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RESUMO

Torezani, R. Filogenia molecular do virus SARS-CoV-2 no estado do Espirito
Santo, Brasil. 2022. 59f. Dissertacao (Mestrado em Biotecnologia) — Programa de

Po6s-Graduagao em Biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil

O SARS-CoV-2 (coronavirus da sindrome respiratéria aguda grave 2) é uma cepa
da espécie SARS-CoV. Essa espécie pertence a familia Coronaviridae e ao género
Betacoronavirus. O virus é responsavel por causar uma grave crise respiratéria, a
qual foi relatada pela primeira vez em dezembro de 2019, em Wuhan, na China.
Essa doenga ficou conhecida como Doenga do Coronavirus de 2019 (COVID-19,
Coronavirus Disease 2019). Grande parte da comunidade cientifica direcionou seus
estudos para compreender esse novo virus, seus efeitos, diversidade e distribuigcao
geografica. Embora diversos paises e regides do Brasil ja tivessem realizado
estudos filogenéticos para compreender melhor a dindmica do virus, nenhum estudo
havia sido realizado no estado do Espirito Santo, Brasil. Desta forma, o presente
estudo visou identificar quais linhagens circulavam no estado e quais eram suas
possiveis rotas de entrada na regido. Para isso, foram utilizadas sequéncias
depositadas no banco de dados GISAID de casos positivos coletados no limite
geografico do Espirito Santo, assim como dos estados vizinhos, Rio de Janeiro (RJ),
Bahia (BA) e Minas Gerais (MG). Foi possivel identificar que no periodo de 29 de
fevereiro de 2020 até o dia 19 de agosto de 2021 nove linhagens foram identificadas
no estado, sendo que as linhagens B.1.1.33 e a Gamma foram as de maior
predominéncia. A linhagem Delta estava em ascensdo neste periodo do estudo,
demonstrando que poderia ser a nova variante dominante no estado. Também foi
possivel identificar a co-circulagdo de mais de uma linhagem simultaneamente. A
reconstrugao filogenética realizada com amostras dos estados vizinhos indicou que

possivelmente o virus pode ter multiplas entradas no estado.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, COVID-19, linhagens, Espirito Santo, Brasil.



Molecular phylogeny of the SARS-CoV-2 virus in the state of Espirito Santo,
Brazil

ABSTRACT
TOREZANI, R. Molecular phylogeny of the SARS-CoV-2 virus in the state of Espirito
Santo, Brazil. 2022. 59f. Dissertation (Master in Biotechnology) - Postgraduation

Biotechnological Programme, UFES, Espirito Santo. Brazil.

SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) is a new strain of
the SARS-CoV species. This species belongs to the Coronaviridae family and the
Betacoronavirus genus. The virus is responsible for causing a severe respiratory
crisis first reported in December 2019 in Wuhan, China. This disease became known
as the coronavirus disease (COVID-19). Much of the scientific community has
directed its studies to understand this new virus, its effects, diversity, and geographic
distribution. Although several countries and regions in Brazil had already carried out
phylogenetic studies to better understand the dynamics of the virus, no studies had
been conducted in the state of Espirito Santo, Brazil. In this way, the present study
aims to identify which lineages circulated in the state and what would be their
possible routes of entry into the region. For this, sequences deposited in the GISAID
database of positive cases collected in the geographic limit of Espirito Santo, as well
as border states, Rio de Janeiro (RJ), Bahia (BA) and Minas Gerais (MG) were
analised. It was possible to identify that on the period from February 29, 2020 to
August 19, 2021 nine lineages were identified in the state, with the B.1.1.33 and
Gamma lineages being the most predominant. The Delta lineage was on the rise,
demonstrating that it could be the new dominant variant in the state. The co-
circulation of lineages was also identified in the state. The phylogenetic
reconstruction performed with samples from border states indicated that possibly the

virus may have multiple state entries.

Key words: SARS-CoV-2, COVID-19, lineages, Espirito Santo, Brazil
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1 REVISAO GERAL DA LITERATURA
1.1 ORIGEM E CLASSIFICACAO TAXONOMICA

No dia 12 de dezembro de 2019 foram relatados casos de uma nova doenca de
origem desconhecida na cidade de Wuhan, na China, configurando-se a época uma
epidemia naquela regido. Essa nova doenga, que mais tarde foi nomeada como
“‘Doencga do Coronavirus” (COVID-19, do inglés corona virus disease 2019), causava
febre, cefaleia, dispneia (dificuldade respiratéria) e pneumonia, podendo escalar
para insuficiéncia respiratoria e ao 6bito. Em seguida, descobriu-se que esses casos
eram causados por contaminacgao viral. Com o isolamento do virus responsavel por
causar tal enfermidade foi possivel realizar seu sequenciamento e analises

posteriores para sua identificagdo gendmica e biolégica (ZHOU et al., 2020b).

Ainda no més de dezembro de 2019, no dia 31, a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) recebeu um alerta devido ao crescente numero de casos que as autoridades
chinesas vinham relatando (OPAS, 2020). No dia 07 de janeiro de 2020 um novo
coronavirus foi isolado por cientistas chineses. Para identificar que se tratava de um
coronavirus os pesquisadores realizaram testes com reacdo de cadeia polimerase
(PCR, do inglés polymerase chain reaction) para 22 patégenos, sendo 18 virus e 4
bactérias. Um ensaio viral através de PCR de transcricdo reversa em tempo real
(RT-PCR, do inglés reverse transcription polymerase chain reaction) detectou acido
ribonucleico (RNA, do inglés ribonucleic acid) viral a partir da RNA polimerase
dependente de RNA (RdRp, do inglés RNA-dependent RNA polymerase) de
consenso de pan B-CoV (ZHU et al., 2020). O primeiro 6bito relatado dessa nova
doenca aconteceu no dia 11 de janeiro de 2020 na China (VIROLOGICAL, 2020).

Embora a origem exata do virus ndo esteja bem esclarecida ainda, apos o
isolamento do novo coronavirus foi possivel realizar analises metagenémicas e
reconstrugdes filogenéticas para identificar a similaridade do novo virus com outros
ja descritos pela ciéncia. Essas analises foram realizadas utilizando o genoma
completo do virus (29.000 nucleotideos), e identificou-se que se tratava de uma
nova cepa do virus da familia Coronaviridae e que se agrupava com virus do tipo
SARS (SARS-like) (Figura 1) mostrando ter uma similaridade nucleotidica de 89,1%
com SARS de morcego (WU et al.,, 2020) e uma similaridade de 79,6% com um
espécime da mesma espécie ja conhecida por infectar humanos, o SARS-CoV
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(ZHOU et al., 2020a). Essa nova cepa de virus foi entdo nomeada como SARS-CoV-
2 (inicialmente também conhecida como novo coronavirus, HCoV-19 e 2019-nCoV)
pelo Grupo de Estudo da familia Coronaviridae do Comité Internacional de

Taxonomia Viral (ICTV, International Committee on Taxonomy of Viruses)

(GORBALENYA et al., 2020).

No fim de janeiro de 2020 a OMS declara o surto do novo coronavirus como
emergéncia de Saude Publica Global (DUFF; NEWS, 2020) e no dia 11 de margo de
2020 declara uma pandemia (CUCINOTTA; VANELLI, 2020).
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Figura 1 - Representacdo de uma arvore filogenética estimada com nucleotideos dos genomas

completos dos coronavirus. Fonte: (ZHOU et al., 2020b)

Essa cepa recém detectada, o SARS-CoV-2, é pertencente a familia Coronaviridae,
trés subfamilias: Letovirinae, Pitovirinae e

sendo que essa familia possui

AlphaCoV
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Orthocoronavirinae. A subfamilia Orthocoronavirinae é dividida em quatro géneros:
Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e Deltacoronavirus, sendo o
SARS-CoV-2 pertencente a essa subfamilia e ao género Betacoronavirus
(GORBALENYA et al., 2020).

Os organismos da familia Coronaviridae possuem algumas caracteristicas em
comum, como a morfologia, proteinas estruturais, organizagdo gendémica, replicagéo
e transcricao (CAVANAGH, 2005). Os virus da subfamilia Orthocoronavirinae
possuem uma importante caracteristica morfolégica, que é uma estrutura que se
assemelha a uma coroa (corona) presente na superficie externa do virion (Figura 2).
Ainda na década de 1930 os coronavirus foram detectados pela primeira vez em
passaros, e apenas nos anos 1960 um coronavirus foi caracterizado através da
microscopia eletrénica, sendo que esse causava doenca respiratoria em humanos
(YANG; RAO, 2021).

Figura 2 - Representagdo de um isolado de SARS-CoV-2, representante da subfamilia
Orthocoronavirinae obtida através de microscopia eletronica de transmissdo de coloracdo negativa.
Em destaque (seta vermelha) a estrutura da proteina Spike. Fonte: imagem editada de: (ARAUJO et
al., 2020)
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1.2 GENOMA E ESTRUTURA GENOMICA

Assim como todos os Coronavirus, o0 SARS-CoV-2 é um virus envelopado com
aproximadamente 30.000 nucleotideos, com um genoma de RNA de fita simples de
sentido positivo (ssRNA +, do inglés single-stranded positive-sense RNA), e tem
tipicamente um tamanho de 80-120nm diédmetro. Entretanto, ja foram descritos
alguns extremos de tamanho de coronavirus com 50 e 200nm de diametros
(MASTERS, 2006). Os genomas dos virus de RNA possuem uma alta taxa de
mutacdo, favorecendo sua adaptabilidade em diferentes meios (DUFFY, 2018), e
também sdo capazes de sofrer recombinagdo génica, que embora nao signifique
que surgirao gendtipos vantajosos, € uma forma de garantir variabilidade genética,
mesmo que em espécie que ndo utiliza a reproducado sexual como estratégia de
multiplicacdo (SIMON-LORIERE; HOLMES, 2011).

O genoma de todos os coronavirus sdo organizados em uma regido de terminagao
3’ poli A, responsavel por codificar as proteinas estruturais, e uma regido de
terminag&o 5’ que codifica as proteinas n&o estruturais (nsp, do inglés non-structural
proteins). Essas terminagdes 3’ poli A e 5 permitem que o genoma seja capaz de
atuar como mRNA (YADAV et al., 2021). A regido 5’ corresponde a dois tergos do
tamanho do genoma correspondendo a 20.000 nucleotideos. Essa porgao do
genoma possui duas fases de leituras abertas (ORF, do inglés Open Read Frames),
a ORF1a e a ORF1b para codificar as 16 proteinas n&do estruturais quando o RNA é
traduzido dentro da célula hospedeira (Figura. 3, a) (KIM et al.,, 2020) (YANG;
LEIBOWITZ, 2015).
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Figura 3 - a) Esquematizacdo da estrutura gendmica do SARS-CoV-2 representando as regides
responsaveis pela produgado das proteinas; b) esquematizagéo representativa de um virion do SARS-
CoV-2 destacando as proteinas estruturais que o formam. Fonte: (ALANAGREH; ALZOUGHOOL;
ATOUM, 2020).

As proteinas estruturais sdo a Spike (S), Envelope (E), Membrana (M) e
Nucleocapsideo (N) (Figura 3, b). Essas proteinas sao produzidas na porgéao final do
genoma e estdo presentes na superficie do virus sendo responsaveis pela sua
estrutura (SATARKER; NAMPOOTHIRI, 2020).

A proteina Spike é codificada pelo gene S e possui uma fungdo essencial na
infeccdo do virus na célula hospedeira, atuando na interacdo com a célula
hospedeira na proteina enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2
Angiotensin-converting enzyme 2). Essa proteina possui as subunidades 1 e 2 (S1 e
S2), sendo a S1 responsavel pela ligacdo no receptor ACE2 da membrana celular e
a S2 atua na fuséo celular (HOFFMANN; KLEINE-WEBER; POHLMANN, 2020). A
regido das subunidades S1 e S2 é o que difere 0 SARS-CoV do SARS-CoV-2, pois o
SARS-CoV-2 apresenta na fronteira entre essas duas subunidades uma insergao de
14 nucleotideos (WALLS et al., 2020). A proteina E é produzida para compor a

formacao do envelope do coronavirus e contém um dominio hidrofébico. A proteina
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M e a proteina N atuam nos processos celulares, replicacdo viral e de
empacotamento do virion (YIN, 2020).

As proteinas nao estruturais sdo codificadas na regido ORF1a e ORF1b, e sao
referidas também como proteinas poliproteinas ppla e pplab. As ppila
correspondem as nsp1 até a nsp11 e as pp1ab compreende da nsp12 até a nsp16.
Algumas dessas nsp ainda tem seu papel pouco esclarecido, enquanto outras
possuem seus papeéis bem definidos, como por exemplo na replicagao viral (YADAV
et al., 2021).

Dessas 16 proteinas nao estruturais, as que mais se conhecem sao: nsp7 e nsp8
que juntas formam um complexo para que atuem como um cofator para a nsp12
(GORBALENYA et al., 2002); nsp12, também conhecida com RdRp, possui agéo na
replicacdo e na metilagdo. Juntas, essas trés proteinas formam um complexo para
que a nsp12 cumpra sua fungédo de replicagdo ao longo do RNA (SUBISSI et al.,
2014).

1.3 REPLICACAO VIRAL

A replicagao viral dos coronavirus inicia-se com a interagdo através de receptores
entre o virus e a célula do hospedeiro. Essa interagdo ocorre através da regido de
dominio de ligagao ao receptor (RBD, do inglés Receptor-binding Domain) da S1 da
proteina Spike presente nos coronavirus, e com receptores da célula hospedeira
(PAPANIKOLAOU et al., 2022).

Essa interagc&o entre a regido RBD e o receptor da célula hospedeira pode ser mais
ou menos especifica, dependendo das espécies envolvidas. Alguns coronavirus
interagem com o Receptor Aminopeptidae (APN); os MERS-CoV interagem com o
Receptos Dipeptidil Peptidase (DPP4) enquanto os SARS-CoV e SARS-CoV-2
interagem com o receptor ACE2 (LETKO et al.,, 2018). Embora o SARS-CoV e
SARS-CoV-2 sejam da mesma espécie, a regido RBD do SARS-CoV-2 tem uma
afinidade de 10 a 20 vezes maior com o receptor ACE2 quando comparado com o
SARS-CoV (ANDERSEN et al., 2020). Essa diferenca é notada também em estudos
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estruturais quando a conformacao da proteina é analisada. Uma dessas diferengas €
a conformacdo nas algcas que interage diretamente com o ACE2 humano,
evidenciando que a proteina S do SARS-CoV-2 tem mais pontos de contato com a

ACE2 do que 0 SARS-CoV (Figura 4) (SHANG et al., 2020).
a Human ACE2 b Human ACE2

, N7 - » - sl
_,-. ‘ ‘\. ili | 9 y _I I. Y \ b <
(K353 \ » \h 7 # ‘

, Qo3 E35§ JK31 ]

‘, : ' e Q49 == .|_55

(Ol P&
&‘ ‘ :‘ ‘ 'f//

SARS-CoV-2RBM SARS-CoV RBM

Figura 4 - Esquema estrutural da proteina ACE2 humana (verde) sendo comparada com o
nacleo e um motivo de ligagao ao receptor (RBM) na regido RBD do a) SARS-CoV-2 (lilas); b) SARS-
CoV (laranja). Fonte da imagem: (SHANG et al., 2020).

A clivagem da proteina S realizada por proteases presentes na célula hospedeira
também € uma etapa fundamental para a fusdo célula-hospedeiro, e essa etapa
ocorre logo apos a interagao entre a proteina ACE2 e a proteina Spike. No caso da
infeccdo do SARS-CoV-2, a serina protease de superficie (TMPRSS2), muito
expressa no trato respiratorio, cumpre essa fungédo de clivagem (PEACOCK et al.,
2021).

Apoés essa etapa de clivagem, ocorrera a liberacdo do RNA no citoplasma da célula
hospedeira que dara inicio a proxima etapa, que é o processo de transcricdo. Os
genomas virais de RNA de sentido positivo sao instantaneamente transcritos pela
célula do hospedeiro em processo iniciado na posigdo da ORF1ab gerando
diferentes tipos de RNAs de sentido negativo que seréo utilizadas para as etapas

seguintes do processo de replicacdo (KUMAR et al., 2020), mostrado na figura 5.

A regido ORF1ab é responsavel por codificar proteinas nao estruturais (YADAV et
al., 2021), como por exemplo as que compdem o complexo replicagdo e transcricao

(RTC, do inglés replication and transcription complex) que € composto pela nsp7,
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nsp8, nsp9, nsp12, nsp13 (SNIUDER; DECROLY; ZIEBUHR, 2016). Esse complexo
€ responsavel pelo inicio da sintese dos RNA virais de sentido negativo, que gera
tanto RNA genémico quanto um RNA subgendmico (sgRNA). O sgRNA é utilizado
para sintetizar RNA mensageiro (MRNA) de sentido positivo para que entdo ocorra a
tradugdo de proteinas estruturais e acessorias, enquanto o RNA gendmico é
utilizado para a formacao de novas particulas virais (PARKER et al., 2021).

Essa etapa de transcrigdo e de tradugéo ocorrem no reticulo endoplasmatico rugoso
e em seguida seguem para o compartimento intermediario Reticulo Endoplasmatico-
Golgi (ERGIC), onde ocorre a montagem e maturagdo da particula viral para em
seguida ser encaminhada para a via excretora (KUMAR; SAXENA, 2021).

SARS-Cov-2
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Figura 5 — Ciclo de replicagdo do SARS-CoV-2. Fonte: (KUMAR; SAXENA, 2021)

1.4 DIVERSIDADE E OCORRENCIA

Até o ano de 2019 existiam apenas seis coronavirus que tinham o humano como
hospedeiro, oHCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-OC43, HKU1, SARS-CoV e o MERS-
CoV que usualmente provocam apenas doencas respiratérias leves, sendo que
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apenas o SARS-CoV e MERS-CoV causam uma severa sindrome respiratéria (CUI,
LI; SHI, 2019). Apenas em 2003, depois do SARS-CoV ter emergido em 2002 na
China, foi relatado o primeiro 6bito causado pela sindrome respiratéria. A doenca
causada pelo virus SARS-CoV foi chamada de Sindrome Respiratéria Aguda Grave

(SARS) e causava febre, dor de cabeca, mal estar e dores musculares (WHO, 2020).

Desde que o SARS-CoV-2 foi detectado em dezembro de 2019 em Wuhan, na
China, o virus tem se espalhado por todo o0 mundo. O primeiro caso de infec¢ao
registrado fora da China foi em Tailandia, anunciado no dia 13 de janeiro de 2020
pela OMS (WHO, 2020). Esse pais registrou mais de 4,5 milhdes de casos e mais de
30.000 obitos ate julho de 2022 (Our World in Data, 2022).

No dia 21 de fevereiro de 2020, 47 casos ja haviam sido identificados na Europa, em
nove paises: Bélgica (1), Finlandia (1), Franca (12), Alemanha (16), Italia (3), Russia
(2), Espanha (2), Suécia (1) e Reino Unido (9). O primeiro caso de 6bito no bloco

europeu foi relatado no dia 15 de fevereiro na Franca (SPITERI et al., 2020).

Os paises europeus que tiveram mais problemas de pandemia foram a Italia e a
Espanha, sendo a Italia o primeiro pais a se tornar epicentro da pandemia naquele
continente. Com altas taxas de contaminagdes e de mortes ainda em abril de 2020,
periodo precoce da pandemia, a Italia era o terceiro pais com mais casos de
infeccdes do mundo, enquanto a Espanha ocupava o segundo lugar (TOBIAS,
2020). Atualmente, julho de 2022 a Italia ja conta com mais de 19,1 milhdes de
casos de infecgdes em numeros acumulados e 168,8 mil 6bitos (JHU, 2022). A
Espanha possui 12,8 milhdes de casos de infeccdo acumulados, e 108.200 mil
mortes (JHU, 2022). Esse histérico de alta taxa de contaminagcbes em paises
europeus refletiu diretamente no inicio da pandemia que ocorreu no Brasil. Os
primeiros casos de contagios relatados no pais sdo provenientes de viajantes que
retornavam da Europa. O primeiro caso identificado no Brasil foi no dia 26 de
fevereiro de 2020, em S&o Paulo, de um viajante que retornava da Italia, sendo esse
o primeiro caso também da América Latina (DA S. CANDIDO et al., 2020). No

estado do Espirito Santo, o primeiro caso de contaminagdo foi divulgado pela
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Secretaria Estadual de Saude no dia 05 de marco de 2020, e se tratava de um
morador da Grande Vitoria, municipio de Vila Velha, que retornava da ltalia
(Governo ES, 2020). A amostra coletada desse paciente ja havia sido sequenciada,
e no dia 29 de fevereiro de 2020 ja havia sido depositada no banco de dados global,

abreviado como GISAID (Global Initiative on Sharing All Influenza Data).

Até o momento (julho, 2022), a COVID-19 ja causou em todo o mundo 6,3 milhdes
de 6bitos, com mais de 565 milhdes de casos de infecgdo confirmados (JHU, 2022).
No Brasil, esses numeros ultrapassam 33 milhdes de casos confirmados e 675 mil
obitos (Our World in Data, 2022). De acordo com a Secretaria de Saude do estado
do Espirito Santo, o estado ja confirmou mais de 1,180 milhdes de casos, e ja

ocorreram mais de 14 mil ébitos (Painel Coronavirus-ES, 2022).

A alta taxa de casos confirmados no mundo somada com a alta taxa de mutagao
que o SARS-CoV-2 possui contribuiram para o surgimento de varias linhagens com
importantes caracteristicas bioldgicas, em diferentes regides do mundo, requerendo
atencao de organizagbes de saude para medidas de mitigagcédo e gestdo da doenca,
como lockdown, leitos para pacientes em casos graves e, posteriormente, vacinagao
(WHO, 2022).

Atualmente existem 4 nomenclaturas vigentes utilizadas por cientistas e grupos de
pesquisa para identificar e rastrear as linhagens do SARS-CoV-2, a do banco de
dados GISAID (SHU; MCCAULEY, 2017), a da plataforma NextClade
(AKSAMENTOV et al.,, 2021), a de uma ferramenta desenvolvida por cientistas
britdnicos chamada Pangolin (RAMBAUT et al., 2020), e a da OMS (WHO, 2022). A
nomenclatura da OMS utiliza as letras do alfabeto grego para se referir as linhagens

e foi criada para que houvesse uma uniformizagdo da nomenclatura.

A OMS classifica as linhagens em 2 categorias distintas, conforme o risco para a
saude global que cada uma representa. Sdo elas: a variante de interesse (VOlI,
Variants of Interest) e a variante preocupacao (VOC, Variants of Concern) (WHO,

2022). As VOC sao aquelas capazes de aumentar a transmissibilidade do virus ou
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alteracdo na apresentagao clinica da doencga, ou ser capaz de reduzir a eficacia de
medidas preventivas de saude publica. As VOI s&o aquelas que possuem alteragdes
genéticas que sao previstas ou conhecidas por afetarem as caracteristicas do virus,
como transmissibilidade, gravidade da doenga, escape imunoldgico, escape
diagnostico ou terapéutico, e que sao identificados por causar transmisséo
comunitaria significativa ou multiplos aglomerados de COVID-19. Atualmente
causam transtornos em varios paises, com prevaléncia relativa crescente juntamente
com o aumento do numero de casos ao longo do tempo, ou outros impactos
epidemiologicos aparentes que sugerem um risco emergente para a saude publica
global (WHO, 2022). A tabela 1 mostra as principais linhagens de interesse de saude
publica com suas respectivas nomenclaturas, data e local de detecgdo. Dentre elas
apenas a Alpha, Beta, Gamma, Delta, Lambda e Omicron foram identificadas no

Brasil e serao descritas brevemente.



Tabela 1 - Linhagens VOC e VOI.
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Variante Data de|Pais de
NextClade Pangolin
OMS deteccao Identificacao
Alpha 201 B.1.1.7 setembro/2020 |Reino Unido
Beta 20H B.1.351 maio/2020 Africa do Sul
Gamma |20J P.1 novembro/2020 |Brasil
voC :
Delta 21A B.1.617.2 outubro/2020 |India
21K, 21L, 21M,
Omicron B.1.1.529 novembro/2021 |Varios paises
22A, 22B, 22C
Estados Unidos
Episilon |21C B.1.427/B.1.429|margo/2020 ]
da América
Zeta 20B/S.484K P.2 abril/2020 Brasil
Eta 21D B.1.525 dezembro/2020 |Varios paises
Theta 21E P.3 janeiro/2021 Filipinas
\'o]
Estados Unidos
lota 21F B.1.526 novembro/2020 _
da América
Kappa 21B B.1.617.1 outubro/2020 |india
Lambda |21G C.37 dezembro/2020 (Peru
Um 21H B.1.621 janeiro/2021 Colémbia

A primeira linhagem relatada foi a Alpha (B.1.1.7) e estima-se que ela tenha surgido

em setembro de 2020 na Inglaterra. Em dezembro do mesmo ano ela foi relatada

como uma VOC devido a sua maior capacidade de transmissdo (GALLOWAY et al.,

2021). No Brasil, essa variante foi identificada pela primeira vez em dezembro de

2020 no estado de Sao Paulo em dois pacientes que haviam relatado viagem ao
exterior (CLARO et al., 2021).

A linhagem Zeta (P.2) foi identificada no Brasil, no estado do Rio de Janeiro, em abril
de 2020 (VOLOCH et al., 2021). Essa linhagem foi considerada uma VOI pela OMS
(WHO, 2022).




28

A linhagem Beta (B.1.351) foi detectada inicialmente na Africa do Sul em outubro de
2020. No Brasil a primeira detecgao dessa linhagem foi no estado de Sao Paulo de
um cidadao que néo relatou histérico de viagens fora do pais ou para outro estado
(SLAVOV et al., 2021a).

A linhagem Gamma (P.1) surgiu no Brasil, no estado do Amazonas. Ela foi
detectada no dia 2 de janeiro de 2020 em quatro viajantes que retornavam ao Japé&o.
Assim que foi identificada, essa linhagem foi atribuida como uma VOC e foi
responsavel pela segunda onda da pandemia no estado amazonense (FUJINO et
al., 2021).

Em dezembro de 2020 a linhagem Delta (B.1.617.2) foi detectada na india e foi
responsavel pela segunda onda da pandemia no pais. Inicialmente foi considerada
uma VOI, mas devido a rapida expansao que o a linhagem teve em maio de 2021
ela foi classificada como VOC (GIOVANETTI et al., 2022). Essa linhagem foi bem
estudada pois foi uma das primeiras a ter um elevado fitness, quando comparada
com as detectadas até entdo, devido a ocorréncia da mutagdo de um acido aspartico
(D) para uma glicina (G) que ocorreu no sitio 614, tornando-a dominante em
diversos paises (PLANTE et al., 2021). No Brasil essa variante foi detectada pela
primeira vez no Rio de Janeiro nos dias 16 e 17 de junho de 2021 com a vigilancia
gendmica realizada pela Fiocruz (DELTA et al., 2021).

A linhagem Lambda (C.37) foi detectada em agosto de 2020 no Peru. Essa linhagem
foi identificada pela primeira vez no Brasil no estado do Rio Grande do Sul de uma

viajante que chegava da Argentina em maio de 2021 (WINK et al., 2021).

A linhagem Omicron (B.1.1.529) foi identificada pela primeira vez no dia 24
novembro de 2021 na Africa do Sul e no dia 26 do mesmo més foi classificada como
VOC pela OMS (WHO, 2021). Atualmente (julho/2022), essa linhagem esta com
maior ocorréncia do que a Delta (Our World in Data, 2022). Isso se deve

provavelmente ao maior fitness que essa linhagem apresenta em organismos
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vacinados quando comparado com a Delta (YUAN et al., 2022). Atualmente essa
linhagem tem cinco “sublinhagens”, BA.1, BA.2, BA.3, BA4 e BA.5, que foram
responsaveis pelo aumento de casos de COVID-19 devido ao escape imunolégico
(ZHAO et al., 2020). No Brasil, essa variante foi detectada pela primeira vez no dia
30 de novembro de 2021 em S&o Paulo - SP pelo Instituto Adolfo Lutz de viajantes
que retornavam da Africa do Sul (POUDEL et al., 2022).

Essas variantes apresentam mutagdes que causam modificagées na biologia viral
capaz de melhorar o fitness da espécie, tornando-a mais apta de infectar e
transmitir, bem como aumentar a capacidade de escape imune de vacinas,
principalmente com as mutagcdes que ocorrem na proteina Spike quando comparado
com o genoma de referéncia (Genbank ID: NC_045512.2) (MAJUMDAR; NIYOGI,
2021).

1.5 FILOGENIA

A reconstrucao filogenética vem sendo muito utilizada desde o inicio da pandemia
de SARS-CoV-2, tanto para caracterizar a primeira sequéncia do virus SARS-CoV-2
com o primeiro genoma sequenciado quanto para identificar sua relagdo evolutiva
com outros coronavirus (ZHOU et al., 2020b) e para monitorar a dispersao do virus
entre paises (ZHU et al., 2021).

Assim que os primeiros casos de contaminacao foram identificados na Europa, a
filogenia foi fundamental para compreender a rota de entrada do virus. Na Italia, um
estudo foi realizado analisando sequéncias de duas amostras de turistas que haviam
chegado no pais na segunda quinzena de janeiro de 2020. A partir desse estudo foi
possivel demonstrar que os pacientes ja haviam se contaminado antes de entrar no
pais. Esse mesmo estudo demonstrou que possivelmente o0 mesmo teria ocorrido
com as amostras coletadas na Alemanha e da Franca, visto que todas essas
amostras formavam um clado com amostras coletadas na China (GIOVANETTI et
al., 2020).
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Diversos outros paises também realizaram estudos filogenéticos para compreender
a relacdo entre as amostras de diferentes paises, como feito por Zhu et al. 2021
(ZHU et al., 2021), para compreender o padrdao de distribuicdo das linhagens do
SARS-CoV-2 em escala de tempo no leste asiatico utilizando o método Bayesiano.
Slavov et al.2021b (SLAVOV et al.,, 2021b) também utilizaram a filogenia para
analisar a dinamica molecular do virus na cidade de Ribeirdo Preto, estado de Séo

Paulo, no periodo inicial da pandemia na regiao.

A filogenia também foi explorada para ajudar a compreender questdes biolégicas
das linhagens que surgiram ao longo da pandemia. Um estudo realizado para esse
fim foi realizado no norte do Brasil com a linhagem P.1, identificada no estado do
Amazonas, para identificar a relagdo dessa nova linhagem com as que ja circulavam
na regiao e compreender a dindmica dessas linhagens no estado (NAVECA et al.,
2021).

A agilidade para a realizagdo de diversos estudos ao redor do globo foi gragas ao
grande esforgo de sequenciamento do genoma do SARS-CoV-2 com diferentes
técnicas, como o sequenciamento por nanoporos (Nanopore Oxford) (BULL et al.,
2020) e a grande quantidade de ferramentas de bioinformatica, importante em
diversas etapas do estudo cientifico, e para a vigilancia genémica do SARS-CoV-2,
como a montagem dos genomas, identificagdo de mutagdes, genotipagem das

linhagens e reconstrucgéao filogenética (HU et al., 2021).

Embora diversos estudos sobre o SARS-CoV-2 tenham sido realizados a nivel
global, nacional e regional, incluindo o sudeste brasileiro, ndo existia ainda estudos
sobre o virus no estado do Espirito Santo. O presente estudo utilizou dados do
banco de dados genémico GISAID para as possiveis rotas de entrada do virus no
estado do Espirito Santo com relagao aos estados fronteiricos, além da frequéncia e
co-circulacao de linhagens no durante o periodo 29 de fevereiro de 2020 até o dia 19
de agosto de 2021.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar as rotas de entrada do virus SARS-CoV-2 no estado do Espirito Santo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar as linhagens do virus SARS-CoV-2 presentes no estado do Espirito

Santo;
¢ |dentificar as linhagens de maior predominéncia no estado;

¢ Identificar se ocorreu a circulagdo de mais de uma linhagem ao mesmo tempo

no estado;

¢ I|dentificar as rotas de entrada do virus no estado do Espirito Santo com a

reconstrugao filogenética.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 COLETA NO BANCO DE DADOS

As sequéncias de genoma sequéncia do virus SARS-CoV-2 utilizadas para esse
estudo foram obtidas no banco de dados GISAID. Para a realizagdo da coleta os
filtros “Genomas completos”, “Alta cobertura”, “Baixa cobertura excluida” foram
utilizados. O genoma referéncia do virus presente no GenBank (Id: NC_045512.2)

também foi utilizado.

Dois bancos de dados foram formados. O primeiro banco de dados foi criado para
identificar as linhagens do virus presente no estado e contém apenas amostras do
estado do Espirito Santo com sequéncias coletadas entre o periodo de 29 de
fevereiro de 2020, quando o primeiro caso foi relatado no estado, até 19 de agosto
de 2021, totalizando 487 sequéncias, adicionado a sequéncia de referéncia.

O segundo banco de dados foi criado para realizar o estudo filogenético e contém
sequéncias dos estados que fazem divisa com o Espirito Santo, sendo eles Minas
Gerais (MG), Bahia (BA) e Rio de Janeiro (RJ). O periodo de coleta dos genomas de
cada estado ocorreu de acordo com a data da primeira sequéncia depositada no
banco de dados até o dia 19 de agosto de 2021, para todos os estados. Para o
estado de Minas Gerais o periodo de coleta foi do dia 21 de maio de 2020 com um
total de 627 sequéncias; para o estado da Bahia o periodo de coleta foi do dia 28 de
fevereiro de 2020 com um total de 942 sequéncias; no Rio de Janeiro o periodo de
coleta foi do dia 05 de marco de 2020 com um total de 5.747 sequéncias; e para o
estado do Espirito Santo o periodo de coleta foi do dia 29 de fevereiro de 2020 com
um total de 487 sequéncias. Em seguida, as sequéncias obtidas de cada estado
foram escolhidas de maneira randomizadas a fim de selecionar aproximadamente 50
sequéncias de cada estado. Um total de 202 sequéncias foram utilizadas para essa
analise, sendo 49 do estado do Espirito Santo, 53 de Minas Gerais, 50 da Bahia e
50 do Rio de Janeiro.
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3.2 IDENTIFICACAO DAS LINHAGENS
Para detectar as linhagens presentes no Espirito Santo foi utilizado o banco de

dados com todas as 487 sequéncias do estado com a amostra referéncia. As
amostras foram submetidas ao software Pangolin COVID-19 (v1.2.56) (Pangolin,

Centre for Genomic Pathogens Surveillance, USA).

3.3 RECONSTRUCAO FILOGENETICA
Para a reconstrucdo filogenética foi utilizado o segundo banco de dados com 202

sequéncias. Essas sequéncias foram alinhadas utilizando o software MAFFT (v.7)
(Osaka University, Osaka, Japan) selecionando a estratégia automatica de
alinhamento do software. Depois de alinhadas, as sequéncias foram utilizadas para
a reconstrugdo de duas arvores filogenéticas diferentes, uma utilizando a estratégia
de verossimilhanga e a outra utilizando a estratégia baseyana.

Para a reconstrucdo da arvore de verossimilhanca, foi utilizado a plataforma Q-
TREE (v. 1.6.12) (Universidade de Viena, Viena, Austria) com 1.500 bootstraps O
modelo evolutivo calculado pela plataforma foi 0 GTR+F+I.

Para a arvore filogenética baseyana, as sequéncias alinhadas pelo MAFFT foram
utilizadas para calcular o modelo evolutivo através do software MrModelTest2 (v.2)
(Boston, MA, EUA). O modelo evolutivo gerado foi o GTR+|+G. Em seguida, o
alinhamento foi submetido a plataforma CIPRES (v.3.3) (New Orleans, LA, EUA)
para gerar a arvore filogenética baseyana. Uma arvore de consenso entre a
inferéncia Bayesiana e a inferéncia de maxima verossimilhanga foi utilizada para

representar as arvores filogenéticas.
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4 CAPITULO 1

FILOGENIA MOLECULAR DO VIRUS SARS-CoV-2 NO ESTADO DO ESPIRITO
SANTO, BRASIL
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ABSTRACT

This study represents the first overview of the epidemiological dynamics of SARS-
CoV-2 in Espirito Santo (ES) State, Brazil, filling in knowledge on this topic, observing
data collected in the State, and aiming at understanding the epidemiological dynamics of
the virus in ES, as well as its possible routes of transmission and dissemination. . Our results
highlight that, so far, nine lineages have been identified with ES State. The B.1.1.33 lineage
was the first with the highest occurrence in ES, remaining predominant until September
2020. The second predominant lineage was Gamma, representing 45% of the samples. The
Delta lineage appears on the State scene, proving to be the next dominant lineage. This
research allowed us to understand how the lineages advanced and were distributed in the
State, which is important for future work, also making it possible to guide sanitary control
measures. Data analyses were made through the GISAID database for ES State showed that
the pandemic in the State has been evolving dynamically with lineage replacements over
the months since the first notification.
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INTRODUCTION

More than two years after the first notification of an outbreak of respiratory
crisis caused by a new coronavirus (SARS-CoV-2 - severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2), this syndrome, which received the name coronavirus
disease (COVID-19)', has already contaminated more than 400 million people
in the world, and has killed more than 5.7 million? (more than 635,000 people in
Brazil)®. In Brazil, the first case of SARS-CoV-2 infection was identified in Sao
Paulo State, on February 25, 2020, in a 61-year-old Brazilian man who had traveled
to Lombardy, Northern Italy*.

Due to the transmission potential and aggressiveness of COVID-19,
scientists have been working to obtain effective and safe vaccines at an unprecedented
rate®. The effectiveness of several vaccines were reported in late December 2020,
for the population to start immunization to fight the pandemic®”.

Brazil is territorially divided into five regions (North, Northeast, Midwest,
Southeast, and South), in which the disease spread rapidly, following the same
epidemiological patterns reported in European countries such as Italy, Spain and the
United Kingdom®. The Southeast region of Brazil covers four States: Sao Paulo - SP
(41 million inhabitants), Rio de Janeiro - RJ (15 million inhabitants), Minas Gerais
- MG (19 million inhabitants) and Espirito Santo - ES (3 million and 800 thousand
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inhabitants).The Brazilian Southeast region has the highest
population concentration in the country, being —ES, the 14™"
State in the national ranking, with a population density of
76.25 inhabitants/km? (2010).

The metropolitan area of Vitoria, capital city of ES, is
composed of seven cities (Cariacica, Fundao, Guarapari,
Serra, Viana, Vila Velha and Vitoria), and has 1,276,113
inhabitants according to the IBGE - Brazilian Institute of
Geography and Statistics in the 2010 Demographic Census®.
The first reported case of COVID-19 in Latin America'®,
and most confirmed cases in Brazil (more than 27 million
infections and 635,000 deaths by February 10, 2022) are
from the Southeast region of the country.

In ES State, however, there is a lack of studies on the
COVID-19 data collected. Understanding how lineages
advance and are distributed in the State cannot only
provide data for future research, but also guide health
control measures. The first case was reported on March 5,
2020 by the ES Health Department (SESA)'". The
epidemiological data of COVID-19 in the State registers
more than 13,700 deaths, and more than 950 thousand
cases of the disease'. Nevertheless, exploratory and
evolutionary studies were only conducted in some States
of the country, such as Minas Gerais - MG'2, Rondonia -
RO and Pernambuco - PE'. Therefore, taken into account
this bottleneck of reported information, this study aimed at
understanding the epidemiological dynamics of the virus
in ES State, as well as its possible routes of transmission
and dissemination.

MATERIALS AND METHODS

Complete and genotyped genomes of ES State residents
were downloaded from the GISAID database using the
“complete genome”, “high coverage”, and “low coverage
excluded” filters. In addition, genomes from neighboring
States were also downloaded, namely: Bahia (BA), Minas
Gerais (MG) and Rio de Janeiro (RJ). Using these sequences,
two databases were assembled. The first one containing only
samples from ES State, dated between February 29, 2020
and August 19, 2021 (data collection period) in addition to
the NCBI Reference sequence NC_045512.2 SARS-CoV-2,
which was used to conduct the analysis of lineages and
mutations present in the State. The second database, used
for phylogenetic analysis, was constructed using sequences
from ES together with sequences from the neighboring
States (RJ, MG, BA).

Identification of lineages

The sequences from both databases were submitted
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to the Pangolin COVID-19 software version v1.2.56
(Pangolin, Centre for Genomic Pathogens Surveillance,
USA) to identify the lineages present in ES State®.

Phylogenetic inference

For the second database used in the phylogenetic analysis,
samples from ES (n=487), MG (n=627), BA (n=942) and RJ
(n=5,747) were downloaded from the database. From the total
sample collected, the selection of sequences was performed
randomly with the aid of a specific script prepared using the
Python language software (Python Software Foundation,
Wilmington, DE, EUA), resulting in the following values of
“n” for each State: ES (n=49), MG (n=53), BA (n=50) and
RJ (n=50), with a total of 202 samples for the construction
of the phylogenetic tree. Furthermore, the software MAFFT,
version 7 (Osaka University, Osaka, Japan) and the Multiple
alignment program for amino acid or nucleotide sequences
were used to perform the database sequence alignment. The
maximum likelihood tree was calculated using the IQ-TREE
platform, version 1.6.12 (University of Vienna, Vienna,
Austria) with 15,000 bootstraps. The GTR+F+I evolutionary
model was selected by the platform. For the Bayesian
inference, the evolutionary model was calculated using the
software MrModelTest2, version 2 (Boston, MA, USA). The
evolutionary model generated was the GTR+I+G. Then, the
sequences were submitted to the CIPRES platform, version
3.3 (New Orleans, LA, USA) to generate the phylogenetic
tree. A consensus tree between the Bayesian inference and
the maximum likelihood inference was used for phylogenetic
analyses.

RESULTS

The GISAID database in which the SARS-CoV-2
sequences from the genomic identification of the virus in
the world are deposited, was consulted to obtain the date
of collection of the first SARS-CoV-2 genome sequences
from the States that belong to the Southeastern region of
Brazil, considering the following dates in ascending order:
Sao Paulo (2020/02/25), Espirito Santo (2020/02/29), Rio
de Janeiro (2020/03/05) and Minas Gerais (2020/05/21).
Thus, it determined that the first Brazilian SARS-CoV-2
sequence submissions correspond to samples from the
Southeast region. In the study period, a total of 487
samples of SARS-CoV-2 genomes isolated in ES State
from February 2020 to September 2021 was analyzed.
As a result, the presence of nine lineages was observed in
the State, according to the classification provided by the
Pangolin software: B.40, B.1.1.33, B.1 .1.28, Zeta (P.2),
P.7,Alpha (B.1 .1.7), Gamma (P.1; P.1.2; P.1.7, P.1.9P.1.10;

Rev Inst Med Trop Sao Paulo. 2022;64:¢24



Molecular dynamics of the COVID-19 pandemic in Espirito Santo (Brazil) and border States

P.1.11), N.9, and Delta (AY.13; B.1.617.2; AY.26; AY.32;
AY.4; AY.5). Among the variants found in the period of
this study, the most frequent were: Gamma, (44.5%), Delta
(19.0%), Zeta (14.8%),B.1.1.33 (11.3%), B.1.1.28 (5.1%),
and Alpha (4.5%).

The dynamics of the lineages present in ES State during
the months, evaluated in the database (Figure 1) starts with
the first sample collected, from a resident in Vila Velha (an
ES State municipality), who had arrived from a trip to Italy.
The collection of the sample from this case was carried
out on February 29, 2020, and it was classified within the
B.40 lineage. This lineage is related to other lineages of the
“large clade B”, as is the case of lineage B.1.1.33, which
was considered the first lineage with the highest occurrence
in the State, remaining as the main lineage until September
2020, when the B.1.1.33 lineage became predominant.
The predominance of the B.1.1.33 lineage in ES occurred
until the advance in the number of cases caused by the
Zeta variant. This variant was detected for the first time in
the State in October 2020, and became the main cause of
infections between December 2020 and February 2021.
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Figure 1 - Emergence of lineages in ES State over time.

In January 2021, the first sample containing the Gamma
lineage was found in the State, and from March onward
it became the main culprit in ES cases of COVID-19.
However, the Gamma lineage ceased to predominate after
the spread of the Delfa variant.

The variant that first gave rise to the Delta lineage was
the B.1.617.2, but AY.4, AY.5, AY.13, AY.26, AY.32 are
also within the Delta lineage. These variants are closely
related to B.1.617.2 in terms of genotype. . Between July
and August 2021, the period in which this lineage was
identified in the State, there was a significant increase in
the prevalence of the Delta lineage (Figure 1), which was
identified in more than 73.0% of the samples tested in the
month of August.

Regarding the samples available in the database for
phylogenetic analysis (Figure 2), the only sample from ES
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State related to lineage B.1.1.7 was collected on March 2,
2021. This sample shares a common ancestor that gave
rise to the clade that also contains samples from MG and
RJ States with 99.0% bootstrap support. The samples from
both States were collected after the data collection period in
ES State (March 2, 2021), on March 8, 2021 for MG State,
and April 26, 2021 for RJ State.

In Figure 3, A highlights a close relationship between
the genomes of Delta lineage virions collected in ES, MG
and RJ States. This relationship points to the possibility that
the samples collected in ES on August 19, 2021 may share
a common ancestor that gave rise to the sequenced virions
from MG and RJ States, bearing in mind that samples from
MG and RJ were collected on August 26, 2021 and June 29,
2021, respectively. In Figure 3, B highlights the possibility
that the first sample is related to the Delta lineage in ES
State, collected on July 19,2021 (EPI_ISL_3801883). This
viral lineage would share a common ancestor that gave
rise to the two samples from BA State, both collected on
August 6, 2021, whose clade obtained a bootstrap support
of less than 70.0%.

DISCUSSION

In the present study, we corroborated that the outbreak of
COVID-19 in Latin America began in Brazil, in Sao Paulo
State, with the beginning of the viral spread among other
States and Southern countries. The high air connectivity
through the Sao Paulo-Guarulhos International Airport
(the largest in Brazil), and the maritime connection through
the most important ports in the country, such as the iron
ore exporting port in Vitoria, the capital city of ES State,
, and the Brazilian largest port located in Rio de Janeiro,
are important points to understand the beginning of the
transmission and significant expansion of the virus from the
Southeast region, where the first epidemic phase began in
Brazil, to the rest of the country. However, published reports
highlight the relevance of mobility between States as a key
factor in the local and interregional spread of SARS-CoV-2,
with the Southeast region being the main source of virus
exports in the country*™©,

In this context, we analyzed some information about
the circulation of SARS-CoV-2 variants in ES, as well as
the phylogenetic correlation between the different variants
of the virus that circulate in bordering States, making it
possible to understand the viral dynamics of transmission
and dissemination.

It is known that SARS-CoV-2 is a single-stranded
RNA virus whose genome is very unstable, favoring the
occurrence of mutations and the emergence of variants'®.
Given the diversity of viral strains with mutations in their
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Figure 2 - Phylogenetic tree inferred by the Maximum Likelihood (ML) of 202 complete SARS-CoV-2 genomes from ES, BA, MG
and RJ States.

Figure 3 - Highlighting of interesting points on the phylogenetic tree: (A) Relationship between the genome of Delta lineage virions
collected in ES, MG and RJ States; (B) The first sample referring to the Delta variant in ES State, collected on July 19, 2021
(EPI_ISL_3801883); (C) Single sample from ES State, lineage B.1.1.7 that make up the database.

genome, the World Health Organization (WHO) assigned a are considered Variants of Concern (VOC) or Variants of

nomenclature to the SARS-CoV-2 strains that may harbor Interest (VOI), which are identified using letters of the
some important biological alterations. These lineages Greek alphabet'”. During the analyzed period, in ES State,
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out of the four VOC:s, at least three were already present in
the State, namely: Gamma, Alpha, and Delta.

In a Brazilian study that analyzed samples from March
2020, Franceschi ez al.® showed that the sequenced genomes
were mainly from three lineages: B.1, B.1.1.28, and B.1.1.33.
Lineages B.1.1.28 and B.1.1.33 had the highest percentages
in the country (n=156, 31.01%, and 26.04%, respectively).
In Rio de Janeiro, a study conducted with samples collected
on December 1, 2020 and May 12, 2021° identified lineages
P2 (43.44%), P.1 (36.47), B.1.1 (5.73%), B .1 (3.69%),
B.1.1.28 (3.28%),P.1.2 (3.28%),B.1.1.33 (1.23%), B.1.1.7
(1.23%), P.4 (0.82%, B.1,407 (0.41%) and N.9 (0.41%).
The predominant lineage in Rio de Janeiro was Zeta, which
occurred between December 2020 and January 2021,
followed by P. 1, which was detected in the sixth week of
2021. In ES, during the period studied, the first lineage
with the highest predominance was Alpha, identified for the
first time on January 12, 2020, which was soon replaced by
B.1.1.33, detected in the State on May 5, 2020.

The period during which our study was carried out
captured the epidemiological profile and allowed us to
correlate these data with the genetic profile of the SARS-
CoV-2 population during the first three epidemic waves in
ES, which occurred between June 2020 and August 2021,

The temporal analysis of the genetic frequencies of the
SARS-CoV-2 epidemic population in ES demonstrated
the predominance of B.1.1.33 lineage between May
and November 2020, coinciding with the first wave of
SARS-CoV-2, which occurred between June and July of
the same year. The second epidemic wave in ES occurred
between late November 2020 and early January 2021,
coinciding with the cocirculation of the Zefa and B.1.1.28
lineages. During January 2021, there was a decline in the
number of cases, however, in the period between March
and April 2021, the third and most intense epidemic wave
of the period analyzed in the present study was observed.

This third wave coincided with the initial detection
of Alpha and Gamma variants, responsible for more than
49% of the samples from ES State analyzed in the period.
A further increase in the number of SARS-CoV-2 cases,
but with a lower intensity, occurred in September 2021,
after the detection of the Delta variant circulation. These
observations showed a scenario of great complexity of
the epidemiological dynamics of SARS-CoV-2, which
was aggravated by the emergence and cocirculation of
new variants in addition to the speed of changes in the
genetic profile of the SARS-CoV-2 population in ES.
This outcome corroborated the results that had been
previously found in other locations, such as SP State, RJ
State and Amazonas State (mainly in the capital city of
Manaus) 02021,
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The Alpha lineage in ES State was identified on January
12, 2021. It is possible to notice that the Alpha lineage
(Figure 1) began to emerge in the State soon after its
identification, with a peak in March 2021, corresponding
to 50% of lineages found in the database in that period,
which may reflect its transmission potential. This lineage
harbors the N501Y mutation, detected for the first time in
the United Kingdom on 2020/12/12, being considered the
most transmissible lineage known so far?,

In ES, the Zeta lineage appeared for the first time in
November 2020, being predominant until February 2021,
according to the database. In Brazil, the Zeta lineage was
identified for the first time in July 2020 in RJ?, and it
became predominant in this State from December 2020 until
January 2021. This pattern changed after the emergence
of the P.1 lineage, after its first detection™. As in RJ, in
ES there was cocirculation of important lineages together
with the Zeta lineage, such as B.1.1.33, B.1.1.28, Alpha
and Gamma. In the period in which the Gamma lineage
began to circulate (January to August 2021), there was a
new increase in the number of deaths recorded in ES State,
with a total of 1,249 deaths in March, and a peak of 2,081
deaths'. Within this lineage, the Gamma variant associated
with the N501Y.V3 mutation was reported for the first time
in Japan, in four Japanese travelers from the city of Manaus
(Amazonas State) on January 2, 20202*. The Gamma
variant, when compared to the ancestor (B.1.1.28), has 17
non-synonymous mutations, 10 out of which are found in
the spike protein, being the most important N501Y, K417T
and E484K?°. The Gamma variant was detected in a large
percentage of samples from Amazonas in December 2020,
what can be considered a possible cause of the worsening of
the health situation in that. In January 2021, this lineage was
already accounting for the majority of samples sequenced
from that State®.

Regarding a published report®” in which the transmission
of the Delta lineage has been detected in almost every
country in the world, including Brazil in July 2021, this
lineage circulation in ES State was identified a month later
when there was an increase in the number of sequences
identified in August 2021. After the decline in the number
of cases of the third wave of contagions, there was a new
increase in September 2021 due to the circulation of the
Delta variant, according to data provided by the COVID-19
panel'!, although much lighter than the previous ones. Thus,
in August 2021, ES reached the lowest number of infected
people since the first wave to date''. Thus, we were able to
observe the positive action of vaccination in the State, due to
the fact that in the months of June and August 2021 around
52 to 66% of the population of ES had at least received one
dose of the vaccine. It is also known that infection by the
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Delta lineage is associated with an increase in both, the viral
load in the infected subject and the time of viral elimination
from the body, causing an increase in the transmissibility
of the virus?®, In addition, recent studies have suggested
that the Delta lineage is 40 to 60% more contagious than
the Alpha®® variant, justifying a change in the behavior of
the virus in comparison with the previous variants and the
one used as a reference.

Vaccination against COVID-19 in Brazil started in
January 2021%°. In September 2021, 71% of the population
had received one dose of the vaccine, whereas 43% had
received two doses. The rate of vaccination in ES in the
same period was slightly higher than in other Brazilian
States, with 74,4% and 45,7% of the population vaccinated
with one and two doses, respectively'°, The effectiveness
of immunization was supported by the reduction in the
positivity rates of tests performed after the beginning of the
vaccination campaign. In ES, in January 2021, from the total
RT-PCRs carried out, about 50% had a positive result and
with the advancement of immunization and infection control
measures, the positivity rate regressed over the months,
reaching less than 12% in July 2021. However, in September
2021, this rate reached 21%, which may be related to the
advance of the infection caused by the Delta variant, which
showed a great potential for dissemination™-°.

According to the phylogenetic analysis conducted in
this study, it was possible to notice some relationships of
the first samples collected among the States, suggesting a
possible relationship of the origin of infections between
the analyzed States, indicating possible influences of the
entry of the virus in a previously unknown State (Figure 3).
Finally, regarding the data analyses obtained in this study,
we can infer that the Delta variant arrived first in RJ State,
followed by BA, ES and MG, respectively.

This study has also shown that during the initial phase of
the pandemic in Southeastern Brazil, the first SARS-CoV-2
sequence from ES (EPI_ISL_1181582), collected on May 5,
2020 and analyzed by the phylogenetic tree, corresponded
to the lineage B.1.1.33, having an evolutionary relationship
to the viruses sequenced in the other States. As they belong
to the same 70% below supported monophyletic clade, we
claim that the possible origin of that lineage in ES was
introduced from a borderline State, since at that time the
other States had already identified this lineage. However,
globally, it was the first lineage with the greatest spread.
In fact, a previous study®' estimated that B.1.1.33 is a
widespread associated lineage to community transmission
among Brazilian States.

In addition, the analysis of the phylogenetic tree of
202 SARS-CoV-2 sequences allowed to show a close
evolutionary relationship between the viruses from different
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States (ES, MG, RJ, BA), which were grouped within
the same clade. Moreover, they have a tendency to form
monophyletic groups as they belong to the same lineage.

CONCLUSION

Due to the limitations found for the sequencing of
cases identified in ES, the analysis of data made available
through the GISAID database for the State showed that the
pandemic in ES has been evolving dynamically with lineage
replacements over the months since the first notification.
Thus, this study showed that the lineage Delta began to
predominate the ES scenario after two events of great
predominance caused by two other strains: B.1.1.33 and
Gamma. Therefore, we claim that our study represents
the first overview of the epidemiological dynamics of
SARS-CoV-2 in ES State.
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5 CONCLUSOES

Com resultados desse trabalho foi possivel concluir que durante o periodo analisado
(29 de fevereiro de 2020 até 19 de agosto de 2021), foram detectadas nove
linhagens no banco de dados do estado do Espirito Santo (ES), sendo trés delas
consideradas VOC (Gamma, Alpha e Delta) e uma VOI (Zeta).

A primeira linhagem de maior ocorréncia foi a B.1.1.33 até setembro de 2020
quando a Zeta comecga a ser detectada no estado.

As VOCs e VOI foram as linhagens com maior prevaléncia Gamma, (44.5%), Delta
(19.0%), Zeta (14.8%), B.1.1.33 (11.3%), B.1.1.28 (5.1%) e Alpha (4.5%).

Foi identificada a co-circulacdo de mais de uma variante do SARS-CoV-2 no Espirito
Santo simultaneamente, assim como ocorreu em outras regides, como Rio de
Janeiro.

As analises filogenéticas demonstraram com bom suporte de bootstrap que
amostras do estado do Espirito Santo e estados vizinhos (BA, MG e RJ) eram
relacionadas evolutivamente sendo agrupados num mesmo clado, indicando que
ocorreu entrada do virus no ES através dessas rotas geogréficas.

Os resultados encontrados nesse estudo ajudam a compreender melhor como foi a
dindmica do virus do estado suprindo uma lacuna que existia até o momento num

estado que é localizado na regido (sudeste), a mais populosa do Brasil.
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APENDICE |

JUOTIZT 11:45 UnistiedD) ipyni - Colabosatory

1 import sys,random

2 from Bio import Seql0

3 from Bio.Seq import Seq

4 from Bio.SeqRecord import SeqRecord

5 from Bio.Alphabet import generic protein

B

7 # Use: python scriptname.py number of random seq infile.fasta owutfile.fasta

a

9 infile = sys.argv[z] #ame of the input file

18 seq = list({Seqlo.parse(infile, "fasta™)) #Cregte a list with all the sequenc
11 print {"Input fasta file = ", infile)

1z

13 totseq = len(seq) #Total number of sequences in the 1
14 print ("Number of sequences in the original file = ", totseq)

15

16 randseq = int(sys.argv[1]} #umber of random sequences desired
17 print ("Number of seguences desired to walk = ", randseq)

18

19 if randseq » totseq:

28 print ("The reguested mnumber of sequences is greater that the total number of input
21 exit()

22

23 oputfile = sys.argv[3] #Mame of the output file
24 print ("Output fasta file = ", outfile)

25

26 outrandseg = []

27 outlist = []

28 print {("Choosing your output seguences:")

Fa: |

38 for 1 in range(@,totseq, randseq):

31 #choose = 1 + random.randint(1,randseq-1)

3z choose = i+ random.randint(l,randseq)

33 for j in range(len{outrandseq)}: #Test to see if the random seguen
34 if choose — outrandseq[j]:

35 choose = random. randini(1,totseq-1) #Choose a new random Sequence rec
E outrandseq. append {choose)

7 print (choose)

EL: outseq = seq[choose]

3% outlist.append{outseq) #Append seq record to output list
48

41 SeqID.write(outlist, outfile, "fasta™) #irite the output 1ist to the owtfi
42

43 exit()

hitpexiieata resaart googe. Comitnve/ 3L SasiwL 1 FPPM-v4 3NEookfEAP 1N ZscrilTime aA X pEWIDSh G APt Mod e=e 1"
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