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RESUMO

O surto de (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) SARS-CoV-2 que comegou no ano de
2019, em Wuhan, China, rapidamente tornou-se uma preocupacao global. Ap6s alguns meses, o virus foi
identificado em todos os continentes do mundo e, em 11 de margo de 2020, a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) declarou a doenca causada pelo SARS-CoV-2 (Corona Virus Disease: Covid-19) como
pandemia. A partir disso, a rdpida disseminagdo viral e o alarmante niimero de individuos infectados
contribuiram para o surgimento de diferentes variantes ao longo do tempo. No presente trabalho,
propds-se uma metodologia de bioinformatica associada a vigilancia gendmica como um meio de ajudar a
elucidar o processo infeccioso causado por esse patdgeno emergente. Para isso, foram analisadas todas as
sequéncias referéncias disponiveis de Betacoronavirus de forma a correlaciona-las com a disponibilidade
de tRNAs dos hospedeiros. Essas analises permitiram identificar um mecanismo de competicdo entre os
Betacoronavirus e os hospedeiros, através da selecdo de codons, além de identificar oito hospedeiros
suscetiveis como potenciais reservatorios para o SARS-CoV-2. Adicionalmente, foi estimado o impacto de
Variantes de Preocupag¢ao Internacionais (VOCs) introduzidas no Brasil, avaliando como a substitui¢ao de
diferentes nucleotideos, ao longo do tempo, possibilitou o aumento dos niumeros de casos e de mortes no
pais. Os resultados reforcam a necessidade da implementacdo da vigildncia gendmica em larga escala,
para compreender as medidas de transmissdo de variantes e para auxiliar a implementacdo de rapidas
medidas de conten¢do. A metodologia aplicada neste estudo pode ser replicada para a caracterizagdo de

outros possiveis patdgenos emergentes e reemergentes em ambitos nacional e mundial.

Palavras-chave: Virus, epidemia, cddons, bioinformatica, vigilancia.



ABSTRACT

The SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) outbreak that started in
the year 2019 in Wuhan, China has quickly become a global concern. After a few months, the
virus was identified all over the world. March 11, 2020, the World Health Organization (WHO)
declared the disease caused by SARS-CoV-2 (Corona Virus Disease: Covid-19) a pandemic. The
fast viral spread causes the emergence of different variants over time. In the present work, we use
a bioinformatics methodology associated with genomic surveillance as a way to elucidate the
infectious process caused by this emerging pathogen. For this purpose, all available reference
sequences of Betacoronavirus were analyzed and correlated with the availability of tRNAs in the
hosts. Our results allowed us to identify a competition mechanism between Betacoronaviruses
and their hosts, through codon selection, in addition suggesting eight susceptible hosts as
potential reservoirs for SARS-CoV-2. Additionally, we estimated the impact of International
Variants of Concern (VOCs) introduced in Brazil, evaluating how the substitution of circulating
variants, over time, allowed the increase in the number of cases and deaths. Our results reinforce
the need for large-scale implementation of genomic surveillance, to understand variant
transmission and to assist in the implementation of rapid containment measures. This
methodology applied in this study can be replicated for the characterization of other possible

emerging and reemerging pathogens at national and global levels.

Keywords: Virus, epidemic, codons, bioinformatic, surveillance.
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1. Introducao
1.1. Emergéncia e reemergéncia viral

A economia ¢ a saude da populagdo mundial tém sido afetadas por doencas infecciosas
emergentes e reemergentes cujos principais registros, desde 1990, incluem doengas como “Gripe
Espanhola”, Febre Amarela, Dengue, Febre do Nilo Ocidental, Febre Hemorragica Ebola,
HIV/Aids, entre outras (HUANG; HIGGS; VANLANDINGHAM, 2019). Nesse contexto, a
reemergéncia refere-se a detecgdo de um virus ja conhecido em uma nova populagdo hospedeira
(HUANG; HIGGS; VANLANDINGHAM, 2019). Esses eventos sdao ocasionados por dois
fatores: ecologicos, como invasdo de areas de habitat natural dos vetores, e genéticos, mediante
mutacdes adquiridas pelos virus (GEOGHEGAN; HOLMES, 2017).

As mutagdes sdo um processo natural que ocorrem durante a replicacdo do material

genético. Todos os seres apresentam uma taxa de mutacao. Os genomas virais, porém, revelam

uma elevada taxa de mutacdo, variando de 10°a10"° por nucleotideo, para cada cépia do
genoma, ou seja, uma das mais altas conhecidas, principalmente devido a auséncia do mecanismo
de corre¢do da polimerase e a necessidade de uso do maquinério de transcri¢cdo de diferentes
hospedeiros (DENNEHY, 2017).

Uma alta taxa de mutacdo provoca instabilidade ao processo de replicagdo viral. Apesar
de algumas vezes gerar uma vantagem evolutiva, o nimero alto de mutagdes geralmente causa
efeitos deletérios. Como resultado, apenas uma pequena fragdo da populagdo viral realmente
adquire caracteristicas de sobrevivéncia eficazes ao hospedeiro e, para que esse novo genodtipo
sobreviva, a taxa de transmissao precisa ser elevada (GEOGHEGAN; HOLMES, 2017).

Nos ultimos 40 anos, ocorreram varios eventos de emergéncias virais em humanos (Figura
1), tendo como destaque os virus: Influenza A HIN1/09, Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV), SARS Coronavirus, MERS Coronavirus e Virus Ebola (EBOV). Como resultado, ha um
crescente nimero de dados na literatura buscando compreender e predizer os seus eventos de

transmissao (IBRAHIM et al., 2018).
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Figura 1. Patogenos virais emergentes e reemergentes. Os hospedeiros conhecidos estdo

ilustrados no ramo, e familias estdo representadas em cores. Fonte: Ibrahim et al., (2018).

A adaptacdo a uma nova espécie de hospedeiro representa também um grande desafio
bioldgico, e ndo ¢ sempre bem-sucedida pelo virus, como, por exemplo, o H5N1, o virus da
Influenza Aviaria, que apresenta registro de infeccdo em humanos, porém sem sucesso de
continuidade e estabelecimento de um novo ciclo (LAM et al., 2015). Por sua vez, alguns virus
tiveram a adaptacdo tdo bem-sucedida a ponto de estabelecerem uma cadeia de transmissao
somente em humanos, sem necessidade de outros hospedeiros, como o do virus HIV
(GEOGHEGAN; HOLMES, 2017).

Teoricamente, os virus tendem a evoluir de modo que consigam coexistir com seus
hospedeiros, dessa forma, garantindo a sua sobrevivéncia (DENNEHY, 2017). A viruléncia ¢ um
aspecto que nao porta vantagens para a adaptacdo, como, por exemplo, o virus Ebola (EBOV),
sua transmissdo se d4 por contato direto com um individuo infectado ou suas secre¢des. EBOV
tem uma taxa de mortalidade alta para humanos, em torno de 95%, como resultado seu potencial
de transmissao ¢ sustentado. Por esse motivo, as ondas de infeccdes ja registradas por Ebola sdao
regionais (DIEHL et al., 2016; DUDAS et al., 2017; URBANOWICZ et al., 2016).

Existe um padrdo relativo a tendéncia de maior emergéncia de virus de RNA. Esse
aspecto tem uma relagdo com a alta taxa de mutacdo. Virus que cruzaram a barreira das espécies
e foram bem-sucedidos t€m caracteristicas em comum: pequenos genomas, alta taxa de mutagao,
alta diversidade genética e alta pressao seletiva (DENNEHY, 2017).

Um grande desafio no que se refere a predicao desses eventos ¢ que muitos hospedeiros
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secundarios ainda sdo desconhecidos (GEOGHEGAN; HOLMES, 2017).

1.2. A Vigilancia Gendmica no Brasil

A Vigilancia Genomica tem por definigdo o objetivo de rastrear patdogenos virais
emergentes e reemergentes por meio do sequenciamento completo do seu material genético. Essa
técnica se tornou fundamental na luta contra patdogenos emergentes e reemergentes nos ultimos
anos, possibilitando o monitoramento de diferentes virus zoondticos e endémicos
(MAGALHAES et al., 2020).

Os Arbovirus sdo um grupo de virus transmitidos por artropodes e os principais
causadores de epidemias no Brasil. Eles sdo divididos em cinco familias: Flaviviridae,
Togaviridae, Bunyaviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae. Dentre os arbovirus, os principais
causadores de infec¢do no Brasil sdo: o virus da Febre Amarela (YFV), o virus Chikungunya
(CHIKV), o virus Zika (ZIKV) e o virus da Dengue (DENV) (ZANOTTO; LEITE, 2018).

A distribui¢do global desses virus esta associada a areas com presenca de seus vetores,
comumente sendo tropicais ou subtropicais. Grandes centros urbanos proximos a florestas, em
paises como o Brasil, viabilizam a fécil transi¢do de ciclos virais entre silvestre e urbano, como
consequéncia ocasionando varias epidemias (HUANG; HIGGS; VANLANDINGHAM, 2019).

A primeira introdu¢ao do virus da Febre Amarela do Brasil foi em 1685. Nesse primeiro
registro de infeccdo, houve principalmente casos em cidades portudrias da regido Nordeste
(COSTA et al., 2011). Apos quase um século sem notificacdes da doenca, em 1850, mais um
surto de YFV foi registrado na regido Sudeste do Brasil, no estado do Rio de Janeiro, onde
causou mais de quatro mil mortes (COSTA et al., 2011). Depois de anos de registros esporadicos
e pesquisa sobre YFV, em 1937, uma vacina foi finalmente desenvolvida e foram feitas
campanhas de imunizagdo em massa (DE OLIVEIRA FIGUEIREDO et al., 2020).

O primeiro caso suspeito de Dengue no Brasil foi registrado em 1846. A primeira onda de
infeccdes foi confirmada em 1981, causada pela circulagdo de dois sorotipos, o DENV-1 e
DENV-4, no estado de Roraima, ao norte do Brasil (WERMELINGER et al., 2016). Ap6s quatro
anos sem casos confirmados de dengue, o DENV-1 foi identificado no estado do Rio de Janeiro,
na regido Sudeste do Brasil, onde também foram registrados quatro casos fatais. Em 1990, o

DENV-2 teve seu primeiro registro no estado do Rio de Janeiro, onde houve o primeiro caso de
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febre hemorragica registrado (NOGUEIRA et al., 1990). Nos anos seguintes até 1999, varios
casos de Dengue foram reportados ao longo de todo o pais. Em 2000, o sorotipo DENV-3 foi
identificado no Brasil, pela primeira vez, no estado do Rio de Janeiro. Esse sorotipo se espalhou
rapidamente pelo pais, causando, em 2002, uma das piores epidemias j4 registradas, com mais de
150 mortes confirmadas (DE ARAUJO et al., 2009). Em 2008, 17 anos apds a introdugio de
DENV-2, houve uma reemergéncia desse sorotipo, com registros de mais de 500 mortes causadas
por febre hemorragica. Nos anos seguintes, em 2009 e 2010, foram registradas as reemergéncias
de DENV-1 e DENV-4, respectivamente, com mais de 600 mortes registradas ao norte e ao
sudeste do Brasil. Em 2015 foi registrada a reemergéncia e circulagdo dos quatro sorotipos ao
longo do pais, com uma epidemia de mais de um milhdo de casos e mais de 900 mortes (NUNES,
P. C. G. et al., 2019). O DENV, desde seu primeiro registro, causou mais de dez milhdes de
infectados no periodo de 30 anos. Em 2021-2022, no Brasil, o DENV teve um total de 90.335
casos suspeitos, com aumento de 43,2% em relacdo ao ano anterior (PAHO, 2022).

O CHIKYV teve duas introdugdes registradas no Brasil, entre os anos 2013-2014 quando a
cocirculagao de dois gendtipos ou linhagens (asidtico e africano) foi detectada em duas distintas
regides brasileiras, Norte (Oiapoque, Amapd) e Nordeste (Feira de Santana, Bahia),
respectivamente (NUNES, M. R. T. et al., 2015). Desde entdo mais de 6,002 casos provaveis
foram registrados no pais, com taxa de incidéncia de 2,8 por cem mil habitantes (PAHO, 2022).

O Zika Virus foi identificado no Brasil, pela primeira vez, em maio de 2015, na regiao
Nordeste, e, no ano seguinte, o virus foi detectado em todo o territério nacional (MUSSO;
GUBLER, 2016). A epidemia de ZIKV se espalhou ao longo do pais em poucos meses, atingindo
um numero alarmante de individuos infectados: 205.578 casos em 2016; e 13.353 em 2017
(LOWE et al., 2018). De acordo com o ultimo boletim epidemioldgico publicado, entre 2021 e
2022, houve 323 casos provaveis, com taxa de incidéncia de 0,15 por cem mil habitantes (PAHO,
2022).

As varias emergéncias virais despertaram preocupagdo nacional para a vigilancia
gendmica como meio de elucidar o ciclo de infec¢do utilizado pelo arbovirus ( FIGUEIREDO,
2019; NUNES, P. C. G. et al., 2019; MAGALHAES et al., 2020).

Durante a pandemia de Covid-19, a vigilancia gendmica alcangou propor¢des nunca
atingidas, possibilitando o monitoramento da evolugdo desse patogeno e a identificacdo de

milhares de variantes/linhagens ao longo do tempo (FLORES-VEGA et al., 2022). As diferentes
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variantes foram classificadas pela Organizacdo Mundial da Satide (OMS), em diferentes grupos:
VOI (do inglés, Variant of Interest), VUM (do inglés, Variant Under Monitoring), FMV (do
inglés, Formerly Monitored Variant), e as VOCs (do inglés, Variants of Concern). As VOC:s,
atualmente, incluem um grupo de cinco variantes que apresentam uma constelacdo de mutacdes
linhagem-especifica, muitas das quais sdo localizadas no dominio RDB (do inglés,
Receptor-Binding Domain) da proteina viral Spike (S), que desempenha um papel importante no
reconhecimento do receptor celular ACE2. Esse conjunto de mutagdes confere a essas variantes
uma elevada capacidade de transmissdo, uma elevada infectividade e um mecanismo de escape
da resposta imune do hospedeiro (DUMACHE et al., 2022).

A VOC Alpha (B.1.1.7), foi a variante identificada no Reino Unido, em setembro de
2020. Apos sua identificacdo, espalhou-se globalmente. Suas mutagdes foram relacionadas ao
aumento da viruléncia e transmissibilidade (MENG ef al., 2021).

A variante Beta (B.1.315) foi identificada na Africa do Sul, em maio de 2020, e teve suas
mutagdes associadas a neutralizagdo de anticorpos monoclonais em humanos, levando a uma
redu¢do na eficacia da vacina em comparagdo aos resultados obtidos na variante Alpha
(DUMACHE et al., 2022).

A Gamma (P.1) ¢ a VOC brasileira, identificada na cidade de Manaus, em novembro de
2020. Gamma apresenta mais de 17 mutagdes ndo sindnimas, associadas a evasdo imune, ao
aumento da afinidade com o receptor ACE2 e ao aumento de transmissibilidade (FARIA et al.,
2021). A Gamma teve um grande impacto apos sua introdu¢ao no Brasil, sendo a responsavel
pela segunda onda de infec¢des registradas, de dezembro de 2020 a dezembro de 2021, periodo
com o maior nimero de infectados e mortos registrados no pais (BANHO et al., 2022). Dois
meses apds sua primeira identificacao, em janeiro de 2021, ja se tinha tornado predominante
entre os registros ao longo do pais, com mais de 85% de dominancia dos registros de
SARS-CoV-2 (DEINIRATTISAI et al., 2021).

A variante Delta (B.1.617.2) foi identificada na India, em outubro de 2020, e suas
mutacoes sdo concentradas, em maioria, na regido spike, como resultado, Delta apresenta maior
patogenicidade e transmissibilidade (MITTAL; KHATTRI; VERMA, 2022).

A variante Omicron (B.1.1.529) teve seu primeiro registro em Botsuana e na Africa do
Sul, em novembro de 2021, e suas mutagdes estdo associadas a maior transmissibilidade,

afinidade com receptor hospedeiro e infectabilidade (VIANA et al., 2022).
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1.3. Coronavirus

Os Coronavirus (CoVs) pertencem a subfamilia Coronavirinae, familia Coronaviridae. Sao
virus com tnica fita de RNA e um nucleocapsideo (estrutura composta pelo acido nucleico do
virus e seu involucro proteico, o capsideo) helicoidal (ALANAGREH; ALZOUGHOOQOL;
ATOUM, 2020). Seu nome se deve a presenca de espiculas (estruturas proeminentes) presentes
na superficie do nucleocapsideo virus, o que lhe da a aparéncia de uma coroa solar (corona em
latim)(MALIK, 2020).

Os Coronavirus sdo virus relacionados principalmente as infecgdes do trato respiratério e
gastrointestinal, sendo taxonomicamente classificados em quatro géneros: Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus e Deltacoronavirus (CHAN et al., 2020a). Até o presente
momento, foram descritas sete diferentes espécies de CoVs causadores de infec¢do em humanos:
HCOV-SARS, HCOV-0OC43, HCOV-NL63, HCOV-MERS, HCOV-229¢, HCOV-HKU1 e o
recém-descoberto SARS-CoV-2 (KHAILANY; SAFDAR; OZASLAN, 2020). O grupo pode
também ser dividido em virus endémicos e epidémicos de acordo com o registro de sua
descoberta. O primeiro registro de infec¢do de Coronavirus em humanos foi reportado na década
de 1960, quando HCOV-OC43 e HCOV-229¢ foram descritos como causadores de “resfriados”
até entdo sem nenhuma complicacdo grave (HAMRE; PROCKNOW, 1966; MCINTOSH et al.,
1967). O segundo registro endémico de coronavirus que infectam humanos ocorreu em
2004-2005, quando foram descobertas as espécies HCOV-NL63 e HCOV-HKUI. Até esse ponto,
os Coronavirus eram classificados como uma familia de virus endémicos e associados a curtos
resfriados, sendo equiparados ao virus Influenza (VAN DER HOEK et al., 2004; WOO et al.,
2005).

O primeiro caso de Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS) foi identificado em
Foshan, na China, em novembro de 2002. Alguns meses depois, em julho de 2003, o virus ja se
tinha espalhado em mais de 30 paises, causando cerca de oito mil infecgdes e aproximadamente
800 mortes. Nove anos depois, uma nova espécie de Coronavirus foi identificada em uma
amostra de pulmao de um paciente de 60 anos de idade, que morrera de insuficiéncia respiratéria
na Arédbia Saudita, sendo essa a primeira notificagdo do MERS (Middle East Respiratory
Syndrome, HCoV-MERS) Coronavirus. Na epidemia de 2012, na Ardbia Saudita, o

HCoV-MERS causou mais de 2.500 casos com um total de 861 mortes, com taxa de mortalidade
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de 35% (CHAFEKAR; FIELDING, 2018; DE GROOT et al., 2013; PERLMAN; NETLAND,
2009).

Os CoVs sdo virus envelopados € com material genético de RNA de fita simples de
polaridade positiva (+ssRNA), com genoma de 26 a 32 kilobases (kb) de tamanho. O RNA dos
coronavirus contém multiplas ORFs (open read frames). A maior ORF localizada na extremidade
5’ ocupa cerca de % do genoma, ¢ composta por duas ORFs, que se sobrepdem denominadas
ORFla e ORF1b, responsaveis por codificarem sua poliproteina (CHEN; ZHONG, 2020). Outra
principal ORF estd localizada na extremidade 3’ e codifica quatro proteinas estruturais,

representadas na Figura 2 e sumarizadas a seguir:

e Spike (S), com cerca de 150 kDa, ¢ responsavel pela fase de adsor¢do do virus no receptor
celular, o que resulta na fusdo e entrada viral (CHEN; ZHONG, 2020).

o Membrane (M), com cerca de 30 kDA, ¢ a proteina mais abundante do virus e que da
forma ao envelope viral (CHEN; ZHONG, 2020).

e FEnvelope (E), com cerca de 12 kDA, ¢ a menor proteina estrutural do virus durante a
replicagdo e ¢ encontrada em grande quantidade na célula infectada. Porém, apenas, parte
dela ¢ incorporada ao envelope viral, sua fun¢do principal ¢ ajudar na montagem e
liberagdo de novas particulas virais (MALIK, 2020).

® Nucleocapsid (N), a unica a conectar-se ao genoma viral, tem sua fun¢do associada a

montagem e a liberacdo viral da célula infectada (CHEN; ZHONG, 2020).
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Spike (S)
Membrane (M)

Nucleocapsid (N)

Figura 2. Estrutura gendmica dos Coronavirus. Fonte: LI ef al., (2020a).

Além das proteinas estruturais que sdo codificadas pela ORF 3’, estdo presentes regides
codificadores para proteinas acessorias como a proteina HE, a proteina 3a/b e a proteina 4a/b.
Apos a infeccao viral e a fase de desnudamento, o RNA viral ¢ traduzido em duas poliproteinas
la e 1b, que, em seguida, sao processadas em 16 proteinas nao estruturais (NSPs), para a

formac¢ao do complexo de replicacdo e tradugdo (RTC) (CHEN et al., 2020).

1.3.1 Covid-19

Em dezembro de 2019, a OMS recebeu a informacdo de casos de pneumonia na cidade
Wuhan, provincia de Hubei na China, causados por um agente etioldgico desconhecido (WHO,
2020). No dia 7 de janeiro de 2020, testes sorologicos identificaram um novo Coronavirus nesses
pacientes, nomeado como 2019 novel coronavirus (2019-nCoV). Em 16 de janeiro de 2020, 43
pacientes foram diagnosticados com o 2019-nCoV, incluindo, entre estes, dois pacientes na
Tailandia e no Japao. Logo apos, em 23 de janeiro de 2020, 835 casos foram confirmados em
mais de 32 provincias, municipios e regides proximas a Wuhan, incluindo Hong Kong, Macau e
Taiwan (WHO, 2020). Nessa mesma data, infecgdes em profissionais da satide que tratavam
pacientes foram reportadas e estudos relatam a transmissdo direta humano-humano (CHAN et al.,

2020b). No inicio do més seguinte, em 11 de fevereiro de 2020, WHO nomeia a pneumonia
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induzida pelo novo coronavirus como Coronavirus Disease 2019 (Covid-19).
Concomitantemente, a Comissdo Internacional de Classificagdo Viral anuncia o novo nome para
o virus, antes nomeado de 2019-nCoV para Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2
(SARS-CoV-2).

A partir desses eventos citados, o virus se tem disseminado e propagado progressivamente
e, atualmente, encontra-se presente em mais de 200 paises. O nimero de individuos infectados
mundialmente ultrapassa 500 milhdes de casos registrados e mais de seis milhdes de mortes
foram notificadas, até junho de 2022, pela Covid-19, de acordo com WHO (2022).

No dia 26 de fevereiro de 2020, o Ministério de Satide do Brasil anunciou o primeiro caso
confirmado de SARS-CoV-2 em solo nacional, identificado em um paciente de 61 anos, em Sao
Paulo, no Hospital Albert Einstein. Desde o primeiro caso, o nimero de infectados no Brasil
aumentou diariamente, contabilizando, em 20 de abril de 2022, 30.261.088 casos confirmados da
doenga. Com um total de 662.026 mil obitos associados a doenca, além disso o pais ja registrou
uma das médias de morte diarias mais altas do mundo, com aproximadamente duas mil mortes
(WHO, 2022).

Os primeiros registros de sintomas de Coronavirus eram similares aos dos virus Influenza
em humanos, sendo, muitas vezes, associados a gripe (FUNG; LIU, 2019). A partir da descoberta
dos Coronavirus epidémicos, em 2002 (SARS-CoV e HCoV-MERS), os sintomas descritos tém
sido mais severos. Os principais sintomas da Covid-19, de acordo com a OMS, sao: febre, tosse
seca e cansago. Os sintomas mais graves sdo: complicacdes respiratorias € pneumonia, podendo
levar a 6bito (WHO, 2022). Os sintomas mais severos representam maior risco em grupos mais
suscetiveis, como pacientes imunodeprimidos, idosos e portadores de doengas cronicas, em que
possa ocorrer o desenvolvimento de complicagdes respiratorias € em outros Orgaos
(ALANAGREH; ALZOUGHOOL; ATOUM, 2020). Cerca de 81% dos pacientes infectados
desenvolvem os sintomas considerados principais, como uma leve pneumonia ou nenhuma.
Porém de 5 a 14% desenvolvem sintomas mais criticos e graves, préximos & pneumonia e
bronquite. Além disso, a quantidade de quadros assintomdticos ou com sintomas clinicos leves
permite que a infeccdo se dissemine de forma silenciosa, contagiando e expondo uma grande
parcela da populagao (LI et al., 2020).

Diversos estudos buscaram a caracterizagdo molecular do virus assim que foi descoberto,

e, a partir de abordagens de sequenciamento genomico, foi notada a alta similaridade gendmica
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(79.6%) com SARS-CoV, sendo, portanto, nomeado, posteriormente, como SARS-CoV-2.
Estudos apontam também, em analises de genomica comparativa, que SARS-CoV-2 de isolado
humano tem uma identidade de 96% a uma sequéncia do coronavirus isolado de morcego. E a
andlise proteica, considerando o alinhamento de sete dominios de proteinas ndo estruturais,
revelou que o virus pertence a espécie SARS-CoV (LU et al., 2020; WU et al., 2020; ZHOU et
al.,2020; ZHU et al., 2020).

Analises transcricionais do genoma do virus permitiram identificar 380 substituicdes de
aminoacidos que podem ter contribuido para modifica¢des funcionais e diferengas na patogenia
observadas no SARS-CoV-2 (WU et al., 2020). A partir de estudos genéticos comparativos
também foi possivel confirmar relagdes evolutivas com outras linhagens virais encontradas na
natureza, descartando teorias conspiratorias envolvendo manipulagdo artificial e sugerindo a
possivel origem relacionada a morcegos e pangolins (ZHOU et al., 2020).

Trabalhos recentes sugerem que o SARS-CoV-2 seja mais contagioso que as linhagens
relacionadas a surtos de SARS ¢ MERS, podendo ocorrer transmissdo na fase assintomatica e
pré-sintomatica da infecgdio (WOLFEL et al., 2020; ZHANG; HOLMES, 2020). Embora
evidéncias indiquem que a taxa de casos fatais para SARS-CoV-2 seja inferior a observada em
infec¢des por Influenza, essa taxa pode ser alterada & medida que novos estudos demonstrem a
real proporg¢ao de casos.

A taxa de mutagdo estimada para os Coronavirus ¢ considerada entre moderada a alta para
virus (+)ssRNA (ALANAGREH; ALZOUGHOOL; ATOUM, 2020). Dois loci sao considerados
sitios com maior variagdo para SARS-CoV. O primeiro ¢ identificado na sequéncia da proteina
spike (S) e o segundo sitio de variagdo ¢ localizado na ORFS. Na proteina S, ha trés pequenas
insercoes no dominio N-terminal, e quatro/cinco alteragdes nos residuos do motif da proteina
receptora (ZHOU et al., 2020). A organizacao de outras regides do genoma e expressao de genes

¢ bem proxima a outros Coronavirus, conforme Figura 3.
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Figura 3. Organiza¢do do genoma do virus SARS-CoV-2. Fonte: Alanagreh et al., (2020)

Os Coronavirus sdo considerados patégenos zoondticos porque possuem uma origem
animal e podem ser transmitidos através de um contato direto para humanos. Todos os CoVs,
incluindo SARS-CoV-2, tém como origem mais provavel morcegos (CORMAN et al., 2018). No
entanto ¢ um problema comum um Coronavirus cruzar a barreira de espécies e causar surtos em
humanos, como ocorrido em 2003 e 2012, apé6s HCOV-SARS e HCOV-MERS infectarem
hospedeiros mamiferos intermedidrios, Paguma larvata e Camelus dromedarius,
respectivamente, e, em seguida, humanos (CHAN et al., 2020a). Dessa forma, o virus adquiriu
mutacoes que permitiram melhor adaptagao ao hospedeiro humano.

E possivel acenar a hipétese de que 0 SARS-CoV-2 tenha adquirido mutacdes em um
hospedeiro intermediario, ainda ndo identificado, que desencadeou vantagens adaptativas, com
1sso, culminando na atual pandemia de Covid-19 (FUNG; LIU, 2019).

A partir da analise da composicao nucleotidica do virus € possivel investigar o processo
de adaptacdo do genoma viral para outros hospedeiros, em especial, o humano. Uma estratégia

promissora ¢ conhecida como Codon Usage Bias (CUB), que serd apresentada na proéxima se¢ao.
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1.4. A Bioinformética no estudo de patdgenos virais emergentes € reemergentes

O estudo da emergéncia viral e como ela pode ser predita se tornou um importante tépico
na area da ciéncia. As tecnologias de sequenciamento de segunda geragao permitiram a geracao
de dados em grande quantidade e o depdsito em repositorios publicos de dados brutos do
sequenciamento, como o Sequence Reads Archive (SRA) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra) e de
dados processados, como genes e genomas no GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Pela aplicacdo da bioinformatica a esses dados foi
possivel o desenvolvimento de um sistema digital de vigilancia gendmica global. A analise rapida
e informativa € possivel devido ao tamanho relativamente pequeno do genoma viral, o que
permite o sequenciamento no contexto clinico de pacientes.

A bioinformaética atua na vigilancia genomica por meio da disponibilidade de ferramentas
que elucidem questdes a respeito de identificagdo, rastreamento de patdgeno, relagdes
filogenéticas, resisténcia a farmacos, mutagdes e viruléncia (IBRAHIM et al., 2018).

Os pipelines ¢ programas de bioinformatica consistem geralmente em scripts de
programacao de uma linguagem que se adapte ao problema bioldgico em questdo. Portanto, esses
pipelines podem ser executdveis prontos ou desenvolvidos pelo pesquisador, normalmente,
divididos em duas etapas: processamento dos dados e andlise (GIOVANETTI et al., 2020). Na
sequéncia estdo listados alguns exemplos de bioinformatica aplicados a vigilancia genomica:

e Banco de dados: ViPR (https://www.viprbrc.org/), HIV database

(https://hivdb.stanford.edu/) e GISAID (https://www.gisaid.org/).

e Montagem de genomas: SOAP (LI ef al., 2008) e SPAdes (BANKEVICH et al., 2012).
e Gendmica comparativa: EDGAR (DIECKMANN et al., 2021), GET HOMOLOGUES

(CONTRERAS-MOREIRA; VINUESA, 2013).

e Filogenia: Adapatch (TUSCHE; STEINBRUCK; MCHARDY, 2012) e AntigenicTree

(SAITOU; NEI, 1987).

Os algoritmos desenvolvidos trazem a luz as possibilidades de interpretacao de dados
baseados em ferramentas da informatica. No entanto novas implementa¢des sdo carentes de
desenvolvimento, abordando, por exemplo: RNAIi, elementos de inser¢do, epigenética,
pseudogenes e elementos de estruturas conservadas (GIOVANETTI et al., 2020). O nimero alto

de mutacdes nos genomas virais ¢ um desafio particular para a bioinformatica e extracdo dessas
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informagdes biologicas diferenciando erros no sequenciamento de mutacdes reais. Como
resultado, tem-se a necessidade de desenvolvimento de melhores algoritmos e programas para
analise. A analise completa da emergéncia viral requer novos mecanismos de integracao de dados
genéticos e ecoldgicos. Na proxima se¢do deste trabalho ¢ apresentada uma abordagem de

bioinformatica que visa contribuir no contexto genético da emergéncia viral.

1.5. Codon Usage

Em todos os organismos vivos, cada célula obedece ao codigo genético, onde se
estabelece que cada codon codifica para seu aminoacido correspondente. Existe um total de 20
aminoacidos que sdo codificados por 61 codons, indicando a presenca de um coédigo genético
degenerado. Os cddons que codificam para um mesmo aminoacido sdo chamados cddons
sinbnimos. Em um cenario ideal, cada cédon sinénimo seria usado de forma igual. Todavia ¢
observado um desbalanceamento no uso dos cédons sindnimos no processo de tradugao.

O desbalanceamento no uso dos cdédons por organismo € chamado de Codon Usage Bias
(CUB), ¢ uma observagao relativa associada a uma tendéncia na selegao de codons (SHARP;
TUOHY; MOSURSKI, 1986). Relative Synonymous Codon Usage (RSCU) ¢ a medida
quantitativa do uso desigual desses cddons sindnimos em um determinado organismo. Cada virus
exibe um diferente valor de RSCU, dependendo do tipo de hospedeiro infectado (JENKINS;
HOLMES, 2003; SHARP; TUOHY; MOSURSKI, 1986).

R ={RSCU,|i=12.,20,j =12.,n}

¢ uma matriz de Relative Synonymous Codon Usage. Considerando um aminoacido i

codificado por n cddons sindnimos, uma distribuicdo de cédons sindnimos uniforme implicaria
em uma mesma propor¢ao, ou seja 1 /nl, na sequéncia. Contudo o observado sdo codons com

maiores valores, classificados como codons preferidos. A premissa desta escolha é que seria
alcangada uma vantagem traducional em relagdo ao hospedeiro, por esse motivo os cddons
preferidos sao chamados codons otimos (SHARP et al., 1986). Para mensurar a uniformidade de

distribuicdo dos codons usa-se a seguinte formula (SHARP et al., 1986):
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i

XX,

k=1

X, .
RSCU, = n—*— i=12.,20

onde 1 indica o aminodcido, x.  representa o nimero de ocorréncias do jth codons sindnimos para
15
o aminoacido ith codificado por n codons sindnimos. Para obter n, para cada um dos 20

aminoacidos (aa) ¢ utilizado o codigo genético: 2 aa, Metionina e Triptofano sdo codificados por
unico codon; 9 aa por 2 cddons; Isoleucina por 3 codons; 5 aa por 4 cédons e 3 aa por 6 cddons
sindnimos.

No contexto de vigilancia gendmica, o CUB pode ser utilizado para sugerir potenciais
novos hospedeiros. Li et al (2022) encontraram evidéncias de potenciais hospedeiros
comparando o codon usage de 17 animais com o do virus Hepatite E (HEV-1). Malhotra e Kumar
(2021), a partir do estudo dos padrdes de uso de cddons dos virus Chapare e Sabia, avaliaram o
potencial de adaptacao ao hospedeiro humano. He et al. (2022) compararam uso de codons na
adaptagdo dos Narcisus degeneration virus (NDV), narcisus late season yellows virus (NLSYV),
narcissus yellow stripe virus (NYSV), como assinaturas filogenéticas.

Existem varios fatores que influenciam o RSCU apresentado por determinado organismo.
Entre eles a pressdo seletiva, a composi¢do gendmica, as forgas relativas a evolucao dos genes e

outros (FRIAS et al., 2013).
1.5.1 Codon usage e a relagao com disponibilidade de RNAs transportadores (tRNAs)

O CUB ¢ uma metodologia que leva em consideragdo a coevolucido do uso dos codons,
considerando que os cddons sindnimos sdo adaptados a disponibilidade do seu meio (SHARP;
TUOHY; MOSURSKI, 1986), enquanto a quantidade de copias de genes de tRNAS no genoma ¢
considerada impulsionada pela frequéncia relativa de cédons sinénimos (SMITH, 1978).

No entanto, o célculo de RSCU nio leva em considera¢do o tamanho e a composi¢ao do
pool de tRNAs disponivel para a tradugdo do mRNA da célula hospedeira. A tradu¢do do mRNA

tem quatro principais etapas:

1) Inmiciag¢do: uma molécula livre de mRNA se liga a um ribossomo livre. Logo apds, mais

de 12 fatores de traducdo eucaridticos - elFs, somam-se ao complexo. Assim, a tradugao


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=z3LQWN
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=YROrAL
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=YROrAL
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=r5US1x
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comeca a partir do primeiro cdédon que codifica para o aminodcido Metionina
(HINNEBUSCH; LORSCH, 2012).

2) Alongamento: cada cddon exposto no sitio de traducao do ribossomo (RTS) espera por
seu tRNA complementar. Apés a chegada, ¢ realizada a ligagdo e o préximo cdédon ocupa
o RTS. Esse processo continua até o ultimo codon, o cédon de terminagdo, presente no
mRNA. Fatores de alongamento eucarioticos (eEFs) participam desse processo (DEVER;
GREEN, 2012).

3) Terminacido: o complexo formado no ribossomo reconhece um stop-codon, que ¢
auxiliado por fatores de liberagao eucarioticos (eRFs). Entdo, a molécula de mRNA e o
polipeptidio sio liberados (NURENBERG; TAMPE, 2013).

4) Reciclagem do tRNA: a liberacdo do tRNA pode ser reaproveitada para participagdo em
outro processo de tradugdo (NURENBERG; TAMPE, 2013).

No contexto traducional do hospedeiro, existem sete principais recursos pelos quais os
mRNAs do hospedeiro e viral devem competir: ribossomos, fatores de iniciacdo, fatores de
alongamento, fatores de liberacdo, fatores de aminoacilagdo, maturacido do tRNAs e o
aminoacido correspondente (FRIAS et al., 2013).

As etapas da tradugdo dependem dos recursos disponiveis. Se houver uma limita¢do na
disponibilidade de um tRNA, um ribossomo ativo pode parar seu processo de alongamento,
passando para um estado indisponivel e terminando precocemente a proteina. Nesse contexto, o
tempo de traducao por cédon (TTC) é aumentado.

Existem duas op¢des para o virus acessar os recursos disponiveis na célula hospedeira:

1. Competir pelos recursos mais abundantes, mas com grande demanda.
2. Disputar recursos menos abundantes, porém com menor demanda.
Em ambos os casos, hd uma competi¢ao, pois 0 mRNA viral também utilizard os mesmos
recursos da célula hospedeira. Para definir qual estratégia o virus usa, é necessario mapear a

disponibilidade de tRNA no hospedeiro para cada codon.


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=oMcQU5
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=pq6RGg
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=pq6RGg
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=5E0QXA
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=8fb3zi
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=00CsKf
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1.6. Justificativa

A Covid-19 ¢ a terceira e maior epidemia/pandemia causada por Coronavirus nos ultimos
20 anos. O nimero de casos no mundo ultrapassou 500 milhdes € o nimero de mortes, seis
milhdoes (WHO, 2022). O Brasil tem, em Fevereiro de 2022, mais de 600 mil mortos devido a
Covid-19 e fica atrds apenas dos Estados Unidos no nuimero total de infectados. O efeito
econdmico de uma epidemia em um pais em desenvolvimento se revelou devastador, ¢ a falta de
recursos ¢ controle fez do Brasil um dos maiores epicentros da doenga. Todos esses
acontecimentos revelaram a necessidade de mais estudos sobre emergéncia viral.

Dois aspectos principais estdo ligados a emergéncia viral: a ecologia e a genética viral. A
ecologia tem uma relacdo no estabelecimento do contato entre hospedeiros primarios e
secundarios, o que pode viabilizar a evolugdo de um virus multi-hospedeiro. A teoria mais aceita
sobre o inicio da Covid-19 ¢ que o SARS-CoV-2, agente etioldgico dessa doenca, sofreu uma
mutagdo em um hospedeiro secundario, ainda ndo identificado, para assim adquirir o fitness ao
hospedeiro humano (FLORES-VEGA et al.,, 2022). Alguns fatores ecologicos podem ter
contribuido para isso: alteragdes na demografia, agricultura, mudanca climatica, ocupacdo de
areas e desmatamento. O aumento do contato entre o virus e seus diferentes hospedeiros pode
gerar o novo fitness para um deles ou ambos.

Uma vez estabelecido seu ciclo em humanos, um importante meio de estudo do
comportamento viral ¢ através de seu genoma (DE SOUZA et al., 2022). O SARS-CoV-2 ¢ um
virus de RNA, com alta taxa de mutacdo (DUMACHE et al., 2022). O nimero de variantes que
continua diariamente a ser identificado, desde o inicio da pandemia em 2019, ¢ o principal
desafio cientifico para o controle da Covid-19 no mundo. O comportamento de um patdégeno
zoonotico ¢ complexo porque € preciso se adaptar a varios hospedeiros, com recursos biologicos
diferentes. Por consequéncia, o genoma do SARS-CoV-2 tem sofrido muta¢des desde sua
descoberta, e a cada nova variante emergente aumenta o risco de evasao da resposta imune gerada
pela vacina.

Nesse sentido, durante a pandemia o mundo cientifico passou a trabalhar com vigilancia
gendmica de forma intensa e colaborativa, gerando um alto volume de dados moleculares.
Mediante a vigilancia genomica € possivel identificar cada variante em tempo real, refazer seu

rastro e identificar sua origem. A andlise desses dados s € possivel devido a bioinformatica.
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Nesse contexto, a gendmica comparativa ¢ o campo que tem obtido os melhores resultados
para o entendimento de como o virus se adapta ao hospedeiro (OUDE MUNNINK et al., 2021),
através por exemplo do estudo de codons. Esse tipo de analise pode contribuir muito para o
estabelecimento de precisas informagdes acerca de: mutacdes e suas regides mais suscetiveis no
genoma viral, novos hospedeiros baseados na filogenia, modelo transcricional sugerido e
reconstru¢do filogenética que ilustra, ao longo do tempo, o modelo evolutivo viral perante
diferentes hospedeiros.

Dada essa situagdo e a variabilidade genética dos virus emergentes e reemergentes, 0O
presente trabalho buscou estudar o comportamento viral e sua relagdo com os hospedeiros,
usando como modelo o SARS-CoV-2 e o hospedeiro humano durante uma infecgdo. A partir
desta andlise, espera-se esclarecer os mecanismos de adaptagdo ao novo hospedeiro e possiveis
novas espécies em risco de infec¢do; além de avaliar o efeito da introdu¢do de cada genotipo viral

diferente, ao longo do tempo de pandemia no Brasil, e sua correlagdo com o nimero de mortes.
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2. Objetivos

2.1 Geral

Analisar in silico o comportamento do genoma do SARS-CoV-2 e a sua relagdo com o

hospedeiro humano.

2.2 Especificos

e Correlacionar a medida do uso de cédons e tRNAs hospedeiros, com especial foco na taxa

relativa ao virus SARS-CoV-2 e suas implicacdes;

eComparar o uso de codons entre os Betacoronavirus e o hospedeiro humano com base na

distancia euclidiana;

eEstimar o impacto das Variantes de Preocupacdo em relagdo ao numero de casos de

infectados e obitos no Brasil.
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3. Metodologia

As sequéncias utilizadas neste trabalho foram selecionadas e divididas em dois bancos de
dados. Em seguida, foram utilizadas diversas métricas de calculo de composicao de sequéncias e
correlagdes estatisticas, todas as andlises foram realizadas utilizando scripts desenvolvidos na

linguagem perl e R.

3.1. Montagem dos banco de dados

Inicialmente, foi feita a coleta de todas as sequéncias de referéncia para os coronavirus que
tem registro em humanos, 2 alphacoronavirus e 5 betacoronavirus, Estas sequéncias foram usadas
para estudos comparativos de composicdo genomica. Em seguida, foram coletadas todas as 14
sequéncias de referéncia juntamente com a anotagdo de regides gendmicas, para o0s
Betacoronavirus disponiveis no NCBI (The national center for biotechnology information). Para
a analise da selecdo de cddons foi feita a separacdo de cada Open reading frame (ORF). Todas as
sequéncias usadas neste trabalho estdo identificadas na tabela 1.

Para o célculo do Codon Usage Bias (CUB) dos hospedeiros, houve a limitacdo de uso a
apenas aqueles com os valores de codons disponiveis publicamente, para este fim foi usado o
banco de dados Kazusa (http://www.kazusa.or.jp), como resultado foram usadas 8 organismos
disponiveis; sdo eles: Homo sapiens, Bostaurus, Canis familiaris, Equus caballus, Felis catus,

Mus musculus, Mustela putorius furo, Rattus sp.



Coronavirus NCBI-ID
Bat Hp-betacoronavirus/Zhejiang2013 NC 025217.1.
Betacoronavirus HKU24 NC 026011.1
Bovine coronavirus NC 003045.1
Betacoronavirus Erinaceus/VMC/DEU/2012 NC 039207.1
Human coronavirus HKU1 NC 006577.2
Rabbit coronavirus HKU14 NC 017083.1
Tylonycteris bat coronavirus HKU4 NC 009019.1
Rousettus bat coronavirus HKU9 NC 009021.1
Human coronavirus MERS NC 019843.3
Human coronavirus OC43 NC 006213.1
Pipistrellus bat coronavirus HKUS NC 009020.1
Rat coronavirus Parker NC 012936.1
Human coronavirus SARS NC 004718.3
Human coronavirus SARS-CoV-2 NC 045512.2
Coronavirus 229e NC 002645.1
Coronavirus NL63 NC 005831.2
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Tabela 1 - Identificacao das sequéncias de referéncia utilizadas.

A analise de disponibilidade tRNA do hospedeiro por codon viral foi realizada através dos
valores obtidos do banco de dados (http://gtrnadb.ucsc.edu/), tabela 2. Estes dados foram curados
e deram origem ao banco de dados para a anélise dos codons e tRNA’s, utilizados na investigacao

genomica dos Betacoronavirus.
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Homo Mustela Equus

CODON TRNA sapiens Rattus sp. putorius Mus musculus Felis catus caballus Canis familiaris Bos taurus
TTT AAA 0 46 25 21 16 0 9 403
CTT AAG 13 673 102 26 84 8 77 59
GTT AAC 12 1337 12 214 56 15 12 146
ATT AAT 19 134 18 78 30 25 20 504
TCT AGA 11 1989 19 180 29 12 60 253
CCT AGG 11 72282 100 76 91 10 459 39
GCT AGC 38 68445 20 1628 2835 28 61 106
ACT AGT 10 2183 19 261 41 10 27 163
TGT ACA 1 77 130 29 530 3 111 22569
CGT ACG 8 113 275 10 4918 11 534 451
GGT ACC 0 863 17 117 127 0 26 1529
AGT ACT 1 2412 52 961 98 4 42 345
TAT ATA 1 25 209 12 57 1 121 1707
CAT ATG 0 119 10712 5 1030 1 3687 309
GAT ATC 1 415 57 63 70 8 28 240
AAT ATT 2 276 195 192 342 2 241 80
TTC GAA 18 33 22 22 43 13 33 3181
CTC GAG 0 21 53 12 90 1 146 204
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GAC GAC 0 77 7 58 50 3 17 438
ATC GAT 6 276 13 327 25 1 14 118
TCC GGA 1 104 18 28 42 2 25 2218
CCcC GGG 2 372 54 20 71 2 589 64
GCC GGC 2 627 10 257 199 1 135 346
ACC GGT 0 266 40 178 41 0 37 56
TGC GCA 36 420 251 226 751 33 507 125998
CGC GCG 0 61 124 37 554 1 4543 2052
GGC GCC 15 701 45 369 177 12 243 20442
AGC GCT 9 37631 58 24388 107 29 99 2347
TAC GTA 16 39 63 32 79 18 296 7178
CAC GTG 10 78 1176 47 557 15 13778 1635
GAC GTC 19 99 38 70 71 49 114 1850
AAC GTT 41 2807 296 2509 866 19 376 244
TTG CAA 8 701 294 1911 393 8 288 1430
CTG CAG 10 122 4532 30 1809 11 2144 132
GTG CAC 22 99 80 95 145 32 73 269
ATG CAT 23 52 482 61 508 43 309 110
TCG CGA 4 68 128 38 793 10 117 488
CCG CGG 4 487 451 8 381 6 248 20
GCG CGC 5 161 22 41 35 10 11 147
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ACG CGT 6 39 126 28 337 13 100 22
TGG CCA 8 54 426 33 987 14 437 11504
CGG CCG 4 9 523 3 1289 12 346 315
GGG cCcC 13 44 79 39 224 36 89 11002
AGG CCT 7 246 1208 194 2297 14 1157 1028
TAG CTA 0 22 229 11 554 15 374 906
CAG CTG 23 36 1056 28 2169 37 4789 326
GAG CTC 13 139 828 115 2418 891 801 1930
AAG CTT 26 283 15264 243 45221 98 19381 266
TTA TAA 6 20 198 27 481 5 176 187
CTA TAG 4 106 1426 22 2393 8 1163 33
GTA TAC 7 49 41 43 54 7 33 312
ATA TAT 5 39 47 25 103 6 51 65
TCA TGA 5 71 262 60 1064 5 348 427
CCA TGG 9 197 1662 23 4707 13 2541 39
GCA TGC 11 432 49 225 124 12 60 1165
ACA TGT 6 79 93 75 197 9 131 131
TGA TCA 2 20 38872 14 164230 18 20021 4298
CGA TCG 6 13 64416 7 90971 9 12120 163
GGA TCC 11 94 2472 102 3697 19 1651 9374
AGA TCT 6 414 2842 408 3414 15 1738 1208
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TAA TTA 2 10 1616 8 3184 0 2112 407
CAA TTG 10 21 25522 19 48137 18 46856 253
GAA TTC 17 78 468 74 639 75 722 6132
AAA TTT 20 72 1241 90 2474 25 2101 653
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Tabela 2 - Contagem de tRNA’s por hospedeiro.

Para a andlise das variantes de impacto no Brasil, foram utilizadas sequéncias de
SARS-CoV-2 coletadas do GISAID (gisaid.org) disponiveis em 19 de Fevereiro de 2022. Como
controle de qualidade, apenas genomas com mais de 29.000 bp e menos de 1% de ambiguidade
foram mantidos, tendo como resultado um banco de dados com o numero final de 111.626
sequéncias. Agregado as sequéncias, os metadados associados também foram avaliados para a
selecdo final. Além disso, as informagdes de casos diarios de SARS-CoV-2 no Brasil foram

obtidas através do repositorio covid.saude.gov.br, na mesma data citada.

3.2. Analise dos Codons

Uma série de métricas relacionadas aos cddons foram usadas neste trabalho, e sdo descritas

abaixo:

e N = {nl,n yeees n64} um vetor que conta cada cédon comecando pela primeira base da

2
coding sequence (CDS). Para isso, uma matriz numérica atribuindo um valor para cada

codon foi criada, o niumero total foi calculado da seguinte maneira:

o [ ={f v f - f . 4} um vetor de codons com a frequéncia relativa, onde:

fi=+

t Lo
e D={d L1 d L d . 4} uma matriz 4x4 da frequéncia de dinucleotideos onde os

nucleotideos sdo enumerados: A=1, G=2, C=3 e T=4. Essa medida foi calculada de

acordo com (KARLIN; BURGE, 1995):

onde nn, ¢ a frequéncia esperada de dinucleotideos ij, e nijé o nimero de ocorréncias de

dinucleotideos if na CDS. Se dij €<0.78 ou dij > 1.23, ¢ considerado que o dinucleotideo


https://www.zotero.org/google-docs/?78joWO
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ij estd sub ou super-representado. Esta conclusdo € correlacionada com a associagao

aleatoria de nucleotideos combinada com sua abundancia relativa (BUTT et al., 2016).

R = {RSCUi]_|i =12,.,20,j=1,2,.., ni} uma matriz com Relative Synonymous

Codon Usage, que ¢ uma medida ndo uniforme de uso de cddons sindnimos.

Considerando um aminodacido i traduzido por n codons sinonimos, um coédon usage

uniforme seria onde os codons sindnimos sdo usados na mesma propor¢ao na sequéncia

1/nl,. Porém, como o cédon usage ¢ desigual, usa-se a seguinte formula para a

quantificagdo (SHARP; TUOHY; MOSURSKI, 1986):

i=1,2,..,20

n )

X .
RSCU.. = n——
5] l i
xi.k

k=1

onde i indica o aminoacido, X, representa o numero de ocorréncias do jth cddon

)

sindnimo para o ith aminoacido que ¢ codificado por n codons sindnimos. Para se obter
n_ para cada um dos 20 aminoacidos (aa) foi considerado o uso do cddigo genético: 2 aa,

Metionina e Triptofano, traduzidos por um unico cédon, 9 aa por 2 codons, Isoleucina por
3 cbédons, 5 aa por 4 codons and 3 aa por 6 codons sinénimos. O valor méaximo
encontrado no calculo de RSCU ¢ relativo ao nimero de codon sindnimos, na auséncia de
codon bias o RSCU ¢ igual a 1. RSCU menor do que 1 representa codons usados menos

frequentes, e maior que 1 usados mais frequentes.

fisans—z . .. ) ) )
r.o= %, i =1,2,.,61 adaptando algumas varidveis da férmula do item acima, foi
t i,host

calculada a correlagdo dos codons menos usados pelo hospedeiro humanos e mais
utilizados para o virus SARS-CoV-2.
ED = {ed | i#J, i,j = human, SARS1, HKU1,..., SARS2}foi calculado

Species i, species j
uma matriz com a distancia euclidiana entre RSCU e os sete modelos virais de estudo e o
hospedeiro humano. A distancia Euclidiana ¢ um algoritmo que pode ser usado para
facilitar a identificagdo de relagdes entre as sequéncias, como ja descrito em estudos

prévios (JI et al., 2020; VAN HEMERT et al., 2018).


https://www.zotero.org/google-docs/?2bkKSW
https://www.zotero.org/google-docs/?Q2LRIW
https://www.zotero.org/google-docs/?dc24iP
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e O valor de RSCU humano foi calculado usando um script em R, a partir da frequéncia de

codons baixado do Kazusa. Indicado por R a matriz de RSCU de ith espécies

species i

(descrito acima), a distancia euclidiana foi calculada por:

species i, species j " species i

- species j " L
2

onde || — Y||L indicam a raiz quadrada da soma das diferencas quadradas dos elementos
2

semelhantes dos vetores (matrizes) X e Y em caso geral. A matriz de distancia ED foi usada para
construir uma arvore baseada no viés do uso de codons.
o {GC,GC " GC ,GC3} Numero de ocorréncias geral dos nucleotideos G+C, chamados de
2

conteudo GC onde G+C sdo estimados nas 3 posicoes dos codons.

3.3. Analise do uso de codons através da disponibilidade de tRNAs

3.3.1. Modelo de fitness traducional

A disponibilidade de tRNA foi calculada a partir do genoma humano, contando o nimero
de genes que codificam cada tRNA e considerando o mecanismo de compartilhamento de tRNAs
entre codons sindnimos que terminam em pirimidinas (FRIAS et al., 2013).

A distancia relativa para o hospedeiro humano foi calculada usando:

F -F
ich, host richvirus
D = 100—= :
Frich,host

E o Modelo de fitness traducional variando entre 0%-100% dado por:

TFI =100 — D
host


https://www.zotero.org/google-docs/?rYh6Pu
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3.4. Disponibilidade de cddons

A partir do calculo de disponibilidade de tRNA por codons, os codons foram divididos
em duas classes: cddons mais abundantes, que sao traduzidos em média 2,9% de todos os tRNAs,

e cddons menos abundantes que tém uma média de traducdo de 1,14% (FRIAS et al., 2013).

3.4.1. Codons alvo para terapia antiviral baseados na inibi¢ao dos tRNAs

A metodologia de Transfer RNA Inhibition Therapy Index (TRIT) introduzida por Frias
(2013), determina os codons mais indicados para inibi¢cao levando em consideragdo a frequéncia
dos codons no hospedeiro e no genoma viral e frequéncia de tRNA’s. A férmula original utilizada

para este calculo foi:

fi virus fi host
TRI Ti = -

thost i pna

onde f host ¢ a frequéncia do cddon ith no hospedeiro, f host ¢ a frequéncia do cddon ith no virus

e F CRNA ¢ a frequéncia da espécie de tRNA cognato para o cédon ith.

No presente trabalho, foi usada a seguinte formula modificada:

frvirs s
TRIT, = max(0, =—==(1 - f

i,tRNA

))

i,host

que provou ser menos sensivel a codons raros no genoma. A fungdo max foi introduzida devido

ao interesse deste trabalho em encontrar valores positivos para TRIT.


https://www.zotero.org/google-docs/?TlXm3m
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4. Resultados

Os resultados apresentados nesta se¢ao estdao divididos em dois capitulos:

e Artigo I, intitulado: "Betacoronavirus genome analysis reveals evolution toward specific
codons usage: Implications for SARS-CoV-2 mitigation strategies", foi publicado no
periodico Journal of Medical Virology, em 2021. O trabalho apresenta uma andlise do uso
de cbodons de todos os Betacoronavirus, com foco em SARS-CoV-2, através da
metodologia de codon usage. O objetivo deste trabalho foi entender o padrao evolutivo ao
longo das espécies virais até alcancar o nivel de aprimoramento evolutivo apresentado
pelo genoma de SARS-CoV-2. Todos os dados gerados durante este trabalho, incluindo os

que ndo foram usados no artigo publicado, sdo apresentados no capitulo 4.1.

o Artigo II intitulado: “SARS-CoV-2 epidemic in Brazil: how variants displacement have
driven distinct epidemic waves”, foi publicado na revista Virus Research, em 2022. O
presente trabalho descreve o impacto do surgimento das variantes, em especial as VOCs,
no Brasil, ao longo da pandemia de Covid-19, e sua relagdo com o nimero de casos
infectados e numero de mortes. Todos os dados gerados durante este trabalho, serdo

apresentados no capitulo 4.2.
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4.1. Analise da composi¢ao gendmica dos Coronavirus

Neste capitulo foi avaliada a composi¢ao gendmica dos Coronavirus. Para este objetivo,
foi utilizado inicialmente os HCOV, coronavirus com registro de infecgdo em humanos, e
posteriormente todos os Betacoronavirus, familia do virus SARS-CoV-2.

A composi¢ao gendmica dos HCOV foi inicialmente realizada por pares, dinucleotideos,
e posteriormente por presenca dos nucleotideos nos cdédons (Tabela 3 e Figura 4), o objetivo desta
analise foi buscar por similaridades genéticas que sugerissem a capacidade de infec¢do a um
novo hospedeiro.

Os resultados da andlise de dinucleotideos mostrou TG como o mais frequente, sendo o
dinucleotideo mais usado por 6 dos 7 virus analisados, somente a variante HCOV-OC43
apresentou GC como o dinucleotideo mais frequente, porém com TG como segundo mais usado.
SARS-CoV-2 apresentou uma grande similaridade com HCOV-SARS, como esperado, tendo
como resultado TG como o mais usado ¢ CG como o menos utilizado. Além disso, houve
também uma grande similaridade da frequéncia entre SARS-CoV-2, HCOV-SARS,
HCOV-MERS e HCOV-229¢, quando comparados as outras variantes, com média de 39% de
similaridade, um possivel indicativo de relagdo devido a capacidade de infec¢cdo ao hospedeiro

humano.



TG
CA
AC
CT
GC
AA
GT
TT
AG
GG
GA
cC
TA
AT
TC
CG

1.38044694
1.274290716
1.236465055

1.18099503
1.084750593
1.069538666
1.055032748
1.043992133

0.9928093761
0.9509508427
0.9202355913
0.8795316344
0.8276219608
0.8049958157
0.7977047932
0.3975525735

TG
CA
CT
AC
GC
AA
TT
AG
GT
GA
GG
AT
o
CC
TA
CG

1.41034426
1.307564291
1.199275129
1.173283757
1.163047416
1.037968514
1.013661153

0.9916574114
0.9805711615
0.9491245142
0.9369514115
0.8602117859
0.8470090947
0.8215692503
0.7956466907
0.4499441108

TG
CA
CT
GC
AC
AA
GT
AG
TT
cC
GG
TA
GA
AT
TC
CG

1.321386123
1.201357189
1.161966768
1.16057512
1.107620721
1.055179717
1.02403689
1.001078798
0.9725445342
0.9406948339
0.9370496943
0.8986799268
0.8933560331
0.8875310398
0.8474918769
0.5511734761

TG
AC
CA

GT
GC
CT
CC
TT
GG
AG
TA
AT
GA
TC
CG

1.339074806
1.306099597
1.282654279
1.168483338
1.122425058
1.110354415
1.10115822
1.021964097
1.009125067
0.9199276459
0.8775759251
0.8768244568
0.836952472
0.8163005596
0.7312685679
0.4133342447

TG
CA
AC
GC

GT
CT
TT
CC
AG
GA
GG
AT
TA
TC
CG
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1.425386538
1.341091581
1.271034558
1.185848098
1.154238575
1.09846302
1.091506857
1.033582097
0.916461369
0.8811822461
0.8715553461
0.8610839224
0.8218448559
0.7953466827
0.7124206432
0.4900112407
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Tabela 3 - Frequéncia de dinucleotideos dos HCOV por sequéncia. Eles estdo organizados da
esquerda para direita em: SARS-CoV-2 (vermelho), HCOV-SARS (verde claro), HCOV-MERS
(verde escuro), HCOV-NL63 (roxo), HCOV-OC43 (azul claro), HCOV-HKU1 (amarelo) e
HCOV-229¢ (azul escuro). A tabela estd organizada de cima para baixo, por ordem de
dinucleotideo mais usado por virus.

Apbs o calculo dos dinucleotideos, foi feita a analise comparativa especificamente do
conteudo GC dos codons, com o objetivo de inferir sobre as pressoes evolutivas refletidas nos
genomas virais (FIGURA 4). O resultado da anélise do contetido GC geral no genoma, mostrou
que, SARS-CoV-2 apresentou a maior porcentagem de G ou C na primeira posi¢do geral dos seus
cddons 0.43, similarmente HCOV-SARS teve a maior porcentagem 0.42, para GC na segunda
posicao dos codons. Enquanto que, HCOV-MERS obteve a maior porcentagem para a presenca

de contetido GC geral e na ultima posicao dos codons, 0.41 e 0.39 respectivamente.

B GC B GC1 [ GC2z B GC3
0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0.0

Figura 4 - Conteido GC por cddons calculados para virus baseado em sua sequéncia de
referéncia. GC (Azul) representa a quantidade geral dos nucleotideos independente da posi¢ao no
codon. GC1 (vermelho) indica um dos nucleotideos na posi¢do 1 dos cédons. GC2 (verde) um
dos nucleotideos na posi¢dao 2 dos codons. GC3 (roxo) um dos nucleotideos na posi¢ao 3 dos
codons.
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4.1.2. Relative Synonymous Codon Usage

A andlise do RSCU foi realizada para todos os Betacoronavirus, ¢ seguiu a seguinte
ordem, primeiramente foi feita a analise para todos os virus da familia, baseado no resultado foi
elaborado uma breve descricdo dos cddons mais usados por virus juntamente com um heatmap
ilustrativo para cada. Os célculos apresentados foram realizados para as sequéncias completas e
suas respectivas ORF’s, a fim de se estabelecer as regides mais susceptiveis. Em seguida, foi
calculado um modelo comparativo do virus SARS-CoV-2 e hospedeiro humano.

O célculo do RSCU por hospedeiro, foi realizado através da contagem de Cdodons obtida
no banco de dados, a formula do RSCU foi aplicada através de um script em R. Os valores
disponiveis foram computados e calculados, devido a auséncia de outras informagdes de regido, o

resultado final apresentado abaixo representa a média geral de uso por organismo.

RSCU of the Hosts
EEEE = | EEEE T OOEENEEEREEEE T ERREEEEE T OO Izﬁ
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Canis Familiaris 1
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ROROZPO0NQPPOOIZ0000000Q00R>>000044>>>44000QR 244442222 4440000 Glu
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Figura 5 - Heatmap dos hospedeiros, a escala apresentada ¢é relativa a variancia da média do
valor de RSCU encontrado para cada hospedeiro. Os cddons com maior valor de RSCU estao
com o tom mais forte de vermelho, representando maior selecao para uso por aquele determinado
organismo mostrado na coluna lateral. Os aminoacidos e seus codons sindnimos mantém a

mesma cor e sao representados na parte superior da figura.

O resultado encontrado, figura 5, mostrou uma relacdo de similaridade entre os
hospedeiros roedores, Rattus sp, Mus Musculus e Mustela Putorius Furo, com a presenca de um

modelo de sele¢do bem versatil. Felis Catus, apresentou varios pontos azuis, indicando uma
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tendéncia de selecdo entre os codons, o que possivelmente indicaria uma maior vulnerabilidade.
O Homo Sapiens considerado o ser que mais evoluido filogeneticamente do grupo, foi o que
apresentou maior tendéncia de selecdo de codons, com a presenca fortes cores na selecao de
codons especificos para alguns aminoacidos, como AAC(Asn) e TAC(Tyr).

Os valores encontrados para cada codon do hospedeiro foram usados na préxima sec¢ao,
como modelo comparativo para cada Betacoronavirus analisado. O intuito desta analise foi
avaliar a taxa de adaptabilidade viral para cada hospedeiro mamifero estudo, considerando o
mimetismo bioldgico em relagdo aos codons.

Na figura 6, ¢ mostrado o resultado do RSCU calculado para o virus Bat Hp-beta
coronavirus. Os cddons que apresentaram uma tendéncia durante a analise estavam em sua
maioria presentes nas ORFs: E, M e ORF7. Foram eles: AAA, GAT, CAA, CCT, CAC, TGC,
AGA, GAT, GGA, CAT, CCT, TAT, TTT e GAA. Todos estes cddons apresentaram valor

equivalente a 1, indicando uma grande disparidade de selecdo no processo de transcrigao.

Bat Hp-betacoronavirus/Zhejiang2013
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Figura 6 - Heatmap dos codons do virus Bat Hp-betacoronavirus, a escala apresentada ¢ relativa
a variancia da média do valor de RSCU encontrado para cada hospedeiro. O cddon de maior
valor de RSCU entre os sindnimos, esta com o tom mais forte de vermelho, assim como de forma
oposta ao tom azul, representando a selecdo para uso na determinada regido do organismo
mostrado na coluna lateral. Os aminoacidos e seus codons sdo representados na parte superior da

figura.

Bovine Coronavirus, figura 7, apresentou uma grande tendéncia de uso dos cddons nas
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ORF’s: GP05, GP06 e GP07. Eles estdo presentes na sua maioria na GP05: AAG, AAT, AGA,
ACT, CAT e TCC; GP06: AAC, GAA, GTT, TGT e TTT; GP07: AAA, CAT, CCT e TAT; E:
AAA, AAT, GAG e TTT. Sendo em sua maioria cddons compostos por A e T. Dois aminoacidos
também obtiveram destaque por serem os mais frequentes nos cddons de alto valor de RSCU:

Asparagina e Glicina.

Bovine coronavirus
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Figura 7 - Heatmap dos cddons do virus Bovine Coronavirus, a escala apresentada ¢ relativa a
variancia da média do valor de RSCU encontrado para cada hospedeiro. O codon de maior valor
de RSCU entre os sinéonimos, esta com o tom mais forte de vermelho, assim como de forma
oposta ao tom azul, representando a selecdo para uso na determinada regido do organismo
mostrado na coluna lateral. Os aminoacidos e seus codons sdo representados na parte superior da

figura.

O Beta Coronavirus Erinaceus, assim como o Bovine ¢ Bat HP, apresentou um grande
numero de cdédons com alto valor de RSCU na ORF E. Os codons com alto valor no geral, por
OREF, foram : ORF E: GAA, GAT, CAT, CGA e TAT; ORF M : GAA e CAT; ORF N: TGC,;
ORF3A: AAA, CAT, GAG, GAT, GGA e TGT; ORF 3B: GAG, GAT, GGA e TGT; ORF4A:
ATC, GAG, GAT, GGA, TGT e TTT; ORF4B: TTT; ORF8B: TAC e TGC. Todos estes codons
listados obtiveram valor de RSCU igual a 1, o que indica uma grande tendéncia de uso em

relacdo a seus codons sindGnimos.
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Betacoronavirus Erinaceus/VMCI/DEU/2012
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Figura 8 - Heatmap dos c6dons do Beta Coronavirus Erinaceus, a escala apresentada ¢ relativa a
varidncia da média do valor de RSCU encontrado para cada hospedeiro. O c6don de maior valor
de RSCU entre os sinénimos, esta com o tom mais forte de vermelho, assim como de forma
oposta ao tom azul, representando a selecdo para uso na determinada regido do organismo
mostrado na coluna lateral. Os aminoacidos e seus codons sdo representados na parte superior da

figura.

O resultado para o HCOV HKU1 mostrou uma grande presenca de viés de selecdo para
genes nas seguintes ORF’s, E: AAT, AGA, GAA, GAT, GTT e TGT; M: TAT e TGT; N: TGT,;
N2: TAC; ORF4: ATT, CAA, CCT, TGT e TTT (Figura 9).
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Human coronavirus HKU1
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Figura 9 - Heatmap dos c6dons do HCOV HKUI, a escala apresentada ¢ relativa a variancia da
média do valor de RSCU encontrado para cada hospedeiro. O cédon de maior valor de RSCU
entre os sindnimos, estd com o tom mais forte de vermelho, assim como de forma oposta ao tom
azul, representando a selecao para uso na determinada regido do organismo mostrado na coluna

lateral. Os aminodcidos e seus codons sdo representados na parte superior da figura.

Rabbit coronavirus HKU14 obteve os seguintes resultados para o calculo de RSCU, ORF
E: AAA, AAT, GAG, GGT e TTT; ORF M: CAA e CAT; ORF NS2A1: AAA, AAT, GAG, GAT,
GCT, CAA, CAT, CCT, TAT, TGT, TCA e TTT, NS2A2: AGT e ACT. Diferentemente dos
anteriores, HKU14 apresentou a ORF NS2A1 como a mais enriquecida com codons de alto valor

de RSCU (Figura 10).
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Rabbit coronavirus HKU14
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Figura 10 - Heatmap dos cddons do Rabbit Coronavirus HKUI4, a escala apresentada ¢ relativa
a variancia da média do valor de RSCU encontrado para cada hospedeiro. O cddon de maior
valor de RSCU entre os sindonimos, esta com o tom mais forte de vermelho, assim como de forma
oposta ao tom azul, representando a selecdo para uso na determinada regido do organismo
mostrado na coluna lateral. Os aminoacidos e seus cédons sdo representados na parte superior da

figura.

O Beta Coronavirus HKU24 foi um dos virus que apresentou a menor quantidade de
coddons com valores iguais a 1, o que representa uma maior distribuicdo de uso entre os cddons
sin6nimos. Os codons com os maiores valores de RSCU foram, ORF E: AAT, AGA, GAA ¢
TTT; ORF N2: CAT; ORF NS4: TAT, TGT e TTT; ORF NSS5: GAG, CAA ¢ CAT (Figura 11).
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Betacoronavirus HKU24
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Figura 11- Heatmap dos cddons do Betacoronavirus HKU24, a escala apresentada ¢ relativa a
variancia da média do valor de RSCU encontrado para cada hospedeiro. O c6don de maior valor
de RSCU entre os sindnimos, estd com o tom mais forte de vermelho, assim como de forma
oposta ao tom azul, representando a selecdo para uso na determinada regido do organismo
mostrado na coluna lateral. Os aminoacidos e seus codons sdo representados na parte superior da

figura.

O resultado para Tylonycteris Bat Coronavirus HKU4 foi em sua maioria presente em
duas ORF’s E e NS3A. Foram eles, ORF E: AAG, GAC, CAA, CAT e TCG; ORF M: TGT;
ORF N: TGC; ORF NS3A: AAA, AGA, GAT, GCT, CAT, TGT e TTT; ORF NS3B: TGT
(Figura 12).
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Figura 12 - Heatmap dos cddons do Tylonycteris bat coronavirus HKU4, a escala apresentada ¢

relativa a variancia da média do valor de RSCU encontrado para cada hospedeiro. O cédon de

maior valor de RSCU entre os sindnimos, esta com o tom mais forte de vermelho, assim como de

forma oposta ao tom azul, representando a sele¢do para uso na determinada regido do organismo

mostrado na coluna lateral. Os aminoacidos e seus cédons sdo representados na parte superior da

figura.

Rousettus Bat Coronavirus HKU9 apresentou os seguintes cddons com alto valor de

RSCU, ORF E: AAA, GAA, CAA, CCT e TAT; ORF M: CAC e TGT; ORF NS7B: AAG

(Figura 13).
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Figura 13 - Heatmap dos codons do Rousettus bat Coronavirus HKUY, a escala apresentada ¢
relativa a variancia da média do valor de RSCU encontrado para cada hospedeiro. O cddon de
maior valor de RSCU entre os sinonimos, esta com o tom mais forte de vermelho, assim como de
forma oposta ao tom azul, representando a sele¢dao para uso na determinada regido do organismo
mostrado na coluna lateral. Os aminoacidos e seus cédons sdo representados na parte superior da

figura.

O resultado do RSCU para o HCOV MERS foi: ORF E: AAA e TGT; ORF 3: AAA,
AAT, ATT, GGT, CAT e TTT; ORF4A: TGT; ORF5: GAG; ORF8B: GAC (Figura 14).
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Figura 14 - Heatmap dos c6dons do HCOV MERS, a escala apresentada ¢ relativa a variancia da
média do valor de RSCU encontrado para cada hospedeiro. O cédon de maior valor de RSCU
entre os sindnimos, estd com o tom mais forte de vermelho, assim como de forma oposta ao tom
azul, representando a sele¢do para uso na determinada regido do organismo mostrado na coluna

lateral. Os aminoacidos e seus cddons sao representados na parte superior da figura.

Os codons selecionados como tendenciosos para o virus HCOV OC43 foram: ORF E:
AAA, AAT, GAG ¢ TTT; ORF HE: TTT; ORF M: CAA; ORF NS12: CAT, CCT e TAT (Figura
15).
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Human coronavirus OC43
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Figura 15 - Heatmap dos codons do HCOV OC43, a escala apresentada ¢ relativa a variancia da
média do valor de RSCU encontrado para cada hospedeiro. O cddon de maior valor de RSCU
entre os sindbnimos, estd com o tom mais forte de vermelho, assim como de forma oposta ao tom
azul, representando a sele¢do para uso na determinada regido do organismo mostrado na coluna

lateral. Os aminoacidos e seus cddons sao representados na parte superior da figura.

HCOV SARS teve um resultado que sugere uma grande variagdo de uso de codons, figura
16, com presenga em varias de suas orfs, indicando uma alta adaptabilidade. Seus codons com
alto valor de RSCU foram, ORF E: AAA, GAA, GAT e TAC; ORF M: CAC e TGT; ORF3B:
AAC, GAG, GGC, TAC e TTT; ORF6: AAG, AAT, CAT e TAT; ORF7A: AAT e GAC, ORF7B:
AAA, AAT, GCC, CAG, CCT, TAT e TCA; ORF8A: AAT, ACT, GAA, GAT, GCA, CGC ¢
CCT; ORF8B: AGC, GAA, CAA e TTT; ORF9B: CAT, TAC e TTC.
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Figura 16 - Heatmap dos c6dons do HCOV SARS, a escala apresentada ¢ relativa a variancia da

média do valor de RSCU encontrado para cada hospedeiro. O cddon de maior valor de RSCU

entre os sindbnimos, estd com o tom mais forte de vermelho, assim como de forma oposta ao tom

azul, representando a sele¢do para uso na determinada regido do organismo mostrado na coluna

lateral. Os aminoacidos e seus cddons sao representados na parte superior da figura.

O virus SARS-CoV-2 foi o virus que entre os Beta Coronavirus analisados, teve a maior

quantidade de cddons com valores igual a 1, ou seja com maior tendéncia de uso (Figura 17).
Foram eles, ORF E: AAA, GAT, GGT, CCT e TAC; ORF M: TGT; ORF6: AGG, ACT, GCA,
GTT, CAT, CCA e TTT; ORF7B: AAT, ACT, GAA, GCC, GTT, CAA, TAT ¢ TCA; ORFS:
AAA e AAT; ORF10: ATA, GAT, GGC, CAA, CCG e TGC. As ORFS com a maior quantidade

de codons com valores iguais a 1 foram E, ORF6 e 7B.
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Human coronavirus SARS-CoV-2
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Figura 17 - Heatmap dos codons do virus SARS-CoV-2, a escala apresentada ¢ relativa a
variancia da média do valor de RSCU encontrado para cada hospedeiro. O cédon de maior valor
de RSCU entre os sindénimos, esta com o tom mais forte de vermelho, assim como de forma
oposta ao tom azul, representando a selecdo para uso na determinada regido do organismo
mostrado na coluna lateral. Os aminoacidos e seus cédons sdo representados na parte superior da

figura.

4.1.3. Identificag¢ao de codons alvos: SARS-CoV-2

Nesta secdo foi abordada uma analise focada no virus SARS-CoV-2 em relagdo ao
hospedeiro humano, o objetivo da presente analise foi hipotetizar os modelos de competicao
usados pelo virus para transcrever seus codons.

A anadlise composicional dos codons com os maiores valores de RSCU revelaram que 5
dos codons mais usados (codons 6timos) pelo SARS-CoV-2 sdo: TGT (Cys), GAA (Glu), TTT
(Phe), CAA (GIn) e AAT(Asn), figura 19, todos ricos de AT (no minimo 1 nucleotideo ¢ A ou T
dos codons). No genoma humano, os cinco cddons mais usados sdo: CAG (Gln), CAC (His),
GAG (Glu), AAG (Lys) e TAC(Tyr), estes sendo, em sua maioria, ricos em GC.

Os valores calculados de RSCU foram plotados como um heatmap, agrupando
organismos de acordo com a distancia euclidiana entre os valores de observados de RSCU (linha)
e colorindo de acordo com os valores normalizados encontrados em cada RSCU, por cdédon

(coluna) (Figura 18).
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Figura 18 - Heatmap dos valores observados de RSCU para SARS-CoV-2 e Hospedeiros,
representando os mais usados como vermelho e os menos como azul. Os ramos foram calculados
a partir da matriz de distancia euclidiana. O tamanho dos ramos ¢ relativo a distancia entre o
hospedeiro humano e os sete modelos virais de estudo, este calculo foi realizado sem viés
filogenético.

Apds comparar os valores RSCU do virus SARS-CoV-2 com os hospedeiros, foi feita a
busca por codons alvos, que aparentam ser mais usados pelo virus € menos pelo Homo Sapiens,
de forma a elucidar o mecanismo adaptativo. Dentre estes, 7 foram encontrados como de maior

tendéncia de uso viral, localizados em trés diferentes ORFs: CCG, ACG, CTC localizados na

ORF10, GGC e TAC na ORF E e GAC na ORF M.



59

4000 4
3000 4
o |
:_'., .
S I
o 20001 . . .
i | 11 t
| S t [ |
1000 - - - - - - - -
QoD . [ ]
11t o | TR 1
L] [ ]
L " " LA ™ e " L ] .. " nw " "
T T I I ot U 0 11 Lell 1 o1 11
= . "= " " om " - m - - i N . = Eow sl nw M
e L
L L LT (2D {Uu,_-f.;::__ b f(Jx'Jl—ﬂk‘-"-'?l:_,*"-?':_’l_'f"‘-_:'_'__-r:."i-f"?-rl—(_,| LT =L = 300
" (Tl Tl Tl T T T 30 M W —r
EEEEEEEEEEEE 'E'E'Ef:fffuuuuuunu DYEYETE o i o T e e

Target

Figura 19 - Dotplot dos Coédons Otimos do virus SARS-CoV-2.
4.1.4. Codon usage em relacao a disponibilidade de tRNA do hospedeiro

A metodologia de RSCU leva em consideracdo a co-evolu¢dao do codon usage e tRNA
pool disponivel, assumindo que, codons sindnimos sdo guiados pela disponibilidade de tRNA,
enquanto que, o nimero de copias de tRNA no genoma ¢ dirigido pela demanda biologica, isso
define a frequéncia relativa de codons sindnimos. Esta teoria foi utilizada nesta se¢do como base
para a relacao entre RSCU e tRNA.

O RSCU foi desenvolvido sem levar em consideragdo o tamanho e a composi¢ao do
tRNA pool disponivel para a traducao na célula. Dentro do contexto traducional tem 5 tipos de
recursos biologicos que um hospedeiro viral deve competir: ribossomo, fatores de iniciagdo,
fatores de traducdo, fatores de liberacdo e tRNAs maduros.

Considerando a estratégia viral para acessar os recursos de traducao na célula hospedeira,

existem duas possiveis opgoes de disputa:

(1) Competir pelos os recursos mais abundantes, mas que tém grande demanda;

(2) Disputar recursos menos abundantes, porém com menor demanda.

Em ambos cendrios ha um tipo de competi¢do. Para hipotetizar como o virus seleciona
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entre as duas alternativas acima, ¢ necessario mapear a disponibilidade de tRNA para cada codon,
em cada tipo de hospedeiro. No entanto, esta contagem ainda ndo esta disponivel publicamente.
Por esse motivo, foi utilizado a estratégia de contagem do nimero de genes que transcrevem cada
tipo de tRNA e levando em consideragdo o mecanismo de compartilhamento de tRNAs entre os
codons sindnimos que terminam em pirimidinas. Na figura 20, ¢ mostrado o nimero de tRNA

que traduzem cada um dos 61 codons (desconsiderando cédon de parada) no genoma humano.

tRNA gene number distribution by codon recognized in human genome
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Figura 20 - Contagem de genes codificantes para tRNAs associados aos respectivos codons no

genoma humano. Os cddons foram ordenados no mais abundante ao menos.

Para visualizar qual tRNA apresenta maior disponibilidade, foi calculado a frequéncia

relativa de genes por tRNA’s, figura 21.
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Cumulative frequency of genes of tRNAs ordering codons from more to less frequent tRNAs
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Figura 21 - Frequéncia acumulada de cédons por tRNA. Os codons foram ordenados do mais

frequente para o menos, da direita para a esquerda.

Foram encontrados 26% dos cddons (16/61) com de grande disponibilidade de recurso
para o hospedeiro humano, classificados como cdédons mais ou menos abundantes, isso indicando
uma taxa relativa maior que 1. Esse valor representa a disponibilidade de recursos de tRNA para

a tradu¢do de acordo com os dados calculados por hospedeiro(Tabela 4).

Cédon Frequéncia do tRNA
TGC 6,87%
TGT 6,37%
AAG 4,66%
AAA 3,19%
TTC 3,15%
GAG 2,70%
GCA 2,70%
TTT 2,49%
GTG 2,45%
CAG 2,45%
CTG 2,45%




ATG 2,21%
GCG 2,21%
GAC 2,17%
GGC 2,07%
GAA 1,96%

Tabela 4 - SARS-CoV-2 cddons mais abundantes. Os codons por tRNA foram ordenados de cima

para baixo, do mais frequente a0 menos.

Baseado nos resultados encontrados, assume-se que o uso dos cddons pelo virus em

estudo foi ajustado a abundéancia de tRNA no hospedeiro humano, devido a classe de tRNA
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abundantes terem alcancado cerca de 50% do total analisado. No entanto, para a encontrar o valor

final ¢ preciso analise comparativa entre virus e hospedeiro. Com esse objetivo, foi desenvolvido

o célculo de TFI apresentado, das sequéncias de todos os HCOV e o genoma humano (Tabela 5).



Espécies Virais

Metriea Human SARSZ' CoV- 229k SARS 0C43 MERS NL63 HKU1
ien (V0 41.54% 33.5% 32.9%  33.2% 31.7% 31.2% 30.1% 29.1%
idear (70 8.46% 16.5% 17% 16.8% 18.2% 18.7% 19.8% 20.8%

(%) 0.0% 19.35% 20.7%  20.7% 23.4% 24.8% 27.4% 29.8%

host

TFI (%) 100.0% 80.65% 792%  70.9% 76.5% 75.1% 72.6% 70.1%
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Tabela 5 - Resultado de TFI calculados. Os dados sdo referentes ao modelo traducional dos sete
Coronavirus estudados e o hospedeiro humano. Alguns nomes virais foram reduzidos para
melhor enquadramento na tabela, foram eles: 229¢ (HCOV 229¢), SARS (HCOV SARS), OC43
(HCOV 0C43), MERS (HCOV MERS), NL63 (HCOV NL63) e HKU1 (HCOV HKU1).

Os resultados relativos ao modelo tradicional dos sete Coronavirus estudados e o hospedeiro
humano indicaram o virus SARS-CoV-2 como o virus com maior indice de adaptacdo ao

hospedeiro humano, baseado na selecao de recursos traducionais.

4.1.5. Indice fitness traducional (TFI)

Foi feita uma busca pelos tRNA’s dos hospedeiros em andlise, correspondentes aos
codons dos Beta Coronavirus com maiores valores de RSCU. Através desta analise de correlacao
foi possivel encontrar 4 codons que sdo tRNA abundante e 3 que tem menor disponibilidade de
tRNA. Para sumarizar estes resultados foi calculado o indice TFI, como um indicativo para

relacdo de adaptacao SARS-CoV-2 e hospedeiros, o resultado ¢ apresentado na tabela 6.

Hospedeiros SARS-COV-2 TFI
Equus Caballus 80.24%
Bos taurus 77.00%
Canis Familiaris 76.83%
Felis Catus 74.71%
Mus musculus 74.71%
Homo Sapiens 74.40%
Mustela putorius furo 73.87%
Rattus sp. 73.00%

Tabela 6 - Indice de fitness traducional. Os valores foram calculados baseados nas informacdes

de todos os hospedeiros disponiveis.
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Nossos resultados apontaram um alto TFI de SARS-CoV-2 para todos hospedeiros
testados, com média de 70%, sugerindo que outros mamiferos poderiam ser ideais ambientes de

desenvolvimento de uma infec¢ao viral.

4.1.6. Coronavirus: terapia de inibi¢ao por tRNA (TRIT)

O indice TRIT foi calculado para o virus SARS-CoV-2. Os melhores trés alvos
terapéuticos em relagdo aos valores tRNAs disponiveis, em ordem decrescente sao: GTT (Val),
ACT (Gly) and GGT (Trp) (Figura 22). Estes trés TRITs tém menor abundancia de tRNAs
cognatos no hospedeiro, este achado representa os tRNAs que foram encontrados poucas copias
de genes no genoma do hospedeiro, para coédons sindnimos, sendo assim, alvos candidatos com
maior eficidcia contra a infecgdo por SARS-CoV-2. Dois destes trés cddons, codificam os
aminodcidos Valina e Glicina, ja identificados como abundantes em infec¢des por SARS-CoV-2
(WAN et al., 2020). O terceiro cddon codifica para Treonina um aminoéacido essencial como

Valina.

Sars-CoV-2
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Figura 22. Cédons (30) com valor positivo de TRIT para o virus SARS-CoV-2.
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4.2. As variantes de SARS-CoV-2 em circulagdo no Brasil

Este capitulo traz o impacto das variantes em circulagdo no Brasil, dentre as varias
detectadas até a data do presente trabalho, foram selecionadas apenas as variantes que tiveram o
maior impacto na saude publica, gerando uma nova ou contribuindo de forma consistente, para as
3 ondas de infec¢des estabelecidas no pais. Como consequéncia dos esforcos para gerar dados

gendmicos que contribuiram para o controle da pandemia, no fim de Fevereiro de 2022, mais de


https://www.zotero.org/google-docs/?04JoTL
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240 tipos de linhagens de SARS-CoV-2 tinham sido identificadas no Brasil. 11 destas foram
classificadas como: VOC’s (4dlpha, Gamma, Beta, Delta ¢ Omicron), VOI's (Lambda e Mu);
VUM’s (B.1.1.318) e FMV’s (Zeta, Eta e B.1.1.519). As relagdes ancestrais entre estas linhagens

e as principais variantes identificadas no Brasil estdo representadas no diagrama abaixo(Figura

23).

=N Il (5o |

B Variants of concern

[l Variants of interest

[ variantsunder monitoring
E] Formerly monitored variants

Figura 23 - Diagrama das variantes detectadas no Brasil. O diagrama representa a relacao
evolucionaria entre doze variantes VOCs, VOIs, VUMs e FMVs, detectadas no Brasil desde o
inicio da pandemia até 19 de Fevereiro de 2022. As cores indicam a classificagdo da variante de
acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2022). A B.1 a principal linhagem
ancestral. B.1.1.28 teve um crucial impacto, gerando as variantes que apresentaram em seguida
alta frequéncia entre os genomas virais detectados no Brasil (Gamma e Zeta).

4.2.2. O cendrio pandémico brasileiro apos Introdugdo das VOC'’s

COVID-19 no Brasil foi caracterizada por 3 diferentes ondas epidémicas, que causaram
mais de 27 milhdes de casos com 670 mil mortes até 19 de Fevereiro de 2022 (Figura 24). A
primeira onda foi de Fevereiro de 2020 at¢é Novembro 2020, e foi caracterizada pela

co-circulagdo de diferentes linhagens causadas por multiplos eventos de introducdo que
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ocorreram através do tempo. A segunda onda foi entre Dezembro de 2020 até Dezembro de 2021,
foi dirigida pela circulagdo de varias VUM’s, como a P.2 (Zeta), e VOC’s como Gama (P.1), que
comecgou a ser detectada em Janeiro de 2021. Ainda, foram detectados esporadicamente varias
VOCs, VOIs, VUMs e FMVs adicionais durante esta onda, incluindo Alpha, MU e Eta, C.1.2,
B.1.1.318, Lambda e B.1.1.519, elas foram registradas com baixa frequéncia e pouco foi
atribuido ao ressurgimento de casos deste periodo.

Em Abril de 2021, a variante Delta comegou a ser detectada no pais, esta VOC foi a
sucessora da Gamma, se tornando assim a variante dominante em circulacao no cenario nacional,

em Outubro de 2021 (igura 25A).

Sequencing rate of SARS—Cov-2 per 100.000 cases considering Brazilian macroregions

600 =
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Figura 24 - Numero de sequéncias de SARS-CoV-2 por cada macrorregido brasileira. Os dados
foram calculados na escala de sequéncias por 100 mil casos. Cada cor indicando uma das 5
macrorregides do Brasil.

Os meses que sucederam a deteccdo desta VOC emergente no Brasil, entre Setembro e
Dezembro de 2021, foram marcados por baixo nivel de incidéncia de casos de infecgdes e mortes

reportadas.



68

A
B cthers ] 2e12 [ Gamma ] Deka [ Omicen
100 L
0K
ors
: z
% e 3
g z
GLSIH -
= g
= 108 E
E |~}
= -
0z Ll
5K
a0 ]
Mar Jun S Doz Mar Jum Sen Der Mar
2020 2021 2022
Epiderniclogical weak
B
1.00 — e N Tstvsconedoee BN ind vecoinecose [ beoster
mray !
ﬁ" 0TS ™
2 050 &
: k
= L w0k
025
0K & a
A lim  Aisg Ol
200

Epidemiological week



69

Figura 25. Dinamica da epidemia de SARS-CoV-2 no Brasil. A) Numero diario de casos de
COVID-19 e taxa de vacinag¢do ao longo do tempo monitorado; B) Progressdao da proporcao de
variantes no Brasil ao longo da primeira, segunda e terceira onda de infec¢des, mostrando a
rapida sucessdo de VOCs através do tempo, adicionalmente mostrando o nimero de mortes
diarias causadas.

Apbs a descoberta da variante Omicron em Botswana, na Africa do Sul, no fim de
Novembro de 2021, o primeiro caso de Omicron foi também detectado no Brasil. Desde esse
ocorrido, o numero de casos teve um grande crescimento e prevaléncia entre a taxa de casos
detectados no pais, até o inicio de Janeiro de 2022. Foi observado que, houve uma clara tendéncia
de substituicdo entre a Delta pela Omicron, em nivel nacional e internacional de infec¢des
causadas por SARS-CoV-2.

Um més ap6s a deteccdo da Omicron em solo nacional, esta variante emergente ja foi
associada com uma solida transmissao entre todas as regioes brasileiras e também associada com
o aumento inicial de infectados e mortos COVID-19 (Figura 25B). Apesar disso, foi observado
que a onda de infeccdo causada pela Omicron teve um rapido pico seguido por declinio,

provavelmente refletindo o sucesso no avango no programa de vacina¢ao nacional.
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5. Discussao

A COVID-19 ¢ uma doenca emergente que despertou a atengdo mundial pelo impacto
catastrofico causado pelo SARS-CoV-2. De 2019 até abril de 2022, a COVID-19 alcangou o
nimero de mais de seis milhdes de mortes no mundo, com o Brasil ocupando a posi¢do de
terceiro pais com maior nimero de casos (OMS, 2022; MAGALHAES et al., 2020; OUDE
MUNNINK et al., 2021).

Estudos prévios buscaram identificar hospedeiros para SARS-CoV-2. Em destaque, um
deles detectou antecipadamente o furdo (Mink) como um hospedeiro secundério para
SARS-CoV-2 que, posteriormente, causou uma epidemia em humanos (Oreshkova 2020). Esse
achado levantou vdrias questdes sobre a importancia da vigilancia genomica em relagdo aos
hospedeiros e como a maioria dos hospedeiros secundarios ainda resta desconhecida. E fato que,
mesmo reduzindo o universo de possiveis hospedeiros para somente mamiferos, ainda assim seria
economicamente invidvel a vigilancia em potenciais hospedeiros (OUDE MUNNINK et al.,
2021). Como um possivel meio de redugao deste universo amostral, propds-se a analise de codon
usage somada a disponibilidade de tRNA como um indicativo de possiveis novos hospedeiros.

Neste trabalho, propos-se a utilizacdo da bioinformatica associada a vigilancia genomica,
e que usando dados publicos, seja um meio de avaliar o processo infeccioso causado pelo
SARS-CoV-2, além de identificar possiveis novos hospedeiros para esse virus. Para isso, foram
analisadas todas as sequéncias referéncias de Beta Coronavirus e correlacionadas com os codons
dos hospedeiros, e posteriormente a disponibilidade de tRNAs. O intuito dessa analise foi
comparar as sequéncias e a adaptabilidade do virus a diferentes hospedeiros, e isso de forma a
elucidar sua aquisi¢ao adaptativa ao hospedeiro humano ¢ a regides do genoma sob maior pressao
tendenciosa, por meio de andlise de cada codon, aminoacido, ORF e sequéncia.

Os valores de RSCU calculados, combinados com a disponibilidade de tRNA, apontaram
para seis cddons e trés ORFs como preferidas na selecdo do virus SARS-CoV-2 em relacdo ao
hospedeiro humano. ORFs: CCG, ACG, CTC localizado na ORF10; GGC, TAC localizado na
ORF E; e GAC na ORF M. Com estes resultados foi possivel notar que, apesar da maioria dos
trabalhos, apenas, apresentar foco na regido Spike, outras ORFs t€ém possivelmente contribuido
tanto quanto para a adaptagdo do SARS-CoV-2. Quando foram analisados todos os Beta

Coronavirus, foi notado um alto nivel de tendéncia de uso de cédons da ORF E, apresentando na
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maioria dos Beta Coronavirus a maior quantidade de codons com os valores de RSCU iguais a 1.
Este resultado sugere que as regides implicadas vinham passando por pressao seletiva ao longo
dos anos, desse modo, evidenciando um processo evolutivo que comegara muito antes, € que
resultou no TFI atingido por SARS-CoV-2.

O resultado da andlise de TFI para oito hospedeiros diferentes revelou um nivel de
adaptacdo muito alto, acima de 70% do virus SARS-CoV-2 (tabela 6). Isso evidenciou um grande
grupo de hospedeiros secunddrios possiveis, o que, conforme discutido previamente neste
trabalho, ¢ um reservatorio necessario para mutagdes que levam a adaptacdo em uma nova
espécie.

De 2019 até 2022 foram identificadas mais de 240 linhagens do virus SARS-CoV-2 no
Brasil (WHO, 2022). As variantes que apresentaram maior risco devido as suas caracteristicas,
VOCs, ficaram sob monitoramento internacional e¢ alerta das autoridades de saude. O Brasil teve
um total de trés ondas de transmissdo bem estabelecidas ¢ mais de 27 milhdes de casos (WHO,
2022). Apesar dos esforcos para que o conhecimento da introdu¢do de uma nova variante
acontecesse quase em tempo real, o impacto dela ainda foi sofrido nacionalmente, causado pela
disseminagdo em massa ¢ a capacidade cada vez mais desenvolvida de adaptacao das variantes.

Ao observar a introdu¢do de uma nova variante em um ambiente, foi possivel verificar:
uma substituicdo da variante prévia, evidenciando um mecanismo de selecdo natural entre os
virus, e alteragdo do perfil de suscetibilidade imunologica da populagdo devido a evasdo do
patdgeno a resposta imune do hospedeiro. Outro interessante aspecto desta selecdo € a viremia,
conforme citado por Dennehy (2017), em que ¢ mais vantajoso ao parasita que o hospedeiro
sobreviva para que ele consiga completar seu ciclo, como exemplo a Omicron, a VOC mais
recente conhecida, cuja taxa de mortalidade ¢ inferior a Delta, sua antecessora.

No presente trabalho foram combinados dados epidemioldgicos e genéticos com uma
abordagem bioinformatica aplicada a dados publicos. A andlise de cddons teve resultados
promissores sobre evolucdo da adaptagdo viral, porém limitada a espécie, tendo como
necessidade a complementaridade de um novo trabalho que possa analisar também por variantes.
Os dados de tRNAs para hospedeiros foram também limitados somente aos disponiveis em um
banco de dados publico (http://gtrnadb.ucsc.edu/).

A vigilancia gendmica se mostrou uma poderosa ferramenta informativa sobre virus

emergentes, utilizada no mundo todo. Porém os resultados apontaram para uma necessidade de
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implementagdo de um maior nimero de sequenciamentos por regido, de forma que amplie a
cobertura pelo pais, devido a disparidade de sequéncias em relacdo ao tamanho de pais,
subnotificando o niimero de infectados e a circulagdo de variantes emergentes.

O modelo de estudo desta tese, SARS-CoV-2 durante a pandemia de 2019 a 2022, trouxe
luz a possibilidade de aplicagdo da bioinformética combinada a vigilancia genOmica.
Contribuindo assim, para o risco nacional dos arbovirus e a susceptibilidade geografica brasileira,

além de monitoramento de possiveis novos virus emergentes e reemergentes em todo o mundo.
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6. Consideracoes Finais

O presente trabalho busca contribuir para que possiveis novos cenarios de emergéncia
viral possam ser mais bem controlados. Dessa forma, a primeira etapa do trabalho expde uma
investigacdo de genomas virais por meio da bioinformadtica, para tanto, foram usadas, apenas,
sequéncias publicas de referéncia, tendo como resultado evidéncias sobre adaptacdo e
comportamento viral.

Na segunda etapa deste trabalho, foi feita a correlacao do efeito da circulagao de variantes
virais e como isso impacta em todo um pais, apenas usando dados publicos e um computador de
uso pessoal. Ambos evidenciaram que o poder da bioinformatica aplicada a vigilancia genomica,
e como ela tem sido importante para a compreensdo de epidemias virais.

Os resultados destas metodologias sao promissores. E trazem a possibilidade da aplicacao
da mesma metodologia para outros virus de natureza zoonética. Como perspectivas deste trabalho
¢ pretendido a inclusdo de novas técnicas de investigagdo gendmica, como algoritmos de
Machine Learning, que tém apresentado resultados promissores para diversos problemas
biologicos complexos. Em conclusdo, as andlises de vigilancia gendmica se mostraram uma

poderosa ferramenta na luta contra patdgenos virais emergentes e reemergentes.
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