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Resumo

Relatamos uma analise genomica preliminar da linhagem SARS-CoV-2 B.1.1.28 que circula
na regidao amazonica brasileira e sua relagdo evolutiva com variantes emergentes e potenciais
variantes emergentes do SARS-CoV-2 no Brasil que abrigam mutag¢des no dominio de ligagdo com
receptor da proteina Spike (S). A analise filogenética de 69 genomas da linhagem B.1.1.28
isoladas no estado do Amazonas revelou a existéncia de dois clados principais que evoluiram
localmente sem mutagGes incomuns na proteina S de abril a novembro de 2020.

Os virus B.1.1.28 abrigando mutacdes S: K417N, S: E484K e S: N501Y, recentemente
detectados em viajantes japoneses retornando do Amazonas, ramificados dentro de um dos
clados B.1.1.28 da Amazonia aqui identificados, sugerem que essas sequéncias poderiam ser
representantes de um novo clado brasileiro emergente (ndo relatado), aqui designado B.1.1.28
(K417N / E484K / N501Y). Nossa analise também confirma que o novo clado putativo B.1.1.28
(K417N / E484K / N501Y) detectado em viajantes japoneses ndo evoluiu do clado B.1.1.28 (E484K)
detectado recentemente no Rio de Janeiro e em outros estados brasileiros, mas ambas as
variantes surgiram independentemente durante a evolug¢ao da linhagem B.1.1.28.

Introdugao

O surgimento de novas variantes do SARS-CoV-2 que abrigam mutagdes na proteina Spike
gue podem impactar a aptidao viral e a transmissibilidade tem sido uma questdao de grande
preocupacdo, particularmente apds a recente identificacdo de duas cepas emergentes
independentes no Reino Unido e na Africa do Sul com um maior que nimero normal de mutagdes
na proteina Spike que podem ter significado funcional. Ambas as linhagens B.1.1.7 emergentes
de SARS-CoV-2 no Reino Unido (HV69-70del, Y144del, N501Y, A570D, P681H, T716l, S982A,
D1118H)! e B.1.351 na Africa do Sul (L18F, DSOA, D215G, R246I, K417N, E484K, N501Y e A701V)?
adquiriu oito substituicdes de aminoacidos definidores de linhagem na proteina Spike, sendo a
mutacdo N501Y no dominio de ligagao ao receptor a Unica substituicdo de aminoacidos comum
detectada em ambas as linhagens.

A epidemia de SARS-CoV-2 no Brasil foi dominada por duas linhagens designadas como
B.1.1.28 e B.1.1.33 que provavelmente surgiram no pais em fevereiro de 2020%*. Relatdrios
recentes chamam a atenc¢do para o surgimento de novas variantes do SARS-CoV-2 B.1.1.28 no
Brasil com mutac¢des na proteina Spike comum as linhagens B.1.1.7 e B.1.351. Um estudo
publicado em dezembro de 2020 descreveu o surgimento de um novo clado B.1.1.28 no estado
do Rio de Janeiro que se distinguiu por cinco muta¢des definidoras de linhagem, incluindo uma
na proteina Spike (E484K), também detectada no B .1.351 linhagem sul-africana®, mas de origem
independente. Este clado, aqui designado como B.1.1.28 (E484K), foi posteriormente detectado
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em outros estados brasileiros e foi ainda associado a dois casos de reinfeccdo em pacientes
originalmente infectados pela linhagem B.1.1.33%%,

Mais recentemente, o Ministério da Saude japonés relatou a presenca de uma nova
variante SARS-CoV-2 B.1.1.28 em quatro viajantes que chegaram ao Japao retornando do estado
do Amazonas em 2 de janeiro de 2021 que abriga 10 mutacdes sinapomorficas na Spike (L18F,
T20N, P26S, D138Y, R190S, K417T, E484K, N501Y, H655Y, T1027l), incluindo um (N501Y)
detectado nas linhagens B.1.351 e B.1.1.7 e trés também detectados na B.1.351 linhagem sul-
africana apenas (L18F, K417N, E484K)°. A fim de compreender mais profundamente a origem da
nova variante B.1.1.28 detectada no Japao, aqui designada como B.1.1.28 (K417N / E484K /
N501Y), analisamos a diversidade genética de 148 genomas de SARS-CoV-2 circulando na
Amazonia brasileira entre abril e novembro de 2020.

Resultados

Nosso levantamento de 148 sequéncias do genoma completo SARS-CoV-2 do estado do
Amazonas, identificou 69 (47%) sequéncias B.1.1.28 amostradas de diferentes municipios entre
13 de abril e 13 de novembro de 2020, sendo a linhagem viral mais prevalente em neste estado
brasileiro (Figura 1). Estas sequéncias B.1.1.28 foram alinhadas em seguida com 399 genomas da
linhagem B.1.1.28 de alta qualidade (<10% de N e > 29.000 nucleotideos de comprimento) de
origem brasileira e as quatro sequéncias B.1.1.28 dos viajantes japoneses retornando do
Amazonas que estavam disponiveis no banco de dados EpiCoV no GISAID em 10 de janeiro de
2021. Anadlise filogenética de maxima verossimilhanca (ML) usando IQTree v2.1.2'9 revelaram
gue as sequéncias B.1.1.28 brasileiras do Amazonas foram principalmente ramificadas em dois
clados monofiléticos altamente suportados (teste da razdo de verossimilhanca aproximada
[aLRT]> 80%) aqui designados como 28-AM-| (49%) e 28-AM- Il (26%) (Figura 2). O clado
monofilético 28-AM-I compreende 34 sequéncias isoladas em diferentes municipios amazonicos
entre 20 de abril e 13 de novembro, agrupadas entre as sequéncias basais do estado de Sao
Paulo. O clado monofilético 28-AM-Il compreende 18 sequéncias isoladas em diferentes
municipios amazonicos entre 20 de abril e 13 de novembro (EPI_ISL_801386 a EPI_ISL_801403)
e também compreende as quatro sequéncias B.1.1.28 japonesas amostradas de viajantes
retornando da regido amazénica. O clado 28-AM-II foi agrupado dentro de um clado parafilético
basal (aLRT = 77%) que compreende sequéncias amostradas de diferentes estados brasileiros
entre 12 de abril e 11 de novembro de 2020 (Figura 2). A emergente linhagem B.1.1.28 (E484K)
detectada no Brasil apareceu como um clado monofilético independente altamente suportado
(aLRT = 98%) dentro da filogenia B.1.1.28 e compreende sequéncias de diferentes estados
brasileiros, incluindo o Unico B.1.1.28 sequéncia do estado do Amazonas contendo a mutacao
E484K detectada em nosso estudo (Figura 2). Reconstrucdo bayesiana usando um modelo de
relégio molecular estrito com uma taxa de substituicdo normal anterior (8-10 x 10-4 substituicGes
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/ sitio / ano), conforme implementado no BEAST 1.10% estimou o surgimento do clado 28-AM-II
em 27 de abril (95% de alta densidade posterior [HPD]: 30 de margo - 28 de abril).
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Figura 1. Distribuicdo geografica e temporal das sequéncias SARS-CoV-2 B.1.1.28 amostradas no
estado do Amazonas. A) Municipios do estado do Amazonas com amostras SARS-Cov-2 B.1.1.28
sequenciadas neste estudo. B) Sequéncias SARS-CoV-2 B.1.1.28 obtidas neste estudo (pontos
pretos) e casos confirmados de SARS-CoV-2 (barras cinzas) no Amazonas por semana
epidemioldgica.
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Figura 2. Arvore filogenética de maxima verossimilhanca (MV) das sequéncias do genoma
completo de B.1.1.28 do Brasil e do Japdo. As sequéncias do estado do Amazonas sao
representadas por circulos verdes e as amostradas no Japdo pelos roxos. O cluster B.1.1.28
(E484K) é destacado em azul, enquanto os dois clusters identificados no estado do Amazonas
(28-AM-I e 28-AM-11) sdo destacados em verde. Os valores de suporte aLRT sdo indicados em nds-
chave. A arvore foi enraizada na amostra mais antiga e os comprimentos dos ramos sao
desenhados em escala com a barra esquerda indicando substituicdes de nucleotideos por local.

A maioria dos clados B.1.1.28 brasileiros identificados até agora foram caracterizados por
um baixo numero de mutagdes sinapomarficas que os distinguem de outras sequéncias B.1.1.28
detectados no Brasil. Identificamos uma mutagdo sindnima definidora de linhagem no clado 28-
AM-| (C29284T), duas mutacdes no clado 28-AM-II e sequéncias basais (A6319G e T26149C
[ORF3a: S253P]), uma mutagdo sindnima exclusiva do clado 28- AM-1l (A6613G) e cinco mutacdes
no clado B.1.1.28 (E484K) (C100U [5'UTR], T10667G [NSP5: L205V], C11824T [NSP6], G23012A [S:
E484K] e G28628T [ N: A119S]) (Tabela). O padrdo é consistente com o acimulo de mutacdes a
uma taxa relativamente constante ao longo do tempo durante a evolugdo local e diversificacao
da linhagem B.1.1.28 no Brasil (Figura 3). O ramo que leva as sequéncias B.1.1.28 amostradas de
viajantes japoneses, por outro lado, acumulou um nimero incomum de alteracdes genéticas
(Figura 3), além daquelas na proteina Spike (Tabela), que se assemelham ao padrdo observado
em as linhagens B.1.1.7 e B.1.351 do Reino Unido e da Africa do Sul. Nenhuma das sequéncias
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B.1.1.28 do Amazonas detectadas em nossa pesquisa gendmica exibiu um padrado tao divergente
de substituicdes de nucleotideos e aminoacidos.

Tabela. Mutagdes definidoras de linhagem dos diferentes clados B.1.1.28 detectados no Brasil e
no Japdo. As caixas sombreadas destacam a mutagdo definidora de linhagem B.1.1.28 (cinza

escuro) e aquelas comuns aos clados B.1.1.28-AM-Il e B.1.1.28 (K417T / E484K / N501Y) (cinza
claro).

Genomic Nucleotide / Amino acid
Region B.1 L28-ANM-I B.1.1.28(K417T/E484K/N501Y) B.1.1.28{E484K)
C100T
T733C
C2749T
C3828T / ORF12:51188L
AS648C / ORF1a:K1795Q
ORFla AB319G AB319G
ABB13G ABB13G
T10667G / ORFla:L3468Y
C11824T
C12053T / ORFla:L3930F
C12778T
ORF1b GRLIT

G17259T / ORF1b:E1264D

C21614T [ 5:118F
C21621A / ST20N
C21638T [ 5:P265
G21974T /5:D138Y
G22132T / S:R1905
S pike A22812C / S:K417T
G230124 | S:E4B4K G23012A / SE4R4K
A23063T / S:N501Y
C23525T / S:HESSY
C24642T [ 5T10271
G25088T [ SV1176F G25088T / SV1176F G25088T / SV1176F

T26149C / ORF3a:5253P T26145C / ORF3a:5253P
ORF3a G28167A / ORFB:E92K
C28253T

C28512G /N:P80R, ORFSb:Q77E

N/ORF9b G28628T / N:A1195
A2BE77T / N:R203K

G28878C / N:R203K
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Figura 3. Correlacdo entre a data de amostragem das sequéncias B.1.1.28 e sua distancia genética
da raiz da arvore filogenética ML. As cores indicam o clado B.1.1.28 das sequéncias
correspondentes de acordo com a legenda a esquerda.

Esses achados suportam que as cepas SARS-CoV-2 B.1.1.28 detectadas em viajantes
japoneses retornando da regido amazonica provavelmente evoluiram de uma linhagem viral que
circula no estado do Amazonas desde abril de 2020, e podem ser representantes de um virus
potencialmente de uma linhagem emergente no Brasil, aqui designada como B.1.1.28 (K417N /
E484K / N501Y). Local B.1.1.28 linhagens amazdnicas parecem ter evoluido a uma taxa constante
entre abril e novembro de 2020 e nenhuma das sequéncias aqui obtidas exibiu um nimero tao
alto de mutacdes na Spike ou em qualquer outra regido gendmica. Esses achados suportam que
a rapida taxa de mutacdo detectada na variante B.1.1.28 (K417N / E484K / N501Y) é um
fendbmeno recente que provavelmente ocorreu entre dezembro de 2020 - janeiro de 2021. Com
0 objetivo de detectar a circulagdo desta linhagem entre a Amazbnia populacdao, estamos
atualmente conduzindo um levantamento genémico de individuos recentemente infectados com
SARS-CoV-2 no Amazonas. Nossa andlise preliminar também confirma que as linhagens
brasileiras emergentes B.1.1.28 (E484K) e B.1.1.28 (K417N / E484K / N501Y) surgiram
independentemente durante a diversificacdo da linhagem B.1.1.28 no Brasil. O surgimento
simultaneo de diferentes linhagens B.1.1 virais que carregam mutac¢des K417N, E484K e N501Y
no dominio de ligacdo do receptor da proteina Spike em diferentes paises ao redor do mundo
durante a segunda metade de 2020 sugere mudancas seletivas convergentes na evolugdo de
SARS-CoV-2 devido a similar pressao evolutiva durante o processo de infeccao de milhdes de
pessoas. Se essas mutacdes conferem alguma vantagem seletiva para a transmissibilidade viral,
devemos esperar um aumento da frequéncia dessas linhagens virais no Brasil e no mundo nos
proximos meses.
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