes na ORF3a, ORF6 e ORF7b, no periodo de abril a
junho; na ORF8, ORF3a e ORF7a de julho a setembro; e na ORF10, ORF3a e gene
E de outubro a dezembro.

De modo similar, a propor¢do de mutacdes por categoria de impacto também
apresentou variacdes ao longo do tempo. No periodo de abril a junho, maior nimero
de mutacdes de baixo impacto foram encontradas na ORF6, moderadas ha ORF3a e
modificadoras no gene S, ndo sendo observadas mutagbes de alto impacto nesse
periodo. Para o periodo de julho a setembro, a ORF7a incorporou 0 maior nimero
de mutacdes de baixo impacto, a ORF8, de mutacfes de moderado e alto impacto e
a ORF10, maior numero de mutac6es modificadoras. J4 no periodo final da primeira
fase da pandemia (outubro a dezembro), foi observado maior nimero de mutacdes
de baixo impacto para a ORF10, de impacto moderado para a ORF3a, de alto
impacto para a ORF7a e ORF8 e modificadoras para o gene S.

Figura 3: Alteracao temporal na prevaléncia de muta¢gdes durante a primeira onda da pandemia em
Pernambuco. O tracejado mostra o nUmero absoluto de SNPs por regido no genoma do SARS-CoV-2
(eixo direito). A linha continua mostra o numero relativo de SNPs em relagdo ao comprimento de cada
regido gendmica (eixo esquerdo). As colunas representam a classificacdo dos SNPs quanto ao

impacto no genoma de SARS-CoV-2 e sua distribui¢do de acordo com o comprimento em nimero de
bases da regido genémica.
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Fonte: Silveira (2021)

Quando se estabeleceu uma comparacdo entre os trés conjuntos de dados,

observamos que 24 SNPs foram compartilhados entre as sequéncias de
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Pernambuco obtidas nos trés periodos de amostragem, tendo as mutacfes C241T,
C3037T (F924F), C14408T (P4715L/P323L), A23403G (D614G), G28881A (R203K),
G28882A (R203R) e G28883C (G204R), mantido frequéncias relativas constantes >
94% (APENDICE B). Em contraste, as alteracbes nas posi¢des nucleotidicas
C12053T (L3930F) e G25088T (V1176F) apresentaram aumentos significativos de
suas frequéncias a partir do periodo de julho a setembro de 2020. Também
verificamos a emergéncia em Pernambuco das mutagbes: C100T, T10667G
(L3468V), C11824T (I13853l), A12964G (G4233G), G23012A (E484K), G28628T
(A119S), G28975T (M234l) e C29754T, a partir do periodo decorrente entre outubro
e dezembro de 2020.

Classificacao de linhagens de SARS-CoV-2

As 360 sequéncias obtidas neste estudo, mais as recuperadas do GISAID para
Pernambuco, foram classificadas de acordo com as linhagens determinadas pelo
software PANGOLIN. Foi verificado que os genomas de Pernambuco obtidos neste
estudo agrupam sete linhagens, sendo B.1.1.28 a mais frequente com 30
sequéncias, seguido por B.1.1, B.1.1.33 e P.2, com 17, 8 e 7 sequéncias,
respectivamente. As linhagens B.1.173 (n= 2), B.1.1.192 (n=1) e B.1.1.371 (n=2)
também foram observadas entre nossas amostras. Quando avaliamos a
representatividade de linhagens a partir de todas as sequéncias de Pernambuco, foi
observada a circulacao simultanea 18 linhagens, sendo a mais prevalente B.1.1 com
166 sequéncias, seguido por B.1.1.28, B.1.1.33 e P.2 com 93, 56 e 19 sequéncias,
respectivamente. Além disso, o maior niumero de linhagens se agrupou nas
mesorregides do Agreste e Regido Metropolitana, ambos com 11 linhagens
circulantes.

As frequéncias de cada uma das linhagens verificadas em circulacdo em
Pernambuco diferiram ao longo do tempo (Figura 4). Observamos que a linhagem
B.1.1, contendo 166 genomas, representou consistentemente > 65% dos genomas
amostrados entre abril e julho de 2020, tendo essa proporcdo caido a partir de
agosto. A partir desse ponto, notamos um aumento significativo na frequéncia da
linhagem B.1.1.28, préximo ao surgimento da linhagem P.2 em outubro de 2020 em
nosso conjunto de dados.

Estabelecendo uma correlacdo entre os padrdes dinamicos de variantes

gendmicas e linhagens de SARS-CoV-2 ao longo do tempo em Pernambuco,
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notamos que as variantes nas posicbes C241T, C3037T, C14408T, A23403G,
G28881A, G28882A e (G28883C mantiveram altas frequéncias durante todo o
periodo de amostragem, o que se justifica pelo aparecimento dessas mutacfes na
fase inicial da pandemia e por serem compartilhadas por linhagens que possuem B.1
e B.1.1 como linhagens parentais (Figura 4). Em contraste, observamos aumentos
significativos da frequéncia das mutacdes C12053T e G25088T a partir de agosto de
2020, concomitantemente com o aumento da frequéncia de genomas classificados
para linhagem B.1.1.28. Nossos dados também mostram o aumento da frequéncia
das mutacdes G23012A, C28253T e C29754T a partir de outubro de 2020, estando
esses dados em consonancia com a deteccéo da linhagem P.2 em genomas obtidos
em Pernambuco.

Figura 4: Correlacdo entre a frequéncia temporal de linhagens e principais muta¢gdes de SARS-CoV-2

a cada més de amostragem. As cores das quatro maiores linhagens sdo representadas na figura
(eixo direito). O tracejado mostra a frequéncia relativa das principais muta¢cdes encontradas neste

estudo (eixo esquerdo).
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Fonte: Silveira (2021).
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Analise filogendbmica de SARS-CoV-2 em Pernambuco

A partir da analise filogenémica de maxima verossimilhanca (ML) resolvida no

tempo (arquivo Auspice disponivel em https://figshare.com/s/3c059cfe3c7f7cb07f61),

observa-se o enraizamento a partir da sequéncia mais ancestral Wuhan-Hu-1 e a
formacéo de quatro clados principais, de acordo com as linhagens B.1; B.1.1;
B.1.1.33; B.1.1.28, também havendo a presenca de outros subclados formados por
linhagens de menor representacdo ou em expansao inicial durante o periodo de
amostragem (Figura 5).

Figura 5: Arvore filogenética de maxima verossimilhanca resolvida no tempo dos genomas SARS-
CoV-2 do estado de Pernambuco, coletados entre fevereiro e dezembro de 2020. Cada genoma é

denotado com linhagem Pangolin, rotulados com cores. A arvore foi enraizada com genoma de
referéncia (NC_045512.2)

Genomic epidemiology of novel coronavirus
& Builtwith nextstrain/ncov. Maintained by the Nextstrain team

Phylogeny - PANGO Lineag

W si13s [ N9
M1 [ P
M [B11am
N s [ B9t o Subclado P.7
P2 Ms

[ B1212 [ B11332 |
[ B1.1.161 i B.1.173 Subclado P.2
D B.1.195 . B.1.499
0l p7 W 811192

Clado 4 = |

=% Subclado P.1
Clado 3
e

$o—— s . :
Clado 1 % T e T T T 1 1

2020-Feb 2020-Mar 2020-Apr 2020-May 2020-Jun 2020-Jul 2020-Aug 2020-Sep 2020-Oct 2020-Nov 2020-Dec 2021
Dats .

Fonte: Silveira (2021)

O clado 1, composto principalmente por B.1, inclui amostras brasileiras
coletadas entre 29 de fevereiro e abril de 2020, também incluindo cepas de paises
sul-americanos como Argentina, Chile, Coldombia, Equador e Peru, obtidas
principalmente nos meses de marco e abril. Esses genomas carregam as
substituicdbes C241T; C3037T; C14408T (P4715L); A23403G (D614G). Neste
agrupamento também identificamos sequéncias de B.1.195 apresentando a mutacao
sinbnima A6466G na ORFab e B.1.91 apresentando duas alteracbes de


https://figshare.com/s/3c059cfe3c7f7cb07f61
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aminoacidos na proteina Spike (A23403G: D614G e G24077T: D839Y). Além disso,
0os membros dessa clado também compartiiham mutacfes com sequéncias das
linhagens B.1.212 (C15324T); B.1.499 (C1059T: T265I; G25563T: Q57H; C28863T:
S197L e G29540A), o que justifica esse agrupamento (Apéndice C).

As sequéncias do clado 2 (B.1.1) sdo predominantes em Pernambuco, sendo
17 delas referentes a cepas obtidas neste estudo, as quais compartilham as
mutagbes G28881A (R203K); G28882A (R203R) e G28883C (G204R). Também
observamos a coocorréncia das substituicbes C19895T (A2143V) em ORFlb e
C23604A (P681H) em Spike em alguns dos genomas obtidos neste trabalho,
coletados em outubro de 2020 (UFPE110; UFPE111; UFPE119).

O clado 3 agrupa principalmente sequéncias de B.1.1.33 obtidas especialmente
entre o final de marco e julho, estando inclusos neste clado oito genomas obtidos
neste estudo representativas de trés diferentes mesorregides do estado. Observou-
se que a maioria das sequéncias desse grupo sao caracterizadas pela presenca das
mutacdes A23403G (D614G) em Spike; T27299C (I133T) na ORF6 e A27853C
(E33A) na ORF7b compartilhadas também por cepas da linhagem N.9 e a
substituicdo T29148C (1292T) também comum em genomas de B.1.1.161 e N.9. A
mutacdo missense C7851T (A2529V) em ORF1la e as sindnimas C7600T e G1264T
foram comuns para o subgrupo de sequéncias N.9 obtidas nos estados do
Maranhdo, Bahia e Paraiba e Sao Paulo, entre 0s meses de novembro e dezembro
de 2020.

O clado 4 é composto majoritariamente por genomas estreitamente
relacionados da linhagem B.1.1.28. A maioria dos genomas desse clado apresenta
as mutacBes C12053T (L3930F) G25088T (V1176F). Além disso, dentro desse
clado, seis genomas de nossas amostras apresentavam a substituicdo de
aminoacido M902V (A2969G) e a mutacdo sinbnima C16308T em ORFlab.
Também observamos a presenca do subclado formado por 59 genomas da linhagem
P.2, incluindo sete sequéncias dentre as obtidas neste estudo, abrangendo o
periodo de coleta entre 30 de outubro e 06 de novembro. Esse agrupamento é
caracterizado pelas mutagdes de assinatura C100T; T10667G (L3468V); C12053T
(L3930F) na ORFlab; G23012A (E484K) e G25088T (V1176F) em Spike; G28628T
(A119S) e G28975T (M234l) na proteina N e C29754T na regido nao codificante.
Essas cepas apresentaram associacdo com cepas da linhagem B.1.1.28 portadoras

das mutacdes em Spike: E484K e V1176F, obtidas entre julho e novembro de 2020.
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Por sua vez, um outro subclado dentro de B.1.1.28, composto por genomas da
linhagem P.1, é constituido por cepas coletadas em dezembro nos estados de
Amazonas e Bahia. Essas cepas compartiham as mutacbes ORFlab: C3828T
(S1188L), A5648C (K1795Q); G17259T (E1264D); em Spike: C21614T (L18F),
C21621A (T20N), C21638T (P26S), G21974T (D138Y), G22132T (R190S), A22812C
(K417T), G23012A (E484K), A23063T (N501Y), C23525T (H655Y), C24642T
(T10271), G25088T (V1176F); ORF3a: T26149C (S253P); E: A41S; ORF8: G28167A
(E92K) e na proteina N: C28512G (P80R). O subclado P.7, inclui 10 genomas que
carregam as alteracbes de aminoacidos definidoras P2287S (C7124T); L3027F
(C9344T); V2588F (G8027T); Q3777H (G11596T); T1511 (C25844T); P13L
(C28311T), além de compartilhar as V1176F (G25088T); L3930F (C12053T) com
outras linhagens desse clado.

Rede de Haplotipos

Dentre as 630 sequéncias genbmicas de SARS-CoV-2 consideradas neste
estudo, foram identificados 541 haplétipos e 31 apresentaram frequéncia superior a
1% (Apéndice D). Além disso, 82 hapl6tipos eram exclusivos de Pernambuco, sendo
49 deles representados por amostras obtidas neste estudo, marcados pelo
surgimento de novas mutacdes aleatorias. A rede de haplétipos revelou resultados
semelhantes aos da analise filogenbmica com a formacdo de quatro grupos
principais (Figura 6).

O primeiro cluster, denominado CoV-A, inclui haplétipos associados a cepas
mais ancestrais principalmente das linhagens B e B.1. Nesse cluster observamos o
compartilhamento das mutagbes G25563T (Q57H) na ORF3a entre cepas da
Argentina, Chile, Colémbia e dos estados brasileiros do Parana, Rondonia, Santa
Catarina e Sergipe e cepas da linhagem B.1.499. Além disso, observamos outras
linhagens agrupadas a B.1 como B.1.91, B.1.195; B.1.212, o que se deu pela
presenca de mutacdes especificas.

O cluster 2 (CoV-B) é composto B.1.1 e B.1.1.28, seu haplotipo mais frequente
Hap_35 (22 sequéncias), inclui sequéncias de Pernambuco (n= 5), Alagoas, Bahia,
Sédo Paulo, Parana e Paréa e de paises como Chile, Peru e Equador, caracterizados
por carregarem os SNPs C241T, C3037T, C14408T, A23403G, G28881A, G28882A,
(G28883C. Desse agrupamento se deriva o cluster CoV-C formado por genomas

coletados entre abril e inicio de dezembro (CoV-Cl1) portadores das mutacdes
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A6319G, G25088T (V1176F) e T26149C (S253P), as quais sdo compartilhadas entre
cepas da linhagem P.1 (CoV-C2). A partir do Cluster (CoV-D), composto por cepas
da linhagem P.2 relacionados a cepas B.1.1.28 (novembro-2020) que apresentam as
alteracbes de aminoacidos A119S e M234l na proteina N. O cluster CoV-E é
formado por genomas da linhagem B.1.1.33, seu maior haplotipo Hap_25, inclui 19
sequéncias majoritariamente do sul e sudeste do Brasil, além de amostras do Chile e
Estados Unidos, apresentando as mutacgdes definidoras T27299C (133T); T29148C
(1292T). Desse cluster se derivam os agrupamentos CoV-F e CoV-G, formados por
genomas das linhagens N.9 e B.1.1.161, evidenciando proximidade entre essas

linhagens.

Figura 6: Rede de haplotipos de genomas completos de SARS-CoV-2 usando o método median
joining network. Os haplétipos séo classificados por linhagem Pangolin. O tamanho dos circulos é
indicativo do nimero de sequéncias em cada hapl6tipo com cores diferentes indicando as diferentes
linhagens do Pangolin e os nameros de tragos na linha de conexdo representam o ndmero de
mutacdes.
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DISCUSSAO

Durante a primeira onda da pandemia, o Brasil registrou ampla disseminacao
de SARS-CoV-2 nas suas 27 unidades federativas (CARMO et al., 2020). Em
Pernambuco, sétimo estado mais populoso do Brasil (IBGE, 2020), o primeiro caso
confirmado de COVID-19 foi notificado em 12 de marco de 2020, seguido por intensa
notificacdo de casos e rgpida expansdo da COVID-19 em dire¢do ao interior do
estado (MINISTERIO DA SAUDE, 2021; MAGALHAES et al., 2020). A curva
epidémica indicou uma primeira onda de casos da COVID-19 que atingiu picos em
sua incidéncia entre 17 a 23 de maio de 2020 e entre 26 de julho a 1 de agosto. A
partir desse ponto, houve diminuicdo nas taxas de incidéncia e mortalidade por
COVID-19, provavelmente devido as medidas de intervengcdo implementadas em
nivel estadual, o que impediu um maior crescimento da epidemia no estado. No
entanto, embora a epidemia de COVID-19 em Pernambuco durante a primeira onda
tenha tido grandes propor¢cdes, a amostragem gendmica do virus nao €
representativa para esse periodo.

Para adquirir uma compreensao mais aprofundada da diversidade genética das
variantes do SARS-CoV-2 que circulavam no estado do Pernambuco durante essa
fase da pandemia, realizamos o sequenciamento genémico de 67 cepas de SARS-
CoV-2 circulantes no estado a partir de amostras de 22 municipios de quatro
mesorregides do estado, coletadas entre o inicio de julho e novembro de 2020.
Também recuperamos genomas disponiveis no GISAID e coletados em Pernambuco
até 31 de dezembro de 2020, a fim de realizar uma caracterizacdo dos perfis de
propagacéo temporal e evolugcdo do SARS-CoV-2 na primeira fase da pandemia no
estado.

Nossas analises forneceram um resumo informativo da diversidade genética
em nossas amostras, com diversidade nucleotidica de 0,00048 e valores dos testes
de neutralidade D de Tajima e Fs de Fu de -2,80229 e -23,64854, respectivamente.
Estes resultados estdo em concordancia com relatorios anteriores, onde um D de
Tajima negativo foi estimado a partir dos genomas do SARS-CoV-2 indicando
expansao populacional (LIU et al., 2020; YU et al., 2020; PANDIT et al., 2021).

A partir da analise de chamada de variantes, foi possivel observar um total de
1.002 SNPs, sendo 962 (96,00%) localizados em regides codificantes do genoma

viral, havendo predominancia de mutagbes na ORFlab. A identificacdo de um
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grande numero de mutacdes também foi observada em nivel nacional durante esse
periodo, com cerca de 5.837 mutacdes em regides codificantes, a maioria delas
também localizadas na ORFlab. Esses dados obedecem a uma tendéncia relatada
em estudos anteriores, por se tratar da maior ORF de SARS-CoV-2, que ocupa
cerca de dois tercos de todo o genoma (YANG et al., 2020; KOYAMA et al., 2020;
ARMERO et al., 2021). Também relatamos evidéncias de variacbes temporais na
prevaléncia de mutagcdes em genomas de SARS-CoV-2 pernambucanos, com
pronunciado aumento no numero total de SNPs a partir de julho de 2020, o que
também est4 relacionado a um crescimento do nimero de amostras sequenciadas a
partir desse periodo, evidenciando um aumento da diversidade ao longo do tempo
embora o nimero de sequéncias obtidas para o estado ndo seja homogéneo por
més de amostragem.

Os dados de propagacao temporal de mutagcdes em genomas Pernambucanos
mostraram que sete delas mantiveram suas frequéncias constantes superiores a
94% ao longo da primeira onda da pandemia, sendo encontradas na regidao 5’
(C241T), em ORFlab (C3037T: F924F; C14408T: P4715L/P323L), na proteina
Spike (A23403G: D614G) e na proteina nucleocapsidica (G28881A: R203K,
G28882A: R203R, e G28883C: G204R). Resultados semelhantes foram observados
em genomas de todo o Brasil, cuja amostragem se deu no mesmo periodo. Analises
de perfis mutacionais anteriores também evidenciaram a coexisténcia dessas
mutacdes no periodo inicial da pandemia (PACHETTI et al., 2020). Dentre elas, a
mutacdo D614G em Spike, foi associada a maior liberdade conformacional na
estrutura da proteina, sendo também relacionada a maior transmissibilidade e
infectividade de SARS-CoV-2 (KORBER et al., 2020; YURKOVETSKIY et al., 2020).
J& alteragdes no gene N: G28881A, G28882A e G28883C (R203K, R203R, G204R),
foram associadas a mudancas consideraveis na ligacdo prevista com alguns
mMiRNAs na regido de codificagdo do nucleocapsideo, podendo influenciar no
progresso da infec¢do por SARS-CoV-2 (RAHMAN et al., 2020). Em comparacéo as
mutacOes que apresentaram altas frequéncias durante todo o curso inicial da
pandemia, outras mutagcdes emergiram e apresentaram aumentos significativos de
suas frequéncias impulsionadas pelo processo de diversificacao viral.

Foi identificada a circulagdo simultanea de 18 linhagens de SARS-CoV-2 em
Pernambuco durante essa fase da pandemia, sendo as mais prevalentes: B.1.1,

seguida por B.1.1.28, B.1.1.33 e P.2. Dentre essas, a linhagem B.1.1, apresentou
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maior predominancia em genomas sequenciados no inicio da pandemia entre os
meses de abril e julho de 2020, tendo sua prevaléncia em nivel de circulacao
diminuido rapidamente apds esse ponto. Essa linhagem havia sido anteriormente
relatada como prevalente em isolados brasileiros na fase pandémica inicial e
associada a transmissao comunitaria no Brasil (NASCIMENTO et al., 2020).

Para a linhagem B.1.1.28, segunda mais prevalente durante a primeira onda da
pandemia no estado de Pernambuco, foi registrado um aumento significativo em sua
frequéncia entre agosto e outubro de 2020, seguido de reducao significativa de sua
circulacdo, periodo no qual foi detectada a expanséo inicial da linhagem P.2. Essa
linhagem foi documentada em amostras sequenciadas no Rio de Janeiro em abril de
2020, segundo os dados do GISAID, no entanto sua atribuicdo sé foi realizada apés
sua deteccdo em amostras do mesmo estado em outubro de 2020 (VOLOCH et al.,
2021). Em seguida, essa variante foi designada pela OMS, durante o periodo de
marco ao inicio de julho de 2021 como uma Variante de Interesse (VOI: Zeta; Clado
GISAID: GR/484K.V2 e Nextstrain clado: 20B/ S.484K); no entanto, sua diminui¢cao
significativa em circulacdo levou a OMS a reclassifica-la como uma das variantes
anteriormente monitorada (WHO, 2021b).

Em nossos dados, a linhagem P.2 também foi detectada a partir de outubro de
2020, incluindo genomas caracterizados por conjuntos especificos de substituicdes
de aminoéacidos: L3468V e L3930F na ORFlab; E484K e V1176F em Spike; A119S
e M234l na proteina N.

Nossos dados também evidenciaram a deteccao da linhagem B.1.1.33 a partir
de marco e um rapido aumento de sua frequéncia durante junho em Pernambuco.
Essa dinamica de circulacdo também foi relatada em outros estudos em nivel
regional e nacional do Brasil, onde foi demonstrada a disseminacao dessa linhagem
a partir da Regido Sudeste do Brasil para todo o pais (SANTOS et al.,, 2021;
RESENDE et al., 2020, FRANCESCHI et al., 2021) e também paises da América do
Sul como Argentina e Uruguai (MIR et al., 2021).

Os dados das analises filogenbmica e haplotipica forneceram uma
contextualizacdo das relagdes evolutivas de SARS-CoV-2 de Pernambuco no
contexto nacional e global. Os resultados estabeleceram uma relacao positiva entre
divergéncia genética e o tempo de amostragem das cepas, evidenciando a

emergéncia e diversificacdo das linhagens ao longo do tempo. O agrupamento de
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haplétipos esteve fortemente associado a ocorréncia de mutacfes, onde cada
cluster resulta de uma combinacdo de algumas das mutacbes mais frequentes e
outras especificas de cada cluster, estando também associadas a linhagens
especificas da historia evolutiva do SARS-CoV-2.

Foi demonstrada a introducdo e dispersdao de quatro clados principais de
SARS-CoV-2 de marco a abril de 2020, formados pelas linhagens B.1; B.1.1;
B.1.1.33 e B.1.1.28. O surto inicial da pandemia da COVID-19 foi impulsionado
principalmente pela linhagem B.1, tendo a epidemia local em Pernambuco sido
possivelmente semeada por introducbes independentes de SARS-CoV-2. Esse
contexto € justificado pelo compartiihamento de mutaces como C15324T entre
sequéncias de Pernambuco e de outras regides do Brasil, bem como com genomas
europeus e de paises da América do Sul como Argentina, Chile (STANGE et al.,
2020) e da substituicdo G25563T (ORF3a: Q57H) a qual apresenta alta frequéncia
dos casos de COVID-19 relacionados a linhagem B.1 dos EUA e também em Hong
Kong (WANG P. et al., 2021; CHU et al., 2021).

A maioria das sequéncias de cepas de SARS-CoV-2 em Pernambuco foram
agrupadas no clado da linhagem B.1.1, as quais tiveram sucesso em se espalhar por
todas as mesorregibes do Estado. Embora a amostragem incompleta torne dificil
localizar as fontes geograficas exatas dos eventos de introducédo e dispersdo em
Pernambuco, a diversidade gendmica das cepas em circulagdo no estado durante a
primeira onda epidémica corrobora pelo menos parte da diversidade global na
populacdo de SARS-CoV-2, tendo a origem de tais cepas sido provavelmente a
Europa, cujas sequéncias dominaram a base do clado B.1.1 (MAGALHAES et al.,
2020; PAIVA et al., 2020; GIOVANETTI et al., 2020). Também foram identificadas
instancias de transmissdo comunitaria, incluindo a aquisicdo de mutacdes
especificas nessa linhagem encontradas apenas em genomas Pernambucanos, bem
como a circulagao exclusiva da linhagem a B.1.1.192 no estado.

De forma posterior a introducéo e rapida disseminacéo de cepas internacionais
em Pernambuco, também houve, entre o final de marco e inicio de abril de 2020, a
expansao de linhagens nacionais, tais como o Clado B.1.1.33 e B.1.1.28, os quais
foram amplamente disseminados, atingindo as localidades mais isoladas do interior,
0 que destaca o sucesso epidemiologico de SARS-CoV-2. Mais tarde, a partir de
B.1.1.28, houve deteccdo de 2 subclados emergentes (P.1 e P.2) (FARIA et al.,
2021a; VOLOCH et al., 2021). A deteccdao da linhagem P.2 em genomas
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pernambucanos se deu em outubro de 2020, no entanto essa linhagem ja circulava
em genomas brasileiros desde abril de 2020, estando associadas a cepas obtidas
principalmente no Rio de Janeiro e Parana, conforme ja relatado (GIOVANETTI et
al., 2021).

Ja o subclado da linhagem P.1 se segregou com as sequéncias B.1.1.28 de
Manaus no estado de Amazonas. Os primeiros casos conhecidos de P.1 foram
detectados no Japéo e estavam relacionados a viajantes procedentes de Manaus
(FUJINO et al., 2021; FARIA et al., 2021b). Essa linhagem impulsionou o aumento
do numero casos no Amazonas (Brasil) a partir de dezembro de 2020 e
posteriormente se espalhou amplamente por todo o pais, 0 que configurou o inicio
da segunda onda da epidemia. Esta linhagem € considerada mais agressiva por
exibir 17 mutacdes, incluindo trés (K417T, E484K e N501Y) na proteina Spike
(NAVECA et al., 2021). Dentre elas, a alteracdo localizada no dominio de ligacdo ao
receptor (RBD) da proteina Spike (G23012A: E484K) esta presente ndo s6 em P.1,
mas também em outras duas linhagens relatadas entre o final de 2020 e inicio de
2021, como a linhagem da Africa do Sul B.1.351 e a brasileira P.2, sendo associada
ao escape de anticorpos neutralizantes contra SARS-CoV-2 e a uma atividade
neutralizante in vitro consideravelmente menor do plasma convalescente (BAUM et
al., 2020; WEISBLUM et al., 2020), anticorpos monoclonais (mAbs) (WANG R. et al.,
2021), além de estar associada a um aumento da afinidade entre RBD-ACE2
(NELSON et al., 2021). Apesar desses efeitos funcionais justificarem a elevacgéo da
frequéncia dessa variante e o correlacionarem com o aumento do niumero de casos
em diversos contextos epidemioldgicos no Brasil, até o final de dezembro de 2020

nao houve deteccao da ocorréncia da linhagem P.1 em Pernambuco.

CONCLUSAO

A analise de 360 genomas de SARS-CoV-2 disponiveis para o estado de
Pernambuco, revelou caracteristicas dindmicas em relacdo a prevaléncia de
mutacdes e linhagens virais, levando ao estabelecimento e cocirculagdo de 18
linhagens no estado, as quais contribuiram conjuntamente para o0 crescimento
acelerado da epidemia local. Foram evidenciados eventos de importagbes
internacionais de linhagens, as quais se disseminaram efetivamente e possibilitaram
a transmissdo comunitaria de B.1.1, B.1.1.28 e B.1.1.33 no estado entre marco e

abril de 2020, impulsionada pela incorporacdo de novas mutacdes. A partir do final
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de outubro de 2020 foi detectado o surgimento da linhagem P.2 em nosso conjunto
de dados. Desse modo, nosso estudo destaca a importancia do monitoramento
continuo das linhagens mais frequentes de SARS-CoV-2, bem como seus processos
especificos de evolucdo dinamica que podem favorecer o surgimento de linhagens
locais e a disseminacdo na comunidade. Essas informacfes sdo importantes para
impulsionar respostas de saude publica, rastrear variantes emergentes e assim
limitar a disseminacéo viral (CANDIDO et al., 2020; PLESSIS et al., 2021).
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4 CONCLUSOES

A analise de 360 genomas de SARS-CoV-2 disponiveis para o estado de
Pernambuco, revelou caracteristicas dinamicas em relacdo a prevaléncia de
mutacOes e linhagens virais, levando ao estabelecimento e cocirculacdo de 18
linhagens no estado, as quais contribuiram conjuntamente para 0 crescimento
acelerado da epidemia local. Foram evidenciados eventos de importagdes
internacionais de linhagens, as quais se disseminaram efetivamente e possibilitaram
a transmissdo comunitaria de B.1.1, B.1.1.28 e B.1.1.33 no estado entre marco e
abril de 2020, impulsionada pela incorporacdo de novas mutacdes. A partir do final
de outubro de 2020 foi detectado o surgimento da linhagem P.2 em nosso conjunto
de dados. Desse modo, nosso estudo destaca a importancia do monitoramento
continuo das linhagens mais frequentes de SARS-CoV-2, bem como seus processos
especificos de evolucdo dinamica que podem favorecer o surgimento de linhagens
locais e a disseminacdo na comunidade. Essas informagdes s&o importantes para
impulsionar respostas de saude publica, rastrear variantes emergentes e assim
limitar a disseminac&o viral (CANDIDO et al., 2020; PLESSIS et al., 2021).
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APENDICE A - DISTRIBUICAO DAS AMOSTRAS E DADOS DO RELATORIO QUAST DOS GENOMAS SEQUENCIADOS

DE SARS-COV-2 ENTRE OS MUNICIPIOS DO ESTADO DE PERNAMBUCO, BRASIL
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Assembly UFPEOQO72 UFPEO73 | UFPEO74 UFPEOQO75 UFPEO76 UFPEO77 UFPEO78 UFPEO79 UFPEO80
Collection date 07/07/2020 | 09/07/2020 | 09/07/20 | 09/07/2020 | 13/07/2020 | 13/07/2020 | 15/07/2020 17/07/2020 | 17/07/2020
20
Location Timbauba | Tamandaré | Tamanda | Timbauba Alianca Sertania Alianca Carnaiba Carnaiba
re
# contigs 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Largest contig 29859 29903 29859 29857 29893 29864 29903 29859 29859
Total length 29859 29903 29859 29857 29893 29864 29903 29859 29859
Reference length 29903 29903 29903 29903 29903 29903 29903 29903 29903
GC (%) 37.99 37.94 38.00 37.99 37.97 37.98 37.95 38.00 37.97
Reference GC (%) 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97
N50 29859 29903 29859 29857 29893 29864 29903 29859 29859
Largest alignment 29835 29802 29834 29832 29869 29839 29878 29834 29834
Total aligned 29835 29802 29834 29832 29869 29839 29878 29834 29834
length
N per sample 24 283 25 25 34 25 35 25 184
Genome fraction 99.773 99.662 99.769 99.763 99.886 99.786 99.916 99.769 99.769
(%)
Coverage (%) 99.77 99.66 99.76 99.76 99.88 99.78 99.91 99.76 99.76
Assembly UFPEO81 UFPEO082 | UFPEOS83 UFPEO084 UFPEO85 UFPEO86 UFPEO87 UFPEO88 UFPEO89
Collection date 20/07/2020 | 02/09/2020 | 02/09/20 03/09/2020 03/09/2020 | 03/09/2020 03/09/2020 03/09/2020 | 05/09/2020
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20
Location Petrolina Tuparetam | Petroland | Parnamirim Bodoc6 Itaiba Itaiba Custadia Carnaiba
a ia
# contigs 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Largest contig 29859 29861 29859 29903 29900 29903 29903 29903 29903
Total length 29859 29861 29859 29903 29900 29903 29903 29903 29903
Reference length 29903 29903 29903 29903 29903 29903 29903 29903 29903
GC (%) 37.98 37.98 38.00 37.95 37.97 37.95 37.96 37.93 37.97
Reference GC (%) 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97
N50 29859 29861 29859 29903 29900 29903 29903 29903 29903
Largest alignment 29834 29836 29834 29878 29875 29891 29878 29878 29878
Total aligned 29834 29836 29834 29878 29875 29891 29878 29878 29878
length
N per sample 25 25 65 34 34 18 25 86 34
Genome fraction 99.769 99.776 99.769 99.916 99.906 99.960 99.916 99.916 99.916
(%)
Coverage (%) 99.769 99.776 99.769 99.916 99.906 99.960 99.916 99.916 99.916
Assembly UFPEO90 UFPEO91 | UFPEQ092 UFPEQ093 UFPEQ94 UFPEQ095 UFPEO096 UFPEO97 UFPE098
Collection date 05/09/2020 | 05/09/2020 | 11/09/20 11/09/2020 11/09/2020 | 11/09/2020 11/09/2020 11/09/2020 | 16/09/2020
20
Location Petrolandia | Petrolandia | Brejinho Brejinho Brejinho Brejinho Brejinho Brejinho Exu
# contigs 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Largest contig 29903 29903 29897 29903 29902 29859 29859 29859 29864
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Total length 29903 29903 29897 29903 29902 29859 29859 29859 29864
Reference length 29903 29903 29903 29903 29903 29903 29903 29903 29903
GC (%) 37.95 37.93 37.92 37.95 37.95 38.00 37.99 37.98 37.99
Reference GC (%) 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97
N50 29903 29903 29897 29903 29902 29859 29859 29859 29864
Largest alignment 29878 29834 29872 29878 29877 29834 29834 29834 29841
Total aligned 29878 29834 29872 29878 29877 29834 29834 29834 29841
length
N per sample 36 67 34 35 36 25 25 25 23
Genome fraction 99.916 99.769 99.896 99.916 99.913 99.769 99.769 99.769 99.793
(%)
Coverage (%) 99.916 99.769 99.896 99.916 99.913 99.769 99.769 99.769 99.793
Assembly UFPEO099 UFPE100 | UFPE101 UFPE102 UFPE103 UFPE104 UFPE105 UFPE106 UFPE107
Collection date 16/09/2020 | 09/10/2020 | 09/10/20 | 09/10/2020 | 09/10/2020 | 09/10/2020 | 09/10/2020 10/10/2020 | 13/10/2020
20
Location Petrolandia Caetés Caetés Exu Exu Exu Exu Floresta Sertania
# contigs 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Largest contig 29900 29859 29859 29875 29859 29854 29859 29903 29892
Total length 29900 29859 29859 29875 29859 29854 29859 29903 29892
Reference length 29903 29903 29903 29903 29903 29903 29903 29903 29903
GC (%) 37.95 37.98 37.98 37.97 37.98 37.99 37.97 37.94 37.95
Reference GC (%) 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97
N50 29900 29859 29859 29875 29859 29854 29859 29903 29892
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Largest alignment 29875 29834 29834 29850 29834 29813 29834 29878 29880
Total aligned 29875 29834 29834 29850 29834 29813 29834 29878 29880
length
N per sample 58 25 25 25 66 131 25 35 18
Genome fraction 99.906 99.769 99.769 99.823 99.769 99.699 99.769 99.916 99.923
(%)
Coverage (%) 99.906 99.769 99.769 99.823 99.769 99.699 99.769 99.916 99.923
Assembly UFPE108 UFPE109 | UFPE110 UFPE111 UFPE112 UFPE113 UFPE114 UFPE115 UFPE116
Collection date 16/10/2020 | 16/10/2020 | 16/10/20 16/10/2020 16/10/2020 | 16/10/2020 16/10/2020 16/10/2020 | 26/10/2020
20
Location Serra Serra Buique Buique Buique Buique Buique Buique Parnamirim
Talhada Talhada
# contigs 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Largest contig 29861 29864 29859 29859 29859 29859 29864 29843 29843
Total length 29861 29864 29859 29859 29859 29859 29864 29843 29843
Reference length 29903 29903 29903 29903 29903 29903 29903 29903 29903
GC (%) 37.97 37.98 37.99 37.98 38.00 37.97 37.98 37.98 37.98
Reference GC (%) 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97
N50 29861 29864 29859 29859 29859 29859 29864 29843 29843
Largest alignment 29836 29839 29834 29834 29834 29834 29839 29818 29818
Total aligned 29836 29839 29834 29834 29834 29834 29839 29818 29818
length
N per sample 25 25 25 25 25 25 25 25 25
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Genome fraction 99.776 99.786 99.769 99.769 99.769 99.769 99.786 99.716 99.716
(%)
Coverage (%) 99.776 99.786 99.769 99.769 99.769 99.769 99.786 99.716 99.716
Assembly UFPE117 UFPE118 | UFPE119 UFPE120 UFPE121 UFPE122 UFPE123 UFPE124 UFPE125
Collection date 26/10/2020 Caetés Caetés Caetés Bonito Bonito Bonito 03/11/2020 | 03/11/2020
Location Parnamirim | 28/10/2020 | 28/10/20 | 28/10/2020 | 30/10/2020 | 30/10/2020 30/10/2020 Feira Nova | Feira Nova
20
# contigs 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Largest contig 29903 29903 29859 29858 29843 29890 29859 29843 29804
Total length 29903 29903 29859 29858 29843 29890 29859 29843 29804
Reference length 29903 29903 29903 29903 29903 29903 29903 29903 29903
GC (%) 37.94 37.96 37.98 37.99 37.98 37.94 37.97 37.98 37.99
Reference GC (%) 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97
N50 29903 29903 29859 29858 29843 29890 29859 29843 29804
Largest alignment 29818 29878 29834 29833 29818 29865 29834 29819 29779
Total aligned 29818 29878 29834 29833 29818 29865 29834 29819 29779
length
N per sample 50 26 25 46 25 35 25 24 25
Genome fraction 99.716 99.916 99.769 99.766 99.716 99.873 99.769 99.719 99.719
(%)
Coverage (%) 99.716 99.916 99.769 99.766 99.716 99.873 99.769 99.719 99.719
Assembly UFPE126 UFPE127 | UFPE128 UFPE129 UFPE130 UFPE131 UFPE132 UFPE133 UFPE134
Collection date Feira Nova | 05/11/2020 | 05/11/20 05/11/2020 06/11/2020 | 06/11/2020 06/11/2020 06/11/2020 | 06/11/2020
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20
Location 03/11/2020 Floresta Floresta Floresta Caetés Caetés Arcoverde Arcoverde Orobo
# contigs 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Largest contig 29903 29859 29859 29903 29903 29903 29860 29863 29843
Total length 29903 29859 29859 29903 29903 29903 29860 29863 29843
Reference length 29903 29903 29903 29903 29903 29903 29903 29903 29903
GC (%) 37.96 37.97 37.97 37.93 37.94 37.94 37.98 37.99 37.99
Reference GC (%) 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97 37.97
N50 29903 29859 29859 29903 29903 29903 29860 29863 29843
Largest alignment 29878 29834 29834 29878 29818 29878 29835 29838 29818
Total aligned 29878 29834 29834 29878 29818 29878 29835 29838 29818
length
N per sample 32 25 25 25 50 35 25 25 35
Genome fraction 99.916 99.769 99.769 99.916 99.716 99.916 99.773 99.783 99.716
(%)
Coverage (%) 99.916 99.769 99.769 99.916 99.716 99.916 99.773 99.783 99.716
Assembly UFPE135 UFPE136 | UFPE137 UFPE138
Collection date 06/11/2020 | 07/11/2020 | 07/11/20 07/11/2020
20
Location Orobd Caetés Caetés Caetés
# contigs 1 1 1 1
Largest contig 29903 29864 29859 29862
Total length 29903 29864 29859 29862
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Reference length 29903 29903 29903 29903
GC (%) 37.94 38.03 37.97 37.98
Reference GC (%) 37.97 37.97 37.97 37.97
N50 29903 29864 29859 29862
Largest alignment 29878 29839 29834 29837
Total aligned 29878 29839 29834 29837
length
N per sample 33 241 62 25
Genome fraction 99.916 99.786 99.769 99.779
(%)
Coverage (%) 99.916 99.786 99.769 99.779
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APENDICE B - MUTACOES COM FREQUENCIAS MAIORES QUE 5% ENTRE OS 67
GENOMAS DE PERNAMBUCO OBTIDOS NESTE ESTUDO E OS 293 RECUPERADAS

DO GISAID.
Mutacao
Gene/ORF Tipo de Alteracgao Freq. (abr- Freq. (jul- Freq. (out-dez)
mutacao aa jun) set)

C100T ORFlab 5 UTR - 0,00% 0,00% 19,82%
C241T ORFlab 5 UTR - 98,68% 98,8% 100,00%
C3037T ORFlab Sinénima F924F 98,68% 100% 100%
T10667G ORF1lab missense L3468V 0,00% 0,00% 17,12%
C11824T ORF1lab Sindnima 13853l 0,00% 0,00% 17,12%
C12053T ORF1lab missense L3930F 7,89% 27,17% 42,34%



A12964G

C14408T

G20292A

G23012A

A23403G

G25088T

G25906T

T27299C

ORF1lab

ORF1lab

ORF1lab

ORF3a

ORF6

Sinbnima

Sinbnima

missense

missense

missense

missense

missense

missense

G4233G

P4715L/P32

3L

G676D

E484K

D614G

V1176F

G172C

133T

0,00%

96,05%

9,21%

0,00%

98,68%

10,53%

0,00%

6,58%

0,00%

99,42%

5,78%

0,00%

100%

30,64%

13,29%

14,45%

17,12%

99,10%

5,41%

18,02%

100%

51,35%

11,71%

25,23%
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C28253T

G28628T

G28881A

G28882A

G28883C

G28975T

T29148C

C29754T

ORF8

Sinbnima

missense

missense

Sinbnima

missense

missense

missense

3'UTR

F120F

A119S

R203K

R203R

G204R

M2341

1292T

0,00%

0,00%

94,74%

94,74%

94,74%

0,00%

6,58%

0,00%

1,73%

0,00%

100,00%

100,00%

100,00%

0,00%

14,45%

0,00%

20,72%

18,02%

99%

99%

99%

19,82%

25,23%

20,72%
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APENDICE C - MUTACOES DEFINIDORAS DE CADA CLADO

Cluster Sitio Mutado Regido genbmica Mutacao Localizacéo aa Linhagem
sindbnima
Clado 1
B.1; B.1.195; B.1.212;
c241T 5'UTR _ _ B.1.91
C1059T ORFlab N&o T265I B.1; B.1.499;

B.1; B.1.195; B.1.212;
C3037T ORFlab Sim B.1.91

A6466G ORFlab Sim B.1.195

B.1; B.1.195; B.1.212;

C14408T ORF1lab N&o P4715L B.1.91

C15324T ORF1lab Sim B.1; B.1.212;

C16428T ORFlab Sim B.1.212



Clado 2

A22320G

A23403G

G24077T

G25563T

C28863T

G29540A

C19895T

C23604A

G28881A

ORF3a

3'UTR

ORF1lab

D253G

D614G

D839Y

Q57H

S197L

A2143V

P681H

R203K

75

B.1.499;

B.1; B.1.195; B.1.212;

B.1.91

B.1.91

B.1 e B.1.499

B.1.499; B.1

B.1.499; B.1

B.1.1 LABBE

B.1.1 LABBE

B.1.1



G28882A

(G28883C

Clado 3

G1264T

C7851T

C7600T

T11078C

C14408T

G23012A

A23403G

ORFlab

ORFla

ORFlab

ORF1lab

ORF1lab

Sim

Sim

Sim

_ B.1.1
G204R B.1.1
_ N.9
A2529V N.9
_ N.9
F3605L (F36L) N.9
P4715L B.1.1.33; N.9; B.1.1.161
E484K N.9
D614G N.9; B.1.1.33
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Clado 4

T27299C

A27853C

G28881A

G28882A

G28883C

T29148C

A2969G

A6319G

C12053T

ORF6

ORF7b

ORFla

ORF1lab

ORF1lab

Sim

Sim

133T

E33A

R203K

R203R

G204R

1292T

M9o02v

L3930F

77

B.1.1.33; N.9

N.9; B.1.1.33

B.1.1.33; B.1.1.161

B.1.1.33; B.1.1.161

B.1.1.33; B.1.1.161

B.1.1.33; N.9; B.1.1.161

B.1.1.28 de PE

B.1.1.28

B.1.1.28; P.2; B.1.1.332



C16308T

G25088T

T26149C

Sub-clado

P1 C3828T

A5648C

G17259T

C21614T

C21621A

C21638T

ORFlab

ORF3a

ORFlab

ORF1lab

ORF1b

Sim

V1176F

S253P

S1188L

K1795Q

E1264D

L18F

T20N

P26S

B.1.1.28 de PE

B.1.1.28; P.1; P.2;

B.1.1.332

B.1.1.28; P.1

P.1

P.1

P.1

P.1

P.1

P.1
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G21974T

G22132T

A22812C

G23012A

A23063T

C23525T

C24642T

T26149C

G28167A

ORF3a

ORF8

D138Y

R190S

K417T

E484K

N501Y

H655Y

T10271

S253P

E92K

P.1

P.1

P.1

P.1;,P.2;B.1.1.28

P.1

P.1

P.1

P.1;B.1.1.28

P.1
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Sub-clado
P2

C28512G

C100T

T10667G

C12053T

G23012A

G25088T

G28628T

G28975T

C29754T

5'UTR

ORF1lab / nsp5A-B

ORFlab

noncoding

Nao

P8OR

L3468V

L3930F

E484K

V1176F

A119S

M234|
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P.1

P.2

P.2

B.1.1.28; P.2; B.1.1.332

P.1,P.2;B.1.1.28

B.1.1.28; P.1; P.2;

B.1.1.332

P.2; B.1.1.28

P.2

P.2



Sub-clado
P7 C1288T

G10870T

C7124T

C9344T1

G8027T

G11596T

C12053T

G25088T

C25844T1

ORFlab

ORFlab

ORFlab

ORFla

ORFla

ORFlab

ORF1lab

ORF3a

Sim

Sim

P2287S

L3027F

V2588F

Q3777H

L3930F

V1176F

T151lI

P.7

P.7

P.7

P.7

P.7

P.7

B.1.1.28; P.2; B.1.1.332;
P.7

B.1.1.28; P.1; P.2; P.7;
B.1.1.332

P.7;P.2

81



C28311T

P13L

P.7
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APENDICE D - DEFINICOES DE HAPLOTIPOS DE SARS-COV-2 ANALISADOS E

SUAS FREQUENCIAS
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Haplétipos Frequéncia ID das sequéncias

Hap_1 1 B_NC_045512.2

Hap_ 2 1 B.1.212 Brazil/PB-IEC161853

Hap_3 1 B.1.212 Brazil/PA-IEC173005

Hap_4 1 B.1.212 Brazil/PA-IEC173002

Hap_5 2 B.1.212_Brazil/AC-IEC162526, B.1.212_Brazil/CE-FIOCRUZ-17848

Hap_6 1 B.1.212_Brazil/AC-IEC162533

Hap_7 1 B.1_Brazil/RR-IEC176343

Hap_8 5 B.1_Colombia/VAC-UdeV-01-2, B.1_Brazil/SC-FIOCRUZ-769, B.1_Colombia/VAC-GVI-93381,

B.1_Argentina/PAIS-G0002, B.1_Argentina/PAIS-D0012

Hap_9 1 B.1.212 Brazil/PA-IEC166687

Hap_10 B.1_Chile/MA-ISPCH-4

Hap 11 4 B.1_Brazil/SP-06, B.1_Brazil/RJ-DCVNS3, B.1_Brazil/RJ-FIOCRUZ-314, B.1_Chile/RM-CMM-

0000E
Hap_12 9 B.1_Colombia/NSA-NS-79852, B.1_Brazil/BA-24, B.1_Chile/RM-ISPCH-70, B.1_Chile/RM-
ISPCH-30, B.1_Chile/Santiago-PUC_MVL_0519, B.1_Chile/Santiago-PUC_MVL_0043,
B.1_Chile/Santiago-PUC_MVL_0047, B.1_Chile/Santiago-PUC_MVL_0077,
B.1_Chile/Puerto_Montt-PUC_MVL_0246

Hap_13 4 B.1_Peru/LIM-INS-155, B.1_Chile/AR-ISPCH-14, B.1_Colombia/BOL-INS-84730,
B.1_Colombia/BOY-INS-88859

Hap_14 1 B_Brazil/lun-SP02cc
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Hap_15 1 B.1_Chile/MA-ISPCH-11
Hap_16 1 B.1_Brazil/SE-FIOCRUZ-6555
Hap_17 1 B.1_Chile/Santiago-PUC_MVL_0540
Hap_ 18 1 B.1_Brazil/SE-FIOCRUZ-6539
Hap_ 19 1 B.1.212_Brazil/CE-FIOCRUZ-17833
Hap_20 1 B.1_Chile/Santiago-PUC_MVL_0271
Hap_21 1 B.1_Chile/Santiago-PUC_MVL_0289
Hap_22 1 B.1_Chile/RM-87464-TC1
Hap_23 1 B.1_Peru/JUN-INS-074
Hap 24 1 B.1.1.33_Brazil/DF-FIOCRUZ-861
Hap_ 25 19 B.1.1.33_Brazil/RJ-FIOCRUZ-2203, B.1.1.33_Brazil/DF-FIOCRUZ-891, B.1.1.33_Brazil/PR-
FIOCRUZ-33316, B.1.1.33 Brazil/RJ-FIOCRUZ-2044, B.1.1.33_Chile/Santiago-PUC_MVL_0379,
B.1.1.33_Chile/Santiago-PUC_MVL_0159, B.1.1.33_USA/FL-QDX-786, B.1.1.33_USA/FL-QDX-
787, B.1.1.33_Brazil/SP-860, B.1.1.33_Brazil/RJ-INCA-C181, B.1.1.33 Brazil/RJ-INCA-C68,
B.1.1.33_Brazil/RJ-00305, B.1.1.33_Brazil/RJ-00346, B.1.1.33_Brazil/SP-862,
B.1.1.33_Chile/RM-134034, B.1.1.33_Brazil/RS-0313CVL, B.1.1.33_Brazil/[RS-0372CVL,
B.1.1.33_Brazil/AP-IEC161167, B.1.1.33_Brazil/AP-IEC163359
Hap_ 26 2 B.1.1.33_Brazil/RJ-FIOCRUZ-13416, B.1.1.33_Brazil/RJ-FIOCRUZ-12854
Hap_ 27 1 B.1.1.33_Brazil/RJ-FIOCRUZ-31113
Hap_ 28 1 B.1.1.33_Brazil/lRJ-FIOCRUZ-2115
Hap_ 29 1 B.1.1.33_Brazil/SP-HIAE-ID29
Hap_ 30 1 B.1.1.33_Brazil/RJ-FIOCRUZ-7336A4
Hap_31 1 B.1.1.33_Brazil/CE-FIOCRUZ-17866
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Hap_32 1 B.1.1.33_Australia/QLD1096
Hap_33 1 B.1.1.33_Brazil/PR-FIOCRUZ-10582-TG-109
Hap_34 1 B.1.1 Brazil/SE-FIOCRUZ-6561
Hap_35 22 B.1.1_Brazil/PR-FIOCRUZ-5616, B.1.1_Chile/Santiago-PUC_MVL_0024, B.1.1_Ecuador/USFQ-
066, B.1.1.28 Brazil/AL-FIOCRUZ-837, B.1.1.28_Brazil/SP-516, B.1.1.28_Brazil/SP-831,
B.1.1.28 Brazil/SP-629, B.1.1.28 Brazil/SP-826, B.1.1.28 Brazil/SP-810, B.1.1.28 Brazil/SP-
459, B.1.1_Peru/LIM-INS-308, B.1.1.28 Brazil/SP-293, B.1.1.28_Brazil/BA-93, B.1.1_UFPEQ079,
B.1.1_Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM221, B.1.1_Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM103, B.1.1_Peru/LIM-INS-
340, B.1.1.28 Brazil/SP-585, B.1.1.28 Brazil/PA-IEC173014, B.1.1_Brazil/PE-UFPE054,
B.1.1_Brazil/PE-UFPEOQ56, B.1.1_Brazil/PR-IPEC-103
Hap_ 36 1 B.1.1 Brazil/lPB-FIOCRUZ-16577
Hap_ 37 1 B.1.1.33_Brazil/PR-FIOCRUZ-33294
Hap_ 38 1 B.1.1.33_Brazil/PR-FIOCRUZ-10623-TG-112
Hap_ 39 1 B.1.1_Brazil/PB-FIOCRUZ-16583
Hap_40 1 B.1.1.33_Brazil/PR-FIOCRUZ-11065-TG-121
Hap_41 1 B.1.1.33_Brazil/PR-FIOCRUZ-11212
Hap_42 1 B.1.1_Brazil/SE-FIOCRUZ-6530
Hap_ 43 1 B.1.1_Brazil/PB-FIOCRUZ-16524
Hap_ 44 1 B.1.1.33_Brazil/RJ-FIOCRUZ-1574
Hap_45 1 B.1.1_Chile/RM-87391-TC1
Hap_46 1 B.1.1_Peru/LIM-INS-147
Hap_47 1 B.1.1.33_Brazil/PR-FIOCRUZ-10994-TG-118
Hap_48 1 B.1.1.33_Brazil/RJ-FIOCRUZ-13870
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Hap_49 1 B.1.1.33_Brazil/PR-FIOCRUZ-9931-TG-176
Hap_50 1 B.1.1.33_Brazil/RJ-FIOCRUZ-1464
Hap_51 1 B.1.1.33_Brazil/RI-FIOCRUZ-2000
Hap_ 52 1 B.1.1.33_Brazil/lGO-FIOCRUZ-13916
Hap_ 53 1 B.1.1_Brazil/PB-FIOCRUZ-16590
Hap_54 1 B.1.1_Chile/Santiago-GPJ5829
Hap_55 1 B.1_Chile/Santiago-MAA978K
Hap_56 1 B.1_Chile/Santiago-PUC_MVL_0026
Hap_57 1 B.1_Chile/Santiago-PUC_MVL_0068
Hap_58 1 B.1.1_Colombia/VAC-GVI-93467
Hap_ 59 1 B.1.1_Venezuela/VEN-89312
Hap_60 1 B.1.1_Chile/Santiago-PUC_MVL_0305
Hap_61 1 B.1.1_Colombia/GUR-06537
Hap_62 1 B.1.1_Chile/Santiago-PUC_MVL_0279
Hap_63 1 B.1.1_Chile/Santiago-AGR8546
Hap 64 1 B.1.1_Colombia/NAR-GVI-97417
Hap_65 1 B.1_Chile/Santiago-PUC_MVL_0096
Hap_66 1 B.1_Colombia/GUR-06406
Hap_67 1 B.1.1_Brazil/PR-FIOCRUZ-15066
Hap_68 1 B.1.212_Brazil/CE-L16-CD346
Hap_69 1 B.1.1.28_Brazil/SP-L4-CAMPI65
Hap_70 2 B.1.1.28_England/MILK-ABBFDO, B.1.1.28 England/MILK-ABBBBE
1

Hap 71

B.1.1.33_Canada/ON-PHL-20-01468
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Hap_72 1 B.1.1.33_USA/IL-IDPH-COO-C-000829
Hap_73 2 B.1.1.33_USA/IL-IDPH-MCD-S-000879, B.1.1.33_USA/IL-IDPH-S-000369
Hap_74 1 B.1.1.33_USA/TX-HMH098
Hap_75 2 B.1.1.33_USA/WI-UW-198, B.1.1.33_Chile/RM-ISPCH-71
Hap_ 76 1 B.1.1_Chile/RM-CMM-A2P533884024
Hap_77 2 B.1.1.33_Canada/ON-PHL-20-01438, B.1.1.33_Canada/ON-SC0139
Hap_78 1 B.1.1.33_Canada/ON-UHTC_0215
Hap_79 1 B.1_Argentina/PAIS-E0045
Hap_80 3 B.1 Argentina/PAIS-E0134, B.1_Argentina/PAIS-C0035, B.1_Argentina/PAIS-C0030
Hap_81 1 B.1_Argentina/PAIS-E0144
Hap_82 1 B.1_Ecuador/USFQ-097
Hap_83 1 B.1_Ecuador/USFQ-515
Hap_84 1 B.1_Ecuador/USFQ-539
Hap_85 2 B.1.1 Ecuador/USFQ-045, B.1.1_Ecuador/USFQ-114
Hap_86 1 B.1.1_Ecuador/USFQ-147
Hap_87 2 B.1.1.33_England/MILK-9A7F6F, B.1.1.33_England/QEUH-A1F1A7
Hap_ 88 1 B.1.1_Colombia/GUR-02256
Hap 89 1 B.1.1.28 Brazil/SC-FIOCRUZ-34070-R1
Hap_ 90 1 B.1.1.28 Brazil/PR-FIOCRUZ-11653-TG-148
Hap 91 1 B.1.1.28 Brazil/PR-FIOCRUZ-11632-TG-134
Hap 92 1 B.1.1.28 Brazil/lRS-123 LABRESIS
Hap 93 1 B.1.1.28_Brazil/SP-820
1

Hap 94

B.1.1.28_Brazil/SP-438
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Hap_95 1 B.1.1.28 Brazil/SP-832
Hap_96 1 B.1.1.28 Brazil/SP-340
Hap_97 1 B.1.1.28 Brazil/SP-445
Hap_98 1 B.1.1.28_Brazil/SP-818
Hap_ 99 1 B.1.1.28_Brazil/PE-UFPEO032
Hap_100 1 B.1.1.28_Brazil/SP-136
Hap_101 1 B.1.1.28_Brazil/SP-218
Hap_102 1 B.1.1.28_Brazil/SP-559
Hap_103 1 B.1.1.28_Brazil/SP-822
Hap_104 1 B.1.1.33_Brazil/SP-177
Hap_105 1 B.1.1.33_Brazil/SP-163
Hap_106 1 B.1.1.33_Brazil/SP-164
Hap_107 1 B.1.1.33_Brazil/BA-96
Hap_108 1 B.1.1 Peru/LIM-INS-318
Hap_109 1 B.1.1.33_Brazil/SP-299
Hap_110 1 B.1.1.28_Brazil/SP-301
Hap_ 111 1 B.1.1.33_Brazil/BA-01
Hap_112 1 B.1.1.33_Brazil/BA-83
Hap_113 1 B.1.1.28 Brazil/BA-88
Hap_114 1 B.1.1_Brazil/PE-UFPE049
Hap_115 1 B.1.1_Brazil/PE-UFPE023
Hap_ 116 1 B.1.1.28_Brazil/PE-UFPE052
1

Hap_ 117

B.1.1_Kenya/COV-MBB-07-075
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Hap_118 1 B.1.1_UFPE097

Hap_119 1 B.1.1_UFPE074

Hap_120 2 B.1.1_UFPE072, B.1.1_UFPEO075
Hap_121 1 B.1.1_UFPEO0SO

Hap_122 1 B.1.1_Brazil/PE-UFPEO71
Hap_123 1 B.1.1_Brazil/PE-UFPE005
Hap_124 1 B.1.1_UFPE110

Hap_125 1 B.1.1_UFPE111

Hap_126 1 B.1.1_UFPE119

Hap_127 3 B.1.1.28_UFPE094, B.1.1.28_UFPE095, B.1.1.28_UFPE096
Hap_128 1 B.1.1.28_UFPE083
Hap_129 1 B.1.1.28_UFPE081
Hap_130 1 B.1.1.28_UFPE100
Hap_131 1 B.1.1.28_UFPE101
Hap_132 2 B.1.1.28_UFPE138, B.1.1_UFPE136
Hap_133 1 B.1.1_Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM109
Hap_134 1 B.1.1_Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM311
Hap_135 1 B.1.1.33_Brazil/RJ-INCA-C23
Hap_136 1 B.1.1_Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM2116
Hap_137 1 B.1.1_Peru/LIM-INS-315
Hap_138 1 B.1.1_Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM2245
Hap_139 5 B.1.1_Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM2236, B.1.1_Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM2160, B.1.1_Brazil/PE-

FIOCRUZ-IAM2140, B.1.1_Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM2238, B.1.1_UFPE087
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Hap_140 2 B.1.1.33_Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM2182, B.1.1.33_Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM2229
Hap_141 1 B.1.1 Brazil/RJ-00402
Hap_142 1 B.1.1_Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM2256
Hap_ 143 1 B.1.1 Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM1775
Hap_144 1 B.1.1.28 Brazil/SP-963
Hap_145 1 B.1.1.28 Brazil/SP-523
Hap_146 1 B.1.1.33_Brazil/SP-399
Hap_ 147 1 B.1.1.33_Brazil/RJ-00307
Hap_ 148 1 B.1.1.28_Brazil/RJ-00409
Hap_149 1 B.1.1.33_Brazil/RJ-00329
Hap_150 1 B.1.1.33_Brazil/lRS-32833
Hap_151 1 B.1.1_Peru/LIM-UPCH-0149
Hap_ 152 1 B.1.1_Peru/ARE-INS-631
Hap_ 153 1 B.1.1.28_Brazil/GO-HLAGYN-870588_R1
Hap_ 154 1 B.1.1.28_Brazil/lRS-UFCSPA_LACEN-89673
Hap_155 1 B.1.1.28_Scotland/CVR3315
Hap_156 1 B.1.1.28 Brazil/SP-140
Hap_157 1 B.1.1.28_Brazil/BA-LACEN-121
Hap_158 1 B.1.1_Brazil/PE-UFPE037
Hap_ 159 1 B.1.1.33_Brazil/lRJ-FIOCRUZ-2811
Hap_160 1 B.1.1.33_Brazil/MS-1310
Hap_161 1 B.1.1.33_Brazil/MS-1289

1

Hap_ 162

B.1.1.33_Brazil/RS-20020CVL
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Hap_163 1 B.1.1_Chile/RM-112882
Hap_164 1 B.1.1_Chile/BI-206407

Hap_165 1 B.1.1.33_Brazil/RS-17663CVL
Hap_166 1 B.1.1.33_Brazil/RS-17114CVL
Hap_167 1 B.1.1.33_Brazil/RS-0200CVL
Hap_168 1 B.1.1.33_Brazil/RS-0237CVL
Hap_169 1 B.1.1.33_Brazil/RS-1432CVL
Hap_170 1 B.1.1.33_Brazil/RS-0343CVL
Hap_171 1 B.1.1.33_Brazil/RS-5377CVL
Hap_172 1 B.1.1.33_Brazil/RS-13407CVL
Hap_173 1 B.1.1.33_Brazil/RS-26276CVL
Hap_174 1 B.1.1.33_Brazil/RS-31975CVL
Hap_175 1 B.1.1.33_Brazil/RS-19274CVL
Hap_176 1 B.1.1.33_Chile/RM-82488
Hap_177 1 B.1.1.33_Chile/Santiago-PUC_MVL_0384
Hap_178 1 B.1.212_Brazil/RO-04

Hap_179 1 B.1.212_Brazil/RO-06

Hap_180 1 B.1.212_Brazil/AM-FIOCRUZ-20892300TV
Hap_181 1 B.1.195_Brazil/AM-FIOCRUZ-20140481LB
Hap_182 1 B.1.195_Brazil/AM-FIOCRUZ-20140522MA
Hap_183 3 B.1.195_Brazil/AM-FIOCRUZ-20890023DP, B.1.195_Brazil/AM-FIOCRUZ-20890128FE,

B.1.195 Brazil/AM-FIOCRUZ-20890140CD

Hap_184

B.1.195_ Brazil/AM-FIOCRUZ-20892241JS
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Hap_185 1 B.1.195 Brazill/AM-FIOCRUZ-20890223J]C
Hap_186 1 B.1.1.28 Brazil/AM-FIOCRUZ-20141355VB
Hap_187 1 B.1.1.28_Brazil/AM-FIOCRUZ-20891898RL
Hap_ 188 1 B.1.1.28_ Brazil/AM-FIOCRUZ-20891680JR
Hap_189 1 B.1.1_Chile/RM-72815
Hap_190 1 B.1.1.33_Brazil/SE-FIOCRUZ-6556
Hap 191 1 B.1.212_Brazil/CE-FIOCRUZ-17832
Hap_ 192 1 B.1.1.33_Brazil/RJ-FIOCRUZ-7633
Hap_ 193 1 B.1.1.33_Brazil/RJ-FIOCRUZ-7634
Hap_ 194 1 B.1.1.33_Brazil/RJ-FIOCRUZ-14012
Hap_ 195 1 B.1.1.33_Brazil/lGO-FIOCRUZ-13602s2
Hap_ 196 1 B.1.1.33_Brazil/BA-FIOCRUZ-33265
Hap_ 197 1 B.1.1.28 Brazil/MG-FIOCRUZ-34172
Hap_ 198 1 B.1.1.28 Brazil/PR-FIOCRUZ-11074-TG-122
Hap_199 1 B.1.1.28 Portugal/PT1822
Hap_200 1 B.1.1.28 Brazil/lTO-1173
Hap_ 201 1 B.1.1.161_Brazil/RS-11JCJHCPA
Hap_ 202 1 B.1.1.161 Brazil/RS-130_LABRESIS
Hap_ 203 1 B.1.1.33_Brazil/lRS-141 LABRESIS
Hap_ 204 1 B.1.1.161 Brazil/lRS-127_LABRESIS
Hap_205 1 B.1.1.161 Brazil/lRS-138 LABRESIS
Hap_206 1 B.1.1.161_Brazil/RS-151 LABRESIS

1

Hap_207

B.1.1.161_Brazil/lRS-137_LABRESIS
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Hap_208 1 B.1.1.161_Brazil/RS-117_LABRESIS
Hap_209 1 B.1.1.161_Brazil/RS-26AVGFHCPA
Hap_210 1 B.1.1 Bolivia/26937
Hap_ 211 1 B.1.1.161_Brazil/lRS-169_LABRESIS
Hap_212 1 B.1.1.161_Brazil/lRS-142_LABRESIS
Hap_213 1 B.1.1.33_Brazil/RS-FIOCRUZ-6187
Hap_ 214 1 B.1.1 Brazil/RJ-FIOCRUZ-11493
Hap_215 1 B.1.1_Bolivia/26946
Hap_ 216 1 B.1.1.33_Brazil/SP-318
Hap_ 217 1 B.1.1_Brazil/PB-FIOCRUZ-29644
Hap_ 218 1 B.1.1.33_Brazil/RJ-FIOCRUZ-17588
Hap_219 1 B.1.1_Chile/AR-208476
Hap_220 1 B.1.1.33_Brazil/RN-FIOCRUZ-34124
Hap_ 221 1 B.1.1.33_Brazil/RJ-FIOCRUZ-20195
Hap_ 222 1 B.1.1.33_Brazil/RJ-FIOCRUZ-12794
Hap_ 223 1 B.1.1.33_Brazi/MG-FIOCRUZ-69
Hap_ 224 1 B.1.1.33_Brazil/SP-957
Hap_ 225 1 B.1.1.28 Brazil/RS-FIOCRUZ-15284
Hap_ 226 1 B.1.1.28 Brazil/SP-817
Hap_ 227 1 B.1.1.28 Brazil/SP-857
Hap_228 1 B.1.1.28 Uruguay/CUY1-000134-UYTA
Hap_229 1 B.1.1.33_Brazil/BA-23

1

Hap_230

B.1.1_Ecuador/UEES-ECU404
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Hap_231 1 B.1.1 Ecuador/UEES-ECU469
Hap_232 1 B.1.1.33_Argentina/PAIS-G0079
Hap_233 1 B.1.1_Peru/LIM-UPCH-0128
Hap_234 1 B.1_Peru/LIM-UPCH-0056
Hap_235 1 B.1_Peru/ARE-INS-628
Hap_236 1 B.1_Peru/LIM-INS-523
Hap_237 1 B.1_Chile/RM-88024-TC1
Hap_ 238 1 B.1_Argentina/PAIS-G0085
Hap_239 1 B.1.1.28_Brazil/SP-423
Hap_240 1 B.1.1.28_Brazil/SP-1104
Hap_241 1 B.1.1.28_Qatar/QA-WCMQ_FD18190004
Hap_242 1 B.1.1.28 Brazil/SP-702
Hap_ 243 1 B.1.1.28 Brazil/AM-FIOCRUZ-20898137RM
Hap_ 244 1 B.1.1.28 Brazil/AM-FIOCRUZ-20142424SS
Hap_245 1 B.1.1.28 Brazil/AM-FIOCRUZ-20892948LS
Hap_246 1 B.1.1.28_Brazil/SP-208
Hap_ 247 1 B.1.1.28_Brazil/SP-661
Hap_248 1 B.1.1.28_Brazil/SP-359
Hap_249 1 B.1.1_Brazil/PE-UFPE003
Hap_250 1 B.1.1.28 Brazil/SP-417
Hap_ 251 1 B.1.1.28 Brazil/SP-667
Hap_ 252 1 B.1.1.33_Brazil/SP-594

1

Hap_ 253

B.1.1.33_Brazil/SP-658
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Hap_254 1 B.1.1.33_Brazil/RJ-UFRJ-57721
Hap_255 1 B.1.1.33_Brazil/AC-IEC168034
Hap_256 1 B.1.1.33_Chile/RM-ISPCH-73
Hap_257 1 B.1.1.33_UFPEOQO78
Hap_258 1 B.1.1.33_Brazil/lRS-24277
Hap_259 1 B.1.1.33_Brazil/RJ-00456
Hap_260 2 B.1.1.33_Uruguay/RIV-M5, B.1.1.33_Uruguay/RIV-M13
Hap_ 261 1 B.1.1.28 Brazil/PA-IEC172962
Hap_262 1 B.1.1.28_UFPE073
Hap_263 1 B.1.1_UFPE089
Hap_ 264 1 B.1.1.33_USA/MA-MGH-01491
Hap_265 1 B.1.1.33_Brazil/RR-IEC176364
Hap_266 1 B.1.173_UFPE090
Hap_267 1 B.1.173 UFPE135
Hap_268 1 B.1.1.28_Brazil/RJ-00419
Hap_ 269 2 B.1.1 Brazil/lPE-UFPEO13, B.1.1_Brazil/PE-UFPE012
Hap_ 270 1 B.1.1_Brazil/PE-UFPEO025
Hap 271 1 B.1.1 Brazil/PE-UFPEO61
Hap_272 1 B.1.1_Brazil/PE-UFPE068
Hap 273 1 B.1.1_Peru/LAM-INS-721
Hap_274 1 B.1.1.33_Brazil/PE-UFPE018
Hap_ 275 1 B.1.1.33_Brazil/[RJ-00342

1

Hap_ 276

B.1.1_Chile/AT-CMM-ATACO05
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Hap_277 1 B.1.1.371_UFPE118
Hap_278 1 B.1.1.371_UFPE126
Hap_279 1 B.1.1_Brazil/lPE-UFPE067
Hap_280 1 B.1.1.33_Brazil/PR-IPEC-135
Hap_ 281 1 B.1.1.33_Brazil/PR-IPEC-144
Hap_282 1 B.1.1_Brazil/PR-IPEC-139
Hap_283 1 B.1.1.33_Australia/QLD1184
Hap_284 1 B.1.1.33_UFPE106
Hap_285 1 B.1.1.33_UFPE084
Hap_286 1 B.1.1.33_Brazil/RJ-00458
Hap_ 287 1 B.1.1.28_Indonesia/Jl-ITD-26463NTv
Hap_288 1 B.1.1.28 UFPE120
Hap_289 1 B.1.1.28 UFPE131
Hap_290 1 B.1.1.28_UFPE086
Hap_291 1 B.1.1.28_Philippines/PH-PGC-01559
Hap_292 1 B.1.1_Ecuador/USFQ-206
Hap_ 293 1 B.1.1_Peru/LIM-INS-527
Hap_294 1 B.1.1_Peru/LIM-INS-530
Hap_295 1 B.1.1_UFPEO076
Hap_296 1 B.1.1.192_UFPE132
Hap_297 1 B.1.1_UFPE133
Hap_ 298 1 B.1.1.28_UFPE099

1

Hap_ 299

B.1.1.28_UFPEO085
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Hap_300 1 B.1.1.28_UFPE093

Hap_301 2 B.1.1_UFPE128, B.1.1_UFPE129

Hap_302 1 B.1.1.28_UFPE088

Hap_303 1 B.1.1.28_Brazil/PR-IPEC-048

Hap_304 1 B.1.1.28_Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM1833

Hap_305 1 B.1.1.28_Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM2233

Hap_306 1 B.1.1.28_UFPE082

Hap_307 1 B.1.1.28_Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM1834

Hap_308 1 B.1.1.28_UFPE102

Hap_309 1 B.1.1.28_UFPE103

Hap_310 1 B.1.1.28_UFPE105

Hap_311 1 B.1.1.28_UFPE104

Hap_312 1 B.1.1.28_UFPE127

Hap_313 1 B.1.1_Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM2131

Hap_314 1 B.1.1.28_UFPEQ77

Hap_315 1 B.1.1.28_UFPE108

Hap_316 1 B.1.1.28_UFPE109

Hap_317 1 B.1.1.371_Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM1818

Hap_318 1 B.1.1_Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM1825

Hap_319 1 B.1.1_Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM2247

Hap_320 2 B.1.1_Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM1804, B.1.1_Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM1820

Hap_321 1 B.1.1_Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM2147
1

Hap_ 322

B.1.1.33_Brazil/lMS-1275
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Hap_323 1 B.1.1.28 Brazil/PR-IPEC-016
Hap_324 1 B.1.1.33_Brazil/SP-1099
Hap_325 1 B.1.1.28_UFPE113
Hap_326 1 B.1.1.28_UFPE114
Hap_327 1 B.1.1.33_Brazil/RJ-FIOCRUZ-22685
Hap_328 1 B.1.1.33_Brazil/AM-FIOCRUZ-20140447AV
Hap_329 1 B.1.1_Argentina/PAIS-A0005
Hap_330 1 B.1.1_Peru/LIM-INS-184
Hap_ 331 1 B.1.1_Peru/LIM-INS-283
Hap_ 332 1 B.1.1_Peru/LIM-INS-769
Hap_333 1 B.1.1_Peru/MOQ-INS-836
Hap_334 1 B.1.1_Peru/LIM-INS-828
Hap_335 1 B.1.1_Peru/LIM-UPCH-0238
Hap_336 1 B.1.1.28_Brazil/SP-L7-CD79
Hap_ 337 1 B.1.1.28_Brazil/RS-8698CVL
Hap_ 338 1 B.1.1 Brazil/RS-UFCSPA_LACEN-46396
Hap_339 1 B.1.1_Argentina/PAIS-E0124
Hap_340 1 B.1.499 Argentina/PAIS-G0114
Hap_341 1 B.1.499 Argentina/PAIS-G0112
Hap_342 1 B.1_Argentina/PAIS-A0179
Hap_343 1 B.1_Argentina/PAIS-E0023
Hap_344 1 B.1.1_Chile/AR-192891

1

Hap_345

B.1.1.33_Brazil/RS-18490CVL
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Hap_346 1 B.1.1.33_Brazil/RS-13715CVL
Hap_347 1 B.1.1.28_Brazil/DF-L124-CD4042
Hap_348 1 B.1.1.28_Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM1790
Hap_349 1 B.1.1.28_Brazil/RS-FUNED-904220
Hap_350 1 P.7_Brazil/lRS-00666
Hap_351 1 P.7_Brazil/lGO-HLAGYN-1308717
Hap_352 1 P.7_Brazil/PB-BA1200-250032126
Hap_353 1 P.7_Brazil/RS-34614CVL
Hap_354 1 P.7_Brazil/SC-FIOCRUZ-33484
Hap_355 1 P.7_Japan/TY7-416-P1
Hap_356 1 B.1_Brazil/PR-FIOCRUZ-5622
Hap_357 1 B.1_Peru/LIM-INS-090
Hap_358 1 B.1.1.33_Brazil/RJ-FIOCRUZ-13784
Hap_359 1 B.1.1_Brazil/RJ-FIOCRUZ-11485
Hap_360 1 B.1.1_Brazil/PB-FIOCRUZ-29628
Hap_361 1 B.1.1.33_Brazil/MT-FIOCRUZ-21770
Hap_362 1 B.1.1.33_Brazil/BA-FIOCRUZ-21786
Hap_363 1 B.1.1.33_Chile/RM-171340
Hap_364 1 B.1.1_Chile/RM-110987
Hap_365 1 B.1.1_Chile/RM-157016
Hap_366 1 B.1.1_Chile/RM-170990
Hap_367 1 B.1.1_Chile/RM-192950

1

Hap_ 368

B.1.1.28_Brazil/SC-FIOCRUZ-34078-R1
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Hap_369 1 B.1.1_Brazil/RJ-FIOCRUZ-2930
Hap_370 1 B.1.1.28_Brazil/BA-FIOCRUZ-33254
Hap_371 1 B.1.1.28 Brazil/SP-1100
Hap_ 372 1 B.1.1.28_Brazil/RJ-FIOCRUZ-13013
Hap_373 1 B.1_Colombia/AMA-GUR-06747
Hap_374 1 B.1_Colombia/AMA-GUR-06818
Hap_ 375 1 B.1_Colombia/AMA-GUR-06777
Hap_ 376 1 B.1.1.33_Brazil/ES-FIOCRUZ-33712
Hap_377 1 N.9 Brazil/SP-883
Hap_ 378 1 N.9_Brazil/BA-FIOCRUZ-33636
Hap_379 1 B.1.1.28_Brazil/SP-803
Hap_380 1 B.1.1.28_Brazil/SP-878
Hap_ 381 1 B.1.1.28 Brazil/RJ-FIOCRUZ-23375
Hap_382 1 B.1.1.28 Portugal/PT1957
Hap_383 1 B.1.1.28 Brazil/RJ-FIOCRUZ-18566
Hap_ 384 1 B.1.1.28 Brazil/lRS-34418CVL
Hap_385 1 B.1.1.33_Brazil/RS-16174CVL
Hap_386 1 B.1.1.33_Brazil/RS-7774CVL
Hap_ 387 1 B.1.1.28 Brazil/PB-IEC-177526
Hap_ 388 1 B.1.1.28 Brazil/SP-UW-651271524001
Hap_ 389 1 B.1.1.28 Brazil/RN-FIOCRUZ-34120
Hap_390 1 B.1.1.33_Brazil/MG-UW-651313414501
1

Hap_ 391

B.1.1.28_Brazil/SP-1146
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Hap_392 3 B.1.1.28_UFPE115, B.1.1.28 UFPE116, B.1.1.28 UFPE117
Hap_393 1 B.1.1.28 Brazil/TO-1184
Hap_394 1 B.1.1 Brazil/SP-781
Hap_395 1 B.1.1.33_Brazil/RJ-00574
Hap_396 1 B.1.1.33_Brazil/RJ-FIOCRUZ-16446
Hap_397 1 B.1.1.33_Brazil/RJ-FIOCRUZ-7560
Hap_398 1 B.1.1.33_Suriname/SR-94
Hap_ 399 1 B.1.1.33_Switzerland/VS-ETHZ-270176
Hap_400 1 B.1.1_Ecuador/EC-E-124319
Hap_401 1 B.1.1.33_UFPE112
Hap_402 1 B.1.1.33_UFPE137
Hap_403 1 B.1.1.33_UFPE107
Hap_404 1 B.1.1.33_UFPE098
Hap_405 1 B.1.1.33_Brazil/AC-43TFR
Hap_406 1 B.1.1 Brazil/PB-FIOCRUZ-29631
Hap_407 1 B.1.1.28 Brazil/PR-FIOCRUZ-15062-TG-158
Hap_408 1 B.1.1_Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM215
Hap_409 1 B.1.1_Peru/LOR-INS-584
Hap_410 1 B.1.1_Peru/LOR-INS-601
Hap_411 1 B.1.1.28_Brazil/RJ-00420
Hap_412 1 B.1_Peru/LIM-INS-136
Hap_ 413 1 B.1.1.33_Brazil/[RJ-00479

1

Hap_ 414

B.1.1.33_Brazil/PR-IPEC-072
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Hap_415 1 B.1.1.33_Brazil/RJ-00497
Hap_416 1 B.1.1.33_UFPE091
Hap_417 1 B.1.1.33_Brazil/RS-1061CVL
Hap_418 1 B.1.1_Brazil/PA-IEC176486
Hap_419 1 B.1.1.28 Philippines/PH-PGC-01943
Hap_420 1 B.1.1_Brazil/PR-IPEC-152
Hap_421 1 B.1.1.28_Brazil/PR-IPEC-101
Hap_422 1 B.1.1.33_Brazil/PR-IPEC-021
Hap_423 1 B.1.1.33_Brazil/PR-IPEC-078
Hap_424 1 B.1.212_Brazil/PE-UFPE022
Hap_425 1 B.1.212 Brazil/RN-FIOCRUZ-34132
Hap_426 1 B.1.91 Brazil/RS-FIOCRUZ-34195
Hap_427 1 B.1.91 Brazil/RS-FIOCRUZ-6237
Hap_428 1 B.1_Chile/Santiago-PUC_MVL_0254
Hap_429 1 B.1_Colombia/VAC-GVI-97181
Hap_430 1 B.1.1_Brazil/RN-BA1200-240140562
Hap_ 431 1 N.9_Brazil/PB-BA1200-250036191
Hap_432 1 N.9_Brazil/MA-IEC1200-177755
Hap_ 433 1 B.1.1.33_Brazil/MA-IEC1200-177752
Hap_434 1 B.1_Argentina/PAIS-A0205
Hap_435 1 B.1.1.28 Brazil/TO-1186
Hap_436 1 B.1.1.28 Portugal/PT1952

1

Hap_437

P.2_Brazil/RJ-00537
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Hap_438 1 P.2_Brazil/RJ-00553
Hap_439 1 P.2_Brazil/RS-00633
Hap_440 1 P.2_Brazil/RS-00653
Hap_441 1 P.2_Brazil/lRS-31800
Hap_442 1 P.2_Brazil/PR-IPEC-022
Hap_443 1 P.2_Brazil/PR-IPEC-039
Hap_444 1 P.2_Brazil/SP-891
Hap_445 1 P.2_Brazil/CE-IEC-177343
Hap_446 3 P.2_Brazil/MG-FUNED-828-20US, P.2_UFPE124, P.2_UFPE125
Hap_447 1 P.2_Brazill AP-IEC1200-178185
Hap_448 1 P.2_Brazil/AP-IEC1200-178192
Hap_449 1 P.2_Brazil/PA-IEC-176581
Hap_450 1 P.2_Brazil/lPA-IEC-177042
Hap_ 451 1 P.2_Brazil/PR-FUNED-51538-20
Hap_452 1 P.2_UFPE121
Hap_453 2 P.2_UFPE122, P.2_UFPE123
Hap_ 454 1 P.2_UFPE134
Hap_455 1 P.2_UFPE130
Hap_456 1 P.2_Brazil/AP-IEC1200-178194
Hap_457 1 P.2_Brazil/RJ-FUNED-330157046
Hap_458 1 P.2_Brazill AM-996
Hap_459 1 P.2_Brazil/PR-FUNED-57868-20
1

Hap_460

P.2_Brazil/PR-FUNED-56917-20
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Hap_461 1 P.2_Brazil/PR-FUNED-55927-20
Hap_462 1 P.2_Brazil/RS-FUNED-837150
Hap_463 1 P.2_Brazil/RJ-FIOCRUZ-25304
Hap_464 1 P.2_Brazil/RJ-FIOCRUZ-32593
Hap_465 1 P.2_Brazil/RN-FIOCRUZ-34150
Hap_466 1 P.2_Brazil/MA-FIOCRUZ-34251
Hap_467 1 P.2_Brazil/PR-FIOCRUZ-28608
Hap_468 2 P.2_Brazil/RJ-FIOCRUZ-27541-1P, P.2_Brazil/RJ-FIOCRUZ-30991
Hap_469 1 P.2_Brazil/PR-FIOCRUZ-33174-TG-169
Hap_470 1 P.2_Brazil/SC-FIOCRUZ-33477
Hap_471 1 P.2_Brazil/SC-FIOCRUZ-33492
Hap_472 2 P.2_Brazil/RJ-FIOCRUZ-32807, P.2_Brazil/RJ-FIOCRUZ-32806
Hap_473 1 P.2_Brazil/PB-00762
Hap_ 474 1 B.1.1.28_Brazil/SP-IB_103268/2021
Hap_475 1 P.2_Brazil/PA-IEC1200-177707
Hap_476 1 P.2_Brazil/BA-LACEN-164
Hap_ 477 1 P.2_Brazil/SP-986
Hap_478 1 P.2_Brazil/MA-FIOCRUZ-34257
Hap_479 1 P.2_Brazil/lRJ-LVM29614
Hap_480 1 P.2_Brazil/lRJ-LVM29784
Hap_481 1 P.2_Brazil/RJ-00560
Hap_482 1 P.2_Brazil/MG-FIOCRUZ-31822

1

Hap_483

P.2_Brazil/lGO-HLAGYN-1299078
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Hap_484 1 P.2_Brazil/RS-UFCSPA_LACEN-106932
Hap_485 1 P.2_Brazil/lCE-FIOCRUZ-33681
Hap_486 1 P.2_Brazil/SC-FIOCRUZ-33502
Hap_487 1 P.2_Brazil/SC-FIOCRUZ-33468
Hap_488 1 P.2_Brazil/RS-00613
Hap_489 1 P.2_Brazil/lPA-IEC1200-177706
Hap_490 1 P.2_Brazil/RJ-FUNED-330173180
Hap_ 491 1 P.2_Brazil/lRS-UFCSPA_LACEN-106835
Hap_492 1 B.1.1.332_Brazil/SP-HIAE-ID16
Hap_493 1 B.1.1.332_Brazil/MA-FIOCRUZ-34262
Hap_494 1 B.1.1.28 Brazil/RS-00691
Hap_495 1 B.1.1.28 Brazil/RS-23278CVL
Hap_496 1 B.1.1.28 Brazil/MG-FUNED-829-20US
Hap_497 1 P.7 Brazil/SP-884
Hap_498 1 B.1.1.28 Brazil/31GGPHCPA
Hap_499 1 B.1.1.28_Brazil/RS-00602
Hap_500 1 B.1.1.28_Brazil/MG-FIOCRUZ-34210
Hap_501 1 B.1.1_UFPE092
Hap_ 502 1 B.1.1 Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM1798
Hap_503 1 B.1.1_Chile/ML-260119
Hap_504 1 B.1.1 Brazil/lRS-12423
Hap_505 1 B.1.1.28_Brazil/MS-1251

1

Hap_506

B.1.1.33_Brazil/PB-FIOCRUZ-29608
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Hap_507 1 B.1.1.33_USA/NY-PRL-2021_0702_51G01/2021
Hap_508 1 B.1.1.33_Brazil/SP-HIAE-ID19
Hap_509 1 B.1.1.33_Brazil/MG-FIOCRUZ-34167
Hap_510 1 B.1.1.33_USA/AZ-ASPHL-2655
Hap_511 1 B.1.1.28_Brazil/PB-BA1200-250028130
Hap_512 1 B.1.1_Brazil/PA-IEC-177041
Hap_513 1 B.1.1.28_Brazil/SP-HIAE-ID02
Hap_514 1 B.1.1.28_Brazil/lGO-HLAGYN-1299079
Hap_515 1 B.1.1.33_Brazil/PE-FIOCRUZ-IAM2174
Hap_516 1 B.1.1_Chile/RM-251740
Hap_517 1 B.1.1_Colombia/SAN-576900-032-RNA
Hap_518 1 B.1.1.33_Brazil/RJ-00512
Hap_519 1 B.1.1.33_Brazil/RJ-00578
Hap_520 1 B.1.1_Brazil/PB-00797
Hap_521 1 B.1.1.28_Brazil/AM-FIOCRUZ-20843023JA
Hap_522 1 B.1.1_Chile/RM-183871
Hap_523 1 B.1.1.28_Brazil/RJ-LVM29757
Hap_524 1 P.7_Brazil/RS-FIOCRUZ-33192
Hap_525 1 P.7_Brazil/RS-FIOCRUZ-33200
Hap_526 1 B.1.1_Brazil/RJ-FIOCRUZ-12197
Hap_527 1 B.1.195_Brazil/AM-FIOCRUZ-20891507CM
Hap_528 2 B.1.195_Brazil/AM-FIOCRUZ-20892520WS, B.1.195_Brazil/AM-FIOCRUZ-20892521AG
1

Hap_ 529

B.1.1_Chile/RM-131478
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Hap_530 1 B.1.1.28_Brazil/MG-FIOCRUZ-34181
Hap_ 531 1 B.1.1.28 England/ALDP-C3AC67
Hap_532 1 P.1_Brazil/AM-FIOCRUZ-20143093FL
Hap_ 533 1 P.1_Brazil/BA-FIOCRUZ-33769
Hap_ 534 1 P.1_Brazil/AM-IEC-177294
Hap_535 1 P.1_Brazil/AM-FIOCRUZ-20890585EFV
Hap_ 536 1 B.1.1.33_Brazil/lRS-13648CVL
Hap_537 1 B.1.1.28_South_Korea/KDCA0101
Hap_ 538 1 B.1_Colombia/CES-INS-VG-248
Hap_ 539 1 B.1.212 Brazil/PI-BA1200-220043219
Hap_540 1 P.7_Brazil/RS-34618CVL

1

Hap_541

B.1.91 Brazil/RS-00311HM_LMM52637
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