% Rede

“Genomica

Fiocruz

. g\ FVS
{h“ﬂ\ Hinitrio da Sagce nermuroEONoRS FUNDACAO DE VIGILANCIA
FIOCRUZ crus % ILMDFiocruz Amazénia FVS EM SAOQDE DO AMAZONAS

0:

Laboratério de Ecologia de Doengas Transmissiveis na Amazonia, Instituto Lednidas e Maria Deane, FIOCRUZ,
Manaus, Amazonas, Brasil.

Fundacdo de Vigilancia em Saude do Amazonas, Dra. Rosemary Costa Pinto, Manaus, Amazonas, Brasil.
Laboratério Central de Saude Publica do Amazonas, Manaus, Amazonas, Brasil.
Instituto Oswaldo Cruz (10C), FIOCRUZ

Laboratdrio de Virus Respiratérios e do Sarampo (LVRS)
Referéncia Nacional para Coronavirus do Ministério da Saude e Regional para Organizagdo Mundial de Saude.

Relatdrio Técnico: Deteccdo de Mutacdes na Proteina Spike da Variante de
Preocupacio (VOC) P.1 (Gamma) do SARS-CoV-2 no Estado do Amazonas

Laboratdrio de Origem: LACEN-AM

O Amazonas foi um dos estados brasileiros mais afetados pela epidemia de COVID-
19 e até 19 de junho de 2021, mais de 13.200 mortes haviam sido registradas. A
epidemia de COVID-19 no Amazonas foi caracterizada por duas ondas de crescimento
exponencial. A primeira comegou em margo de 2020, atingiu o pico no inicio de maio de
2020 e foi principalmente associada a introducdo e disseminacdo das linhagens B.1.195
e B.1.1.28 [1]. A segunda onda epidémica comecou em dezembro de 2020 e atingiu o
pico entre janeiro e fevereiro de 2021, sendo associada ao surgimento local e a rapida
disseminacdo de uma nova Variante de Preocupacdo (VOC) do SARS-CoV-2 designada
como linhagem P.1 [1,2] ou Gamma [3]. Desde meados de fevereiro de 2021, o nimero
de mortes por SARS-CoV-2 caiu e, em seguida, permaneceu praticamente estavel (média
de 7 dias <20) periodo do inicio de maio até meados de junho de 2021. Apesar desta
reducdo, o virus continua circulando e centenas de casos novos sdo registrados
diariamente.

Neste estudo geramos e analisamos 744 genomas do SARS-CoV-2 de alta
gualidade (<0,5% Ns) de amostras coletadas entre 01 de janeiro e 31 de maio de 2021
de individuos que vivem no Amazonas. As sequéncias foram geradas na FIOCRUZ
Amazonia, que faz parte da Rede Gendmica de Vigilancia em Saude do Amazonas
(REGESAM) e do consércio Rede de Vigilancia Gendomica FIOCRUZ COVID-19 do
Ministério da Saude (http://www.genomahcov.fiocruz.br/).
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Nosso levantamento confirma que a P.1 é a linhagem mais prevalente no
Amazonas (99%, ou 744 de 752 genomas) no periodo analisado. Um segundo ponto
importante é o aumento acentuado na frequéncia de variantes da P.1 com dele¢des no
dominio NTD da Spike (NTDdel), ou com as mutag¢des S: N679K ou S: P681H. As variantes
P.1 + NTDdel aumentaram de menos de 10% em janeiro-abril, para 16% em maio de
2021. As sequéncias com delecdo no loop N3 (A144, A141-144 e A139-144) foram muito
mais frequentes que no loop N5 (A241-243). A variante P.1 + A141-144 exibiu o maior
aumento na frequéncia durante maio de 2021 (Fig. 1A). As variantes P.1 + P681H e P.1
+ N679K aumentaram de 0% na primeira quinzena de margo para 27% e 32% na segunda
guinzena de maio de 2021, respectivamente (Fig. 1B). Juntas, as variantes P.1 + NTDdel,
P.1 + N679K e P.1 + P681H compdem 74% de todos os casos positivos de SARS-CoV-2
sequenciados no Amazonas na segunda metade de maio de 2021.
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Figura 1. Genomas da VOC P.1 com dele¢des (A) ou Mutacdes N679K e P681H (B) em
funcdo do tempo de aparecimento, no estado do Amazonas.
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Combinamos sequéncias de alta qualidade da P.1 geradas neste e em estudos
anteriores com sequéncias P.1 + NTDdel (A144, A143-144 e A141-144), sequéncias P.1
+ P681H e P.1 + N679K detectadas em outros estados brasileiros que estavam
disponiveis no banco de dados EpiCoV no GISAID (https://www.gisaid.org/) em 25 de
junho de 2021. A andlise filogenética de maxima verossimilhanca (ML) mostrou que o as
amostras com delecdes (NTDdel) no loop N3 surgiram varias vezes durante a evolucdo
da linhagem P.1 no Brasil. Além disso, esta analise revelou um clado monofilético com
alto suporte (aLRT = 86%) designado como P.1 + A141-144,v que compreende a maioria
(n = 27/31, 88%) das sequéncias amazdnicas com essa delecdo no NTD (Fig. 2). A
mutacdo S: N679K surgiu duas vezes dando origem a um clado principal P.1 + N679Kam-
1 (aLRT = 79%) que compreende a maioria das sequéncias (n = 90/97, 92,8%) do estado
do Amazonas, bem como uma sequéncia detectada no estado do Rio de Janeiro, e um
clado menor P.1 + N679Kam-i (aLRT = 78%) compreendendo sete sequéncias do
Amazonas (Fig. 2). A mutacdo S: P681H também surgiu pelo menos duas vezes no Brasil,
dando origem as linhagens P.1 + P681Ham (aLRT = 79%) e P.1 + P681Hgr (aLRT = 74%)
gue compreendem todas as sequéncias amostradas no Amazonas (n = 85) e nos demais
estados brasileiros (n = 122), respectivamente (Fig. 2).
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Figura 2. Arvore filogenética de maxima verossimilhanga contendo 1032
genomas P.1 e P.1-like, destacando os clados descritos nesse estudo.
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A maioria das sequéncias pertencentes aos clados P.1 + A141-144,m (96%), P.1 +
P681Ham (78%), P.1 + N679Kam-1 (79%) e P.1 + N679Kam-i1 (75%) foram amostradas na
capital Manaus entre 12 de marco e 31 de maio de 2021. As sequéncias P.1 + P681Hgr
foram amostradas em estados das regides Sul (Parand e Santa Catarina), Sudeste (Rio
de Janeiro e Sado Paulo), Centro-Oeste (Goids), Nordeste (Alagoas, Maranhdo e Paraiba)
e Norte (Pard e Tocantins) entre 12 de marc¢o e 06 de junho de 2021 e sua frequéncia
entre as sequéncias de P.1 de fora do estado do Amazonas aumenta de 0% em fevereiro
para 21% em junho de 2021.

A reconstrucdo filogenética bayesiana usando um modelo de relégio molecular
estrito com uma taxa de substituicdo uniforme (8 - 10 x 10" substituicdes / sitio / ano),
estimou o surgimento da sublinhagem P.1 + N679Kam em 16 de fevereiro de 2021 (95%
[HPD]: 16 de janeiro - 13 de marco de 2021), sublinhagem P.1 + P681Hgr em 27 de
fevereiro de 2021 (95% HPD: 02 de fevereiro - 10 de margo de 2021), sublinhagem P.1 +
P681Ham em 06 de marco de 2021 (95% HPD: 09 de fevereiro - 26 de marco de 2021), e
sublinhagem P.1 + A141-144,v em 06 de marco de 2021 (95% HPD: 13 de fevereiro - 12
de marco de 2021). A cidade de Manaus é a origem mais provavel (PSP > 0,74) dos
clados P.1 + A141-144,v, P.1 + N679Kam-1 € P.1 + P681Ham, enquanto o estado de Sdo
Paulo (PSP = 0,72) foi o epicentro mais provavel do clado P.1 + P681Hgg.

A VOC Gamma é sensivel a anticorpos neutralizantes (NAb) direcionados contra o
supersitio antigénico NTD. No entanto, o mapeamento de delecdes NTD na regido de
delegdo recorrente-2 (RDR-2), como a A141-144, demonstrou conferir resisténcia a
esses anticorpos [4, 5]. Curiosamente, as delecdes de NTD A141 e A142 estavam entre
as mutacoes previstas de serem selecionadas para as VOCs do SARS-CoV-2, de acordo
com um estudo recente [6]. Esses achados suportam que as variantes P.1 com delecdes
na NTD podem representar um mecanismo importante de evasdao imunoldgica adicional
da VOCP.1.

A Mutacgdo S: P681H é imediatamente adjacente ao local de clivagem da furina S1
/ S2 que é uma regido de importancia para a infeccdo e transmissdo do SARS-CoV-2.
Curiosamente, as mutacdes S: P681H e S: P681R surgiram nas VOCs Alpha e Delta, bem
como em varias VOIs (AV.1, B.1.1.318, B.1.617.1, B.1.617.3 e P.3), alcancando uma
prevaléncia mundial >70% entre as sequéncias SARS-CoV-2 amostradas em maio de
2021 (https://outbreak.info/situation-reports#fcustom-report). A evolucdo convergente
das mutagdes S: P681H / R em VOCs e VOIs que se espalham pelo mundo sugere uma
vantagem adaptativa.

A Mutagao S: N679K nao foi identificada anteriormente como uma mutagao
preocupante. Em 25 de junho de 2021, o banco de dados EpiCov continha 2.585
sequéncias com essa mutacdo associada a multiplas linhagens do SARS-CoV-2
encontradas predominantemente na Europa (n = 1.298) e na América do Norte (n =
1.129). O primeiro aparecimento desta mutagdo ocorreu nos EUA em 18 de margo de

2020, mas 97% das sequéncias SARS-CoV-2 com a mutagao S: N679K foram detectadas
4
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a partir de novembro de 2020. Na Europa, a mutacdo S: N679K é encontrada junto com
mutac¢des preocupantes na proteina S das linhagens SARS-CoV-2 B.1.1.433 (S477R), AT.1
(A136-144, E484K e ins679GIAL) e B.1.258 (A69-70 e N439K) sendo também detectada
esporadicamente em alguns genomas B.1.1.7 (n =30) e P.1 (n = 19).

Outra muta¢do encontrada que teve um aumento em relagdo a outras nesse
estudo foi a H49Y. Essa mutacdo foi primeiramente descrita em janeiro de 2020 na China
e posteriormente encontrada nos EUA, Taiwan, Australia e México [7], sendo que nesse
ultimo pais é uma das trés mutacdes mais observadas [8]. Um estudo conduzido no
Japao demonstrou que a mutacao H49Y estd associada a um aumento na capacidade de
entrada nas células hospedeiras [9].

Em resumo, nosso estudo confirma que a circulacdo persistente do SARS-CoV-2
apos a segunda onda epidémica de COVID-19 no estado do Amazonas tem sido
associada a evolucdo continua da VOC P.1, através da aquisicdo de dele¢cGes de NTD
Spike ou mutagdes na jungdo S1 / S2 (N679K ou P681H). A rapida disseminagdo das
variantes emergentes P.1 + A141-144xm, P.1 + N679Kam, P.1 + P681Ham € P.1 + P681Hgr
durante maio de 2021, sugere que essas sublinhagens de P.1 provavelmente
continuarao se espalhando nos préximos meses no Amazonas e em outros estados
brasileiros. Embora o surgimento dessas novas variantes virais ndo tenha sido associado
a uma terceira onda epidémica de COVID-19 no estado do Amazonas até agora, a
transmissdo comunitaria de VOCs de segunda geracdo, que podem ser mais
transmissiveis ou resistentes a neutralizacdo do que a P.1 original merece atencao
especial. Nossos resultados também destacam a necessidade urgente de abordar a
eficacia dos soros de individuos infectados com P.1 e/ou vacinados, quanto a capacidade
de neutralizar essas novas sublinhagens emergentes da VOC P.1.

Manaus,30 de junho de 2021.

Felipe Gomes Naveca
Pesquisador em Saude Publica do ILMD / Fiocruz

*Em nome da Rede Gendémica Fiocruz

Cristiano Fernandes da Costa
Fundacdo de Vigilancia em Saude do Amazonas
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