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Identificagdo de linhagens relacionadas ao SARS-CoV-2 linhagem P.1 no Brasil

A emergéncia da variante de preocupacao (VOC) de SARS-CoV-2 P.1, cujo o
surgimento foi estimado em novembro de 2020 no estado do Amazonas "2, teve uma
rapida disseminagdo para outros estados brasileiros associada a segunda onda
epidémica que colapsou o sistema publico de saude noinicio de 2021. AVOC P.1 possui
um grande numero de mutacdes definidoras da linhagem, incluindo: 10 substituicbes
nao sinbnimas na proteina Spike (S) (L18F, T20N, P26S, D138Y, R190S, K417T,
E484K, N501Y, H655Y, T10271), cinco mutagcbes ndo sinbnimas distribuidas entre a
NSP3 (S370L e K977Q), NSP13 (E341D); e as proteinas NS8 (E92K) e N (P80R).
Mutagdes do tipo indel também séo encontradas em NSP6 (S106del, G107del, F108del)
e na regiao intergénica ORF8/N, com uma insergao de quatro nucleotideos (ins28263)
1,2

Uma analise subsequente de um grande numero de genomas do SARS-CoV-2
no Amazonas revelou quatro sequéncias semelhantes a P.1 de pacientes de Manaus,
que se ramificam como um clado monofilético irmdo em relagéo a linhagem P.1 3. O
clado definido como P.1-like também acumulou um numero excepcionalmente alto de
mudangas genéticas em relagdo a linhagem B.1.1.28 parental, incluindo varias
mutagdes definidoras de linhagem P.1 no S (L18F, P26S, D138Y, K417T, E484K,
N501Y) e nas proteinas NSP3 (K977Q) e N (P80R), assim como muta¢des Unicas nas
proteinas NSP2 (K456R); NSP3 (T1189l); NSP6 (V149A); NSP13 (S74L); S (ins214 e
D1139H) e NS8 (K2stop). Este achado sugere que mutagées definidoras de linhagem
P.1 ndo se acumularam em um evento Unico de diversificagdo genética em uma infecgéao
de longo prazo, mas foram adquiridas em etapas sequenciais durante a evolugéo da
linhagem B.1.1.28 no estado do Amazonas.

Neste relatério técnico, descrevemos uma segunda variante de SARS-CoV-2
relacionada a P.1 (P.1-like) que esta se espalhando em varios estados das diferentes
regides brasileiras. A analise do perfil de mutagbes de amostras positivas para SARS-
CoV-2 detectadas em diferentes estados brasileiros entre 12 de marco de 2020 e 31 de
margo de 2021 revelou 44 sequéncias (EPI_ISL_2038926 ao EPI_ISL_ 2038968,
EPI_ISL_2102018 e EPI_ISL_2102063) que abrigam 15 das 21 mutacdes definidoras
da linhagem P.1, incluindo as trés mutagdes de maior preocupag¢do no dominio de
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ligacdo do receptor (RBD) da proteina S (K417T, E484K e N501Y), a delecdo na NSP6
(S106del, G107del, F108del) e a insergéo de quatro nucleotideos na regiao intergénica
ORF8/N (ins28263). Estas sequéncias P.1-like, aqui designadas como P.1-like-ll, nao
possuem algumas das mutag¢des definidoras da linhagem P.1 em ORF1ab (C2749T,
C12778T e C13860T); NSP13 (E341D); S (T20N) e NS8 (E92K) e exibem ainda seis
substituicbes exclusivas na ORF1ab (C8905T, C16954T e A20931G); NSP4 (D217H);
regido intergénica E/M (A26492T) e N (P383L). As sequéncias P.1-like-lIl também
compartilham nove mutacées definidoras de linhagem P.1 com o clado P.1-like
anteriormente caracterizado (agora designado como P.1-like-I).

A analise filogenética de maxima verossimilhanca revelou que novas sequéncias
P.1-like-Il se ramificaram em um clado monofilético com alto suporte (SH-aLRT = 96,6%)
junto com sete sequéncias obtidas do banco de dados EpiCoV (https://www.gisaid.org/)
que exibiram o perfil de mutacéo P.1-like-1l, mas estdo atualmente classificadas como
P.1 no mesmo banco de dados (Figura 1a). Os clados P.1-like-l e P.1-like-ll ndo estao
agrupados dentro da diversidade da VOC P.1, portanto devem ser designados como
novas linhagens “P.n” PANGO (a solicitagdo de designacao de linhagem foi enviada em
10 de maio de 2021 https://github.com/cov-lineages/pango-designation/issues/77). Os
genomas P.1-like-ll foram amostrados em nove diferentes estados brasileiros,
principalmente nas regides Sul e Sudeste (Figura 1b), o mais antigo foi detectado no
estado do Rio de Janeiro em 19 de janeiro de 2021 4 sendo o mais um recente
identificado neste estudo no estado do Amazonas em 25 de marcgo de 2021. O estado
brasileiro que contém a maioria das sequéncias P.1-like-ll identificadas até o momento
foi Santa Catarina (59%), seguido por Rio de Janeiro (10%), Rio Grande do Sul (8%) e
Sao Paulo (8%). A analise da estrutura temporal revelou que os clados P.1 e P.1-like
acumularam um maior nimero de mutag¢des do que outras sequéncias B.1.1.28 (Figura
1c). Os diferentes modelos de relégio molecular usados tragaram consistentemente o
tempo médio de surgimento do ancestral de todas as P.1 e P.1-like em meados de
agosto de 2020 e o surgimento das linhagens P.1 e P.1-like no final de novembro e no
final de dezembro de 2020, respectivamente.

Nossa vigilancia genémica identificou uma nova linhagem irmé de P.1, derivada
da diversidade amazobnica B.1.1.28, e provisoriamente designada como linhagem P.1-
like-11. Ela compartilha um ancestral comum e véarias mutagdes definidoras de linhagem
com a VOC P.1, incluindo aquelas no RBD da proteina S (K417T, E484K, N501Y). Essa
nova linhagem esta geograficamente dispersa no Brasil, principalmente nas regiées Sul
e Sudeste do pais. A P.1-like-1l é a segunda linhagem relacionada a P.1 identificada por
nosso grupo no Brasil, confirmando que a constelagédo completa de mutagdes que define
0 VOC P.1 ndo se acumulou em um unico individuo, mas foram adquiridas em etapas
sequenciais durante multiplos eventos de transmissdo. Nossos resultados sugerem
ainda que um ancestral P.1 carregando metade das mutagdes definidoras da linhagem
P.1, incluindo aquelas no RBD da proteina S, circulou silenciosamente no estado do
Amazonas por varios meses antes do surgimento de P.1 e linhagens relacionadas a P.1.
Digno de nota, é o fato que embora o ancestral de P.1 e as linhagens contemporaneas
P.1-like possuam as principais mutagdes preocupantes na proteina S; nenhuma delas
teve tanto sucesso em se espalhar como a VOC P.1. Isso sugere que outros fatores
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além das mutagbes virais, provavelmente relacionados ao comportamento humano,
podem ter desempenhado um papel importante na disseminag¢ao notavel da VOC P.1
no estado do Amazonas e depois em todo o Brasil.

Figura 1. Diversidade genética e distribuicdo das linhagens semelhantes a B.1.1.28, P.1
e P.1 no Brasil. a) Arvore filogenética de maxima verossimilhanca (MV) das linhagens
B.1.1.28, P.1 e P.1-like identificadas no Brasil. Cada linhagem foi destacada com cores
conforme indicado na legenda. Os valores de suporte aLRT s&o indicados em
ramificagdes principais e os comprimentos de ramificacdo sdo desenhados em escala
com a barra lateral indicando substituicdes de nucleotideos por local. b) Distribuicdo
geografica e frequéncia da linhagem P.1-like-ll identificada no Brasil. Os nomes dos
estados brasileiros seguem o padrdo ISO 3166-2. O gradiente de cor representa o
numero de sequéncias identificadas neste estudo, seguindo a legenda. ¢) Correlagao
entre a data de amostragem de B.1.1.28, P.1, P.1-like-l e P.1-like-Il e sua distancia
genética da raiz da arvore filogenética MV. Cada linhagem foi colorida de acordo com a
legenda. A inclinagéo de cada regressao esta indicada.
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