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Ministério da Salde

FIOCRUZ

PIMENTEL, VF. Estudo temporal e dindmica da diversidade do HIV-1 no Rio de Janeiro.

Dissertacao de mestrado- P6s-graduacéo strictu sensu em Biologia Parasitaria.2011

Estudos de epidemiologia molecular do Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV-1) realizados no Rio de Janeiro permitiram identificar predominantemente a

cocirculagdo dos subtipos B, da variante B” do subtipo B, F1 e formas recombinantes
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BF1. Sendo assim, o objetivo desse estudo era tragar a dinamica temporal dos subtipos e
formas recombinantes de HIV-1 em diferentes categorias de exposicdo ao risco:
heterossexuais (HET), bissexuais (BIS) e usuario de drogas injetaveis (UDI) em dois
distintos periodos [(1990-92) e (2006-2010)] da epidemia de Aids no Rio de Janeiro. A
casuistica deste trabalho era composta por individuos HIV-1 soropositivos de dois
distintos periodos da epidemia de HIV/AIDS, sendo o primeiro de amostras coletas entre
1990-92 (n=130) e o segundo composto por amostras de pacientes diagnosticados entre
2006-2010 (n=88). A subtipagem das amostras foi realizada através da filogenia pelo
método de NJ com correcdo K2p (MEGA 4.0) e a recombinacéo avaliada pelo bootscan
(Simplot 3.2), analise de pontos e &rvore de fragmentos. Para entendermos a dinamica
das assinaturas moleculares do subtipo B no topo da alga v3 e a sua distribuicdo nas
distintas categorias exposicdo de risco realizamos a andlise Bayesiana (MrBayes). A
anélise filogenética da regido da gpl20 foi realizada para o primeiro periodo e
evidenciou uma prevaléncia do subtipo B (90%) seguida pelo subtipo F1 (8%) e BF1
(2%). No segundo periodo do estudo identificamos a seguinte prevaléncia: (84%) do
subtipo B, (9%) F1, (3.5%) C, (2.3%) BF1 e (1.2%) subtipo A. Em geral, das amostras
95 de HET e BIS caracterizadas como subtipo B no primeiro periodo, 40% tinham a
assinatura GPG, 43% GWG e 17% GXG. Na segunda coorte, o subtipo B foi detectado
em 74 amostras sendo: 62% GPG, 23% GWG e 15% GXG. A distribuicdo das variantes
do subtipo B do HIV-1 nos dois periodos foi respectivamente: HET (GPG) [60%-69%0],
(GWG) [20%0-13%] e (GXG) [20%-19%] e BIS (GPG) [25%-57%], (GWG) [61%-31%],
(GXG) [14%-12%)]. O estudo das redes de transmissao dos subtipo B realizado com as
amostras do primeiro do estudo que nos permitiu detectar uma distribuicdo nédo
aleatdria destas segundo a categoria de exposicdo ao risco e assinaturas do topo do v3.
De um subconjunto de 79 amostras de ambas coortes, que foram caracterizadas na
regido da polimerase, 8% apresentaram um perfil de recombinagdo, sendo estas
caracterizadas majoritariamente como URFs e apenas uma amostra CRF40_BF-like.
Nossos achados indicam uma reducédo na frequéncia da variante B” ao longo do tempo, e
sugere que a introdugdo da variante B” no Rio de Janeiro estava relacionado ao grupo
dos BIS.
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Ministério da Salde

FIOCRUZ

PIMENTEL, VF. Temporal study and diversity dynamics of HIV-1 in Rio de Janeiro. Dissertacio

de mestrado- Pés-graduacéo strictu sensu em Biologia Parasitaria.2011

Human Immunodeficiency virus (HIV-1) molecular epidemiology studies carried
out in Rio de Janeiro, Brazil, have identified the predominance of the co-circulation of
subtypes B, B” variant, F1 and BF1 recombinants. Thus, the aim of this study was trace
the temporal dynamic of subtypes and recombinants forms of the HIV-1 in different
exposure categories: heterosexuals (HET), bisexuals (BIS) and injecting drug users
(IDU) in two distinct periods [(1990-1992) and (2006-2010)] of the AIDS epidemic in Rio
de Janeiro. The subjects of this study were composed of HIV-1 seropositive individuals
from two distinct periods of the HIV/AIDS epidemic. The first samples were collected
from 1990-1992 (n = 130) and the second batch of samples from patients diagnosed
between 2006-2010 (n = 88). The subtyping of the samples was performed by the method
of phylogeny NJ with K2p correction (MEGA 4.0) and the recombination was evaluated
by bootscan (Simplot 3.2), point analysis and tree fragments. To understand the
dynamics of molecular signatures of subtype B on the motif at the tip of the V3 loop, and
its distribution in the different exposure categories, we applied the Bayesian analysis
(MrBayes). Phylogenetic analysis of gp120 region was performed for the first period and
a prevalence of subtype B (90%)was observed, followed by subtype F1 (8%) and BF1
(2%0). In the second period of the study we identified the following prevalence: (84%)
subtype B, (9%) F1, (3.5%) C, (2.3%) BF1 and (1.2%) of subtype A. Overall, 95 samples
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from HET and BIS were characterized as subtype B in the first period, 40% were GPG,
43% GWG and 17% GXG. In the second cohort, subtype B was detected in 74 samples:
GPGR (62%), GWGR (23%), and GXGR (15%). The distribution of the HIV-1 subtype
B variants in the two periods were, respectively: HET (GPG) [60%-69%], (GWG)
[2096-13%] e (GXG) [20%0-19%] e BIS (GPG) [25%-57%], (GWG) [61%-31%], (GXG)
[149-12%].The study of subtype B transmission network carried out within the
samples from the first period of this study allowed us to detect a non random
distribution, such as the category exposure and signatures from the top of v3. From a
subset of 79 samples from both cohorts, which were analyzed in the polymerase region,
8% showed a recombination profile and were characterized mostly as URFs, with only
one sample characterized as CRF40_BF-like. Our findings indicate a reduction of the
frequency for the B” variant over time and suggest that the introduction of the B”

variant in Rio Janeiro was possibly related to the BIS group.

l. Introducéo
1.1) Dados Epidemioldgicos

O virus da Imunodeficiéncia humana (HIV) é o agente etiolégico da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (Aids) (COFFIN et al., 1986A). Passadas quase trés décadas da
identificacdo da Aids, a pandemia causada por este virus tornou-se uma das mais devastadoras
da histéria da humanidade e estd mais estreitamente relacionada a populacoes
economicamente ativas, 0 que leva a grandes problemas sdcio-econdmicos em paises
emergentes. (AIDS EPIDEMIC UPDATE, 2008).

Com base nos dados da UNAIDS estima-se que vivam no mundo cerca de 33,3
milhGes de adultos e criangas infectados pelo HIV (Figura 1), deste conjunto, 2,6 milhGes de
novos casos foram descritos em 2009. O nimero de pessoas que morreram em consequéncia
da AIDS neste mesmo ano foi de 1,8 milhGes, o que aponta um decréscimo quando
comparados aos dados de 2004, onde se estimou 2,1 milhdes de mortes relacionadas a Aids,

este fato associa-se a maior disponibilidade a terapia antirretroviral e ao melhor suporte as
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pessoas infectadas com o HIV em paises de média e baixa renda (AIDS EPIDEMIC
UPDATE, 2010). Com a intensificacio dos programas de prevengdo da AIDS e o
comportamento mais consciente por parte da populagéo, a prevaléncia e incidéncia dos casos
de HIV/AIDS nos ultimos anos tenderam a estabilizar, ndo obstante, 0 aumento do nimero de
casos por conseqiiéncia da alta densidade demogréfica mundial e da melhora da expectativa
de vida por consequiéncia da terapia antirretroviral tem sido observado (AIDS EPIDEMIC
UPDATE, 2010).

Ao longo de quase trés décadas de convivio com a infeccdo pelo HIV, constataram-se
mudancas importantes no perfil epidemioldgico da Aids. Nos primeiros anos da epidemia a
maioria dos casos estava relacionada com determinados comportamentos/situagdes de risco
tais como: homo/bissexuais masculinos, hemofilicos/receptores de sangue e usuarios de
drogas injetaveis. Com o passar do tempo a disseminagdo da infeccdo pelo HIV alcangou
outros segmentos da populagdo através da transmissdo heterossexual, a qual tem sido
responsavel pelo aumento no nimero de casos de Aids em mulheres e conseqlientemente em
criancas (AIDS EPIDEMIC UPDATE, 2010). Com base nos dados publicados pela UNAIDS
em 2010, salienta-se que a Africa Sub-Saariana, epicentro da epidemia de Aids, concentra o
maior numero de casos de adultos e criancas infectados pelo HIV: cerca de 22,5 milhGes, dos
quais 1,8 milhGes sdo casos de pessoas recentemente infectadas, dentre eles, adultos e
criancas. (AIDS EPIDEMIC UPDATE, 2010). Do total de pessoas infectadas, mais de 50%
sdo mulheres, o que acarreta no nimero acentuado de criangas que contrairam o virus por
transmisséo vertical nesta regido.

Do total estimado de 33,3 milhdes de pessoas vivendo com HIV no mundo, cerca de
1,4 milhdes encontram-se nas Américas do Sul e Central (Figura 1), dos quais 92.000 adultos
e criangas que foram recentemente infectados. Aproximadamente 58.000 pessoas morreram
devido a AIDS em 2009 na América Latina (AIDS EPIDEMIC UPDATE, 2010).
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Figura 1: Estimativa do nimero de adultos e criangas portadoras do HIV/AIDS, 2010. Fonte: www.Unaids.org

Do total de casos notificados de pessoas portadoras do HIV na América do Sul, grande
parte concentra-se no Brasil, devido a sua dimensdo territorial e ao contingente populacional.
As politicas de prevencdo a Aids, tais como, as campanhas de conscientizagdo da populagéo
quanto aos riscos de contaminacdo, a distribuicdo gratuita de preservativos, seringas e
agulhas, assim como as politicas de tratamento, que torna universal o acesso aos
antirretrovirais, reduzindo assim diretamente as taxas de transmissao vertical e indiretamente
as taxas de transmissdo em consequéncia de um maior controle da carga viral, desde o inicio
dos anos noventa contribuem para a contengédo da epidemia no Brasil.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) estimou-se que, no Brasil,
aproximadamente 630 mil individuos entre 15 a 49 anos eram portadoras do HIV em 2006
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2010). Tomando como referéncia 0s parametros
estabelecidos pela OMS, a epidemia de Aids no pais é concentrada, ou seja apresenta taxa de
prevaléncia da infeccdo pelo HIV menor que 1% entre parturientes, residentes em areas
urbanas, e maior que 5% em subgrupos populacionais sob maior risco para infec¢do pelo
HIV(BOLTIM EPIDEMIOLOGICO, 2010).

De acordo com o ultimo Boletim epidemiolégico, com dados da epidemia brasileira de

1980 a junho de 2009, foram notificados 544.846 casos acumulados de Aids em todo o pais.
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A divisdo destes segundo a regido geogréfica deu-se da seguinte forma, 21.389 casos na
regido Norte (4%); 64.706 na regido Nordeste (12%); 323.069 na regido Sudeste (59%);
31.011 na regido Centro-Oeste (6%); 104.671 na regido Sul (19%) (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO, 2010).

A taxa de incidéncia vem apresentando tendéncia a estabilizagdo, em patamares
elevados nos ultimos anos e, em 2008, atingiu 18,2 por 100.000 habitantes. Contudo, os dados
indicam expressivas diferengas regionais, com declinio da taxa de incidéncia nas regides
Sudeste e Centro-Oeste, e aumento nas regifes Norte, Nordeste e Sul no periodo de 2000 a
2008.Na série histérica de 1980 até 2009, foram identificados no Brasil 356.427 casos de
Aids. A razdo entre 0 nimero de casos segundo o sexo, masculino : feminino (M:F) sofreu
significativa reducdo do inicio da epidemia até os dias atuais. Em 1986, a razdo M:F era de
15,1:1 e, a partir de 2002, estabilizou-se em 1,5:1 (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2010).
No que tange a via de transmissdo sexual entre os homens, 63,2% dos casos notificados no
SINAN no periodo de 1980 até 2009, 20,6% dos casos reportam-se ao grupo de homossexuais
(HOMO); 12% ao grupo de bissexuais (BIS); 30,6% ao grupo de heterossexuais (HET).

Uma andlise temporal dos dados publicados pelo boletim epidemiolégico do
municipio do Rio de Janeiro, nos mostram que 33.985 casos acumulados de Aids ja foram
notificados na cidade do Rio de Janeiro. A distribuicéo por sexo dos 33.090 casos notificados
em adultos desde 1984 mostra que 23.791 (72%) ocorreram em homens e 9.299 (28%) em
mulheres, de modo que a razdo M:F é de 2,6, com uma diminuicdo progressiva desta razdo
inicio da epidemia até o final dos anos 90, indo de 13:1 em 1984 para 1,9, em 1999. A partir
de entdo, se observa uma relativa estabilizacdo desta razdo, com aproximadamente 1,7 casos
diagnosticados a cada ano entre homens para cada caso diagnosticado entre mulheres
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO DO MUNICIPIO DO RIO DE JANEIRO, 2008).

Com realagéo a categorizacdo segundo o grupo de risco entre 0s casos notificados,
observa-se uma mudanca do inicio da epidemia para os dias atuais. Dentre 0os homens, houve
uma diminuicdo progressiva na propor¢do de casos atribuidos a relagbes HOMO,
especialmente marcante na primeira década da epidemia de Aids no Rio de Janeiro, onde
contabilizava mais de 60% dos casos e a partir de entdo, observa-se uma estabiliza¢éo na
proporcdo de casos novos em torno de 40%. Por outro lado, houve um aumento na proporgao
de casos atribuidos aos HET,se no inicio da epidemia, a transmissdo heterossexual era
atribuida a menos de 10% dos casos, atualmente esta responde por aproximadamente 30% dos
novos casos de Aids no Rio de Janeiro (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO DO MUNICIPIO
DO RIO DE JANEIRO, 2008).
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1.2) Historico

A Aids foi reportada pela primeira vez em 1981 pela identificagdo de cinco
homossexuais masculinos nos Estados Unidos, quando observou-se o surgimento de infec¢des
como sarcoma de Kaposi e pneumonia por Pneumocystis gerovesi, consideradas raras em
individuos sadios (GOTTLIEB et al, 1981; SIEGAL et al, 1981). O primeiro relato da
possibilidade de transmissdo sexual do novo virus foi em 1982. Neste mesmo ano foi
identificado o primeiro caso de Aids em um homem heterossexual que fazia uso de drogas
injetaveis (GOLD et al, 1982). Em seguida foram notificados casos de Aids em mulheres
parceiras sexuais de homens com Aids e em consequéncia de criangas infectadas
verticalmente. Nesta época ficou claro que se tratava de uma sindrome infecciosa,
provavelmente de etiologia viral.

No ano de 1983, um grupo de pesquisadores liderados por Luc Montanier do Instituto
Pasteur, em Paris na Franca, isolaram o agente causador desta nova patologia, sendo este
denominado de “Limphadenopathy-Associated Virus” (LAV) (BARRE-SINNOUSSI et al.,
1983). No ano seguinte o grupo americano liderado por Robert Gallo isolou o virus e o
denominou de “Human T-limphotropic Virus Type I1I” (HTLV-I1I) (POPOVIC et al., 1984).
Somente em 1986 o Comité Internacional dos Virus renomeou o virus da Aids como Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) (COFFIN et al, 1986b).

No Brasil os primeiros casos de AIDS identificados datam de 1982, e a difusédo da
epidemia ocorreu primeiramente nas capitais metropolitanas do Sudeste, seguida de
disseminacgdo para diversas macrorregifes (Ministério da Satde Brasilia, 1998). O primeiro
isolamento do HIV no Brasil foi realizado na Fundagédo Oswaldo Cruz em 1987 pelo grupo

liderado pelo Dr. Bernardo Galvéo Castro (Galvao-Castro et al., 1987).

1.3) O agente etiolégico da AIDS
O HIV é um retrovirus, que pertence a familia Retroviridae, virus com genoma RNA

que possui seu genoma proviral reversamente transcrito pela transcriptase reversa, e a0 género

Lentivirus, que tem como importante caracteristica o longo periodo de incubagdo entre a

27



infeccéo e o inicio das manifestagBes clinicas, além de danos progressivos no sistema imune
de seu hospedeiro.

Tanto o HIV-1 quanto o HIV-2 estéo relacionados filogeneticamente a certos virus de
macacos africanos, isto é, aos Virus da Imunodeficiéncia Simia (SIVs), com o0s quais
apresentam uma similaridade na organizagdo do genoma viral, coincidéncias geogréficas e
rotas de transmisséo plausiveis reforcam a transmissdo zoonoética destes lentivirus de primatas
ndo humanos para 0os humanos (GAO et al., 1999).

Na tentativa de compreender melhor a origem do HIV-1, Gao e colaboradores em
1999 analisaram a filogenia dos isolados de SIV conhecidas e identificaram duas linhagens
principais e divergentes que infectam duas subespécies de chimpanzés, uma da Africa
Central: Pan troglodytes troglodytes, e outra da Africa Oriental: Pan troglodytes
schweinfurthii. Apenas a linhagem que infecta Pan troglodytes troglodytes mostrou estar
relacionada com o HIV-1 e parece ter originado as linhagens do grupo M e N. Outra forte
evidéncia é que esta variante foi encontrada na mesma area geografica da Africa onde podem
ser encontrados todos os grupos do HIV-1 e seus subtipos. Assim, o chimpanzé Pan
troglodytes troglodytes é considerado o reservatorio primario do HIV-1(HAHN et al., 2000).

O grupo O do HIV-1 parece ter como reservatdrio animal a espécie de gorila selvagem
(VAN HEUVERSWYNF et al., 2006). Mais recentemente, grupo P do HIV-1 foi descrito em
uma mulher de Camardes, este virus parece ter uma relacdo filogenética estreita com o virus
da Imunodeficiéncia Simia de gorila (SIVVgor) (PLANTIER et al., 2009).

1.4) Particula viral

A particula viral infecciosa do HIV (Figura 2) tem simetria icosaédrica e
aproximadamente 110 nm de didmetro. A particula viral é envolvida por uma bicamada
fosfolipidica, derivada da célula hospedeira durante o brotamento dos virions (GOTO et al.,
1994). O envelope apresenta estruturas oligomeéricas das glicoproteinas gp120 e gp41(Revisto
por GOTO et al., 1998). Na face interna do envelope viral encontramos a matriz (MA)
formada pela proteina p17. Algumas funcdes desta matriz tém sido propostas, incluindo a sua
participacdo na maturacdo da particula viral e na incorporacdo das glicoproteinas do envelope
na particula viral (RUBBERT & OSTROWSKI, 2005). Estudos a partir de microscopia
eletronica revelaram uma estrutura interna e elétro-densa, denominada capsideo (CA). O

capsideo viral geralmente co6nico é constituido pela proteina p24 (RUBBERT &
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OSTROWSKI, 2005). O material genético do HIV consiste de duas fitas de RNA, com cerca
de 9,7 Kb, as quais, em conjunto com as enzimas virais e as proteinas acessorias encontram-
se envoltas por um involucro de proteinas virais conhecidas por nucleocapsideo (NC)
(Revisto por GOTO et al., 1998).

gpl120 (SV)

gp41(TM)

RNA

Transcriptase Reversa (RT)
Protease (PR)

Integrase (IN)

p24(CA)

p17(MA)

Figura 2: Representacdo esquematica da particula viral madura do HIV-1, em destaque as proteinas estruturais e
as enzimas transcritase reversa, protease e integrasse responsaveis pela replicacdo e integracdo do genoma do
virus a0 genoma do hospedeiro. Fonte: Adaptado (http://rlv.zcache.com/hiv_virus_hiv_aids_charity_sticker-
p217015526087446503gjcl_400.jpg).
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1.5) Organizagdo gendmica

Quando sequéncias do HIV-1 comegaram a ser analisadas, descobriu-se que ao
contrario dos retrovirus padrées como, o Virus da Leucemia Aviéria (ALV) e o Virus da
Leucemia Murina (MuLV), o HIV ndo apresentava apenas 0s trés genes comumente
encontrados neles: antigeno-grupo especifico (gag), polimerase (pol) e envelope (env). Seis
outros genes, dos quais dois regulatorios, o transativador da transcricdo e o regulador da
expressdo do viron, respectivamente tat e rev e quatro genes acessorios o fator de
infectividade do virus (vif), proteina viral R (vpr), proteina viral U (vpu) e fator de regulagio
negativa (nef), os quais se encontram arranjados de forma complexa entre as trés fases de
leitura (ORF’s “open reading frame”) (Figura 3).

Flanqueando as OFRs, encontram-se as LTRs (Long terminal repeats) que se
caracterizam por serem sequéncias idénticas, longas e repetidas localizadas nas
extreminadades 5’ e 3’, as quais sdo integradas ap0s a transcricdo do genoma proviral em
DNA. Estes séo divididos em trés regides definidas como U5, R e U3 que apresentam
caracteristicas diferentes. Todos os sinais para expressdo dos genes sdo encontrados no LTR
(promotor, iniciacdo de transcricdo, terminador de transcricdo e sinal de poliadenilagéo).
Alguns sinais regulatérios da transcricdo estdo contidos na regido U3 do 5° LTR e a regido
TATAA Box localiza-se a cerca de 25pb a partir do inicio da regido R. O LTR 3’
normalmente ndo é funcional como promotor, embora tenha a mesma sequéncia que a 5’
LTR. Em vez disso, age na terminagdo da transcricdo e poliadenilacéo, entretanto, quando a
integridade do 5 LTR é comprometida o 3’ LTR funcione como promotor. (revisto por
FREED & MARTIN, 2001).

O primeiro gene localizado no terminal 5’ do genoma do HIV é o gene gag. As
proteinas formadas a partir de gag, sdo sintetizadas na forma de um precursor poliprotéico,
que foi nomeado com base na massa molecular deste polipeptidio, Pr55%9, O mRNA para
producdo do Pr55%¢ nio é processado, possui 9,2kb e requer Rev para ser transportado para o
citoplasma (Luciw, 1996). Durante a maturagdo dos virus ocorrem as clivagens destes
polipeptidios em seis proteinas de gag , do sentido N terminal ao C terminal da molécula sdo
geradas pl7, p24, p2, p7, pl1 e p6. Durante a traducéo de gag pode ocorrer um deslizamento
do ribossomo na regido pl, gracas a presenca de uma regido rica em “U”, levando a mudanca
na fase de leitura (JACKS et al., 1988) gerando um precursor maior P160%9P° | este quando

clivado proteoliticamente, gera as proteinas de gag e pol .
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O pol é o segundo gene na organizacdo gendmica do HIV sendo o responsével por
codificar as trés enzimas do HIV: protease (PR), transcriptase reversa (RT) e integrase (IN),
tendo 0s seus produtos derivados do precursor P160%9™ (revisado por FREED., 2001). A
proporcio de formacdo de P160%97 e de Pr55% é de 1:20 (SHEHU-XHILAGA et al., 2001).

Das enzimas oriundas do gene da polimerase, a protease do HIV-1, responséavel pelo
processamento traducional das poliproteinas viral Gag e Gag-pol, transformando-as nas
proteinas estruturais e enzimas presentes no virion, € uma protease aspartica composta por
dois monémeros ndo covalentemente associados e idénticos entre si de 99 amino4cidos em
comprimento. Seu sitio ativo assemelha-se ao de outras proteases asparticas e contém a triade
Asp - Thr — Gly nas posic¢des 25-27 (TURNER & SUMMERS, 1999). O sitio hidrofébico de
clivagem reconhece e cliva 9 segmentos de seqiiéncias para produzir a matriz, o capsideo, o
nucleocapsideo, as proteinas p6 da poliproteina Gag, além da protease, transcriptase reversa e
integrase. A enzima contém uma regido flexivel conhecida como “flap” que se fecha sobre o
sitio ativo quando ligada ao substrato. A transcriptase reversa (RT) do HIV é capaz de
converter o seu genoma de fita simples de RNA em uma dupla fita de DNA viral. A RT do
HIV apresenta trés atividades fundamentais: a DNA polimerase dependente de RNA,
sintetizando a fita de DNA negativo, a atividade RNAse H, utilizada para degradacdo do RNA
viral, e a atividade de DNA polimerase dependente de DNA, gerando a fita positiva de DNA
(SEVILYA et al., 2001; WILHELM et al., 2001). A RT incorpora nucleotideos numa taxa de
20 nucleotideos por segundo e, como todas as DNA polimerases, a RT necessita de um
agrupamento 3 OH do iniciador durante a sintese de cDNA. A extremidade 3’ OH do
iniciador no complexo RT-RNA esté posicionado de forma que fique proximo ao sitio ativo
para o ataque nucleofilico do nucleotideo recém chegado. A integrase é enzima necesséria
para que o DNA viral seja inserido no genoma da célula hospedeira humana, processo
indispensavel para que o virus possa utilizar o maquinério celular para produzir novos virions.
(revisado por FREED, 2001).

O gene env é o responsavel por codificar as proteinas do envelope viral, o qual tem o
seu precursor gpl160, que é traduzido no reticulo endoplasmatico da célula hospedeira e entdo
é encaminhado para o complexo de golgi sendo glicosilado e clivado por proteases celulares
em gp120 e gp41l, que sio proteinas de superficie e transmembranar, respectivamente. E na
gp120 que sdo encontrados os sitios de ligagdo para os receptores celulares e, portanto,
importantes dominios a serem neutralizados com a finalidade de se interromper o ciclo viral.
O complexo gp120-gp4l encontra-se numa dupla cadeia lipidica derivadas das membranas

das células e onde estdo, também, inimeras proteinas celulares, incluindo antigenos de
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histocompatibilidade, actina e ubiquitinam (TURNER & SUMMERS, 1999). Estas duas
proteinas sdo indispensaveis nas etapas de adsorgdo e fusdo do virus & célula hospedeira
(CLAPHAM, WEISS, 1997).

O gene tat (transativador da transcri¢do) é fundamental durante o processo replicativo
do virus. Uma vez sintetizada, tat liga-se aos fatores celulares da transcricdo e medeia sua
fosforilagéo, levando a um aumento significativo nos niveis de transcritos virais no interior da
célula infectada (KIM & SHARP, 2001). Alguns estudos apontam a eficiéncia da replicacéo
do HIV como um fator critico para a progressdo da infeccdo, neste contexto a proteina Tat
executa um papel fundamental (NI'YASOM et al., 2009).

O principal papel da proteina Rev é regular a expressdo de proteinas do HIV através
do controle da taxa de exportagdo de mRNAs do nicleo para o citoplasma. Os mRNAs do
HIV sdo produzidos a partir do transcrito primério que sofrem uma série de transformagdes
(processamento do RNA). Embora, os transcritos de gag e gag-pol ndo sofram
processamento, 0s transcritos dos genes vif, vpr, vpu e env sofrem algum tipo de
processamento. Com a finalidade de garantir a integridade desses transcritos, a proteina Rev,
liga-se a uma sequencia de nucleotideos denominada RRE (rev- responsive element)
permitindo o fluxo dos mesmos do ndcleo para o citoplasma) (FELBER et 1.,1989; FREED et
al., 2001).

O gene vif (fator de infectividade do virus) codifica uma proteina citoplasmética de 23
kD cuja funcdo é aumentar significativamente a infecciosidade do virion.
A proteina é encontrada no interior das células infectadas pelo HIV, e a mesma atua
interferindo no papel de uma proteina de restrigdo celular chamada APOBEC3G. Vif induz a
célula a degradar a proteina APOBEC3G. Estudos in vitro mostraram que a construgdo de
particulas virais sem o gene vif (delta vif) comprometiam o potencial desses virus em infectar
novas células (ROSE et al., 2004; NAVARRO et al., 2004; ARGYRIS et al., 2004).

O gene vpr (proteina viral R) cujo tamanho aproxima-se dos 15 kD. Dentre as
inumeras fungdes conhecidas este acelera a expressao de proteinas do HIV, carrega "os sinais
de localizacdo nuclear” (seqliéncias de proteinas que séo reconhecidas pela maquinaria celular
indicando que ele deve ser transportado para o nicleo) e, em certo sentido, imita o
comportamento de uma proteina chamada beta importina (HEINZINGER et al., 1994),
Interrompe o ciclo celular na fase G2/M, que parece ser o cenéario confortivel para a
replicagdo viral (HE et al., 1995).

O gene vpu que codifica a proteina integral de membrana (proteina viral U)tem como

principais fungdes, auxiliar na montagem de novas particulas virais, no brotamento da
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particula viral da célula hospedeira e degradagdo das moléculas CD4 que ficam na superficie
das células infectadas diminuindo o risco de superinfecgdo (revisto por BOUR & STREBEL,
2003).

O gene nef codifica uma grande proteina acessoria, cujo papel é bastante critico na
biologia da infeccdo pelo HIV. Dentre as suas principais fungdes destaca-se a regulacéo
negativa da expressdo de moléculas CD4 e moléculas de MHC classe | na superficie das
células infectadas (SCHWARTZ et al., 1996). A proteina Nef do HIV parece ser capaz de
gerar condicGes as quais permitem que o virus entre em células ndo ativadas (SPINA et al.,
1994). Macréfagos infectados pelo HIV-1 liberam, de maneira dependente de Nef, fatores
soltveis que podem deixar as celulas T susceptiveis a infeccdo (SWINGLER et al., 2003).
Nef pode ser expresso ainda antes do estabelecimento do provirus, tornando a célula
permissiva a infeccao pelo HIV (WU & MARSH, 2001)

Genes
nef VL nef
5 pol Env 3
B ... [~ =[] = [
LTR vpr LTR
i L] Transcricéo tat
e Traducédo e
| ma| ca |rr| RT | m |
IHAI CA INI:H Poliproteina Gag-Pol
Poliproteina Gag P160} Poliproteina Env
(p55) pretons, (gp160)
pmteaﬁel | WA || CA ||pn|| BT || I | pmt&as&l
pi7 P24 pl0 pBBIpS1 p32
[#a | [CeaT][ne] [ ] [ sv [
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Figura 3: Organizagdo gendmica do provirus HIV-1. Destacando as poliproteinas de Gag, Gag-pol e Env e as
proteinas virais pds processamento proteolitico da protease viral. Fonte: Modificado a partir de “Dr. Kaiser’s
Microbiology Website” (http://student.ccbcmd.edu/courses/biol4l/lecguide/unit3/viruses/hivgenes.html) em
marco de 2008.
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1.6 ) Ciclo replicativo do HIV

O processo replicativo do HIV ocorre em duas fases. A fase inicial que compreende a
adsorcdo, fusdo, desnudamento, transcricdo reversa e integracdo do genoma viral ao
cromossomo da celula hospedeira terminando com a formagdo do provirus. E a fase tardia
caracteriza-se pela expressdo regulada do genoma proviral e todos os processos que levam a
montagem e a maturagdo do virus. (TURNER & SAMMERS, 1999).

A primeira etapa do ciclo replicativo do HIV-1 é a ligacdo da particula viral aos
receptores presentes nas células-alvo. Primeiramente, a glicoproteina de superficie gp120
liga-se & molécula CD4, o principal receptor para o HIV, presente em linfocitos T auxiliares,
mondcitos/macréfagos, células dendriticas e células da micréglia do sistema nervoso central
(revisto por GOMEZ & HOPE, 2005). A infeccdo pelo HIV leva a diminui¢do da expresséo
da molécula CD4 na superficie celular, fazendo com que as células infectadas tornem-se
menos suscetiveis a novas infecgdes (FREED 2001). Essa ligagdo induz mudancas
conformacionais na proteina gp120, levando a exposicédo de sitios que se ligam aos receptores
de quimiocinas CCR5 ou CXCR4, correceptores para o HIV. Este evento pode ser ilustrado
na figura 4 (TURNER & SUMMERS 1999).

Na etapa seguinte ocorre a fusdo entre a membrana celular e o envelope viral. A
interacdo entre a proteina gpl20 e o receptor CD4 (Figura 4.2) gera alteracdes
conformacionais do complexo gpl120-gp4l, permitindo a insercdo do peptideo de fuséo,
dominio altamente hidrofobico da proteina transmembranar gp41, na membrana da célula-
alvo (Figura 4.3), e a consequente aproximacdo das membranas (Figura 4.4). O contetdo do
capsideo é, entdo, liberado no citoplasma (LEAVITT et al. 2004).

A transcri¢do reversa do RNA viral inicia-se a partir da ligagdo de um iniciador de
tRNA complementar a um sitio proximo a extremidade 5’ do RNA viral. A partir deste
iniciador, a enzima transcriptase reversa sintetiza um segmento de DNA, complementar ao
RNA, na direcdo 5’. Este segmento de DNA sintetizado é translocado para o término 3’ da
molécula, para completar a sintese da fita de DNA. Concomitantemente a enzima RNAse H ¢é
necessaria para degradar o RNA do hibrido DNA-RNA. A sintese da fita de DNA
complementar é realizada pela atividade DNA-polimerase RNA dependente da transcriptase
reversa.

O DNA viral é transportado para o nucleo juntamente com a enzima integrase,
integrando-se, entdo, ao genoma hospedeiro, assumindo a forma conhecida como provirus.

Posteriormente ocorre a transcricdo do RNA viral, sintese das proteinas, a montagem e
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liberacdo de novas particulas de HIV-1, que sofrem maturacdo pela enzima protease
(BARBER et al. 1990; HOTTIGER et al. 1994; HOTTIGER & HUBSCHER 1996; Freed
2001). Uma representacdo esquematica do ciclo replicativo do HIV-1 pode ser visualizado na

figura 5.

~ACTTECETIlnT

VoA

(3} Insergio do peplideo de fusdo na bicamads (4} Aproximagso das membranas para fusio
lipidica celular

Figura 4: Representacdo esquematica da etapa da fusdo do virion com a célula hospedeira. Traduzido de Freed,
2001.
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Figura 5: Representacdo esquematica do ciclo replicativo do HIV. Fonte: Traduzido a partir de Peterlin e

col., 2003

1.7 ) Evolugéo viral e Mecanismos geradores da diversidade

Mutacdo, recombinacdo homologa, sele¢do natural, deriva genética e migragdo sdo as
principais forcas evolutivas que interferem nas mudancas evolucionarias dos virus de RNA
como o HIV (revisto por MOYA et al., 2004).

O HIV apresenta uma variabilidade genética elevada decorrente da alta replicacéo
viral, da biologia viral e dos mecanismos de controle da infeccdo por conta do hospedeiro
infectado (WEI et al., 1995).

No curso natural da infec¢do pelo HIV, o elevado indice de replicacdo viral, com
producéo de 10% particulas virais em condicBes ndo inibitdrias leva a uma larga densidade
populacional que sofre os efeitos mais visiveis da pressao de selecdo natural que tem papel
fundamental no controle da dindmica evolutiva (DRAKE, 1993; ROBERTSON et al., 1995).

Durante o processo replicativo do HIV ocorre uma pré-disposi¢ao natural ao erro
ocasionado pela transcriptase reversa (RT) que, por ser uma DNA polimerase RNA
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dependente, ndo apresenta atividade exonucleasica de reparo 3’-5° ao transcrever
reversamente 0 RNA viral em DNA (COFIN et al., 1986; WOOLEY et al., 1998), gerando
substituicdes, delecOes e insercdes de bases (ROBERTS et al., 1988,). Assim, estima-se que
ocorram 7 x 10° a 1,4 x 10 mutagBes por pares de bases para cada ciclo de replicagéo
resultante de erros da RT. Sendo o genoma do HIV de 9,7 kb, sugere-se que a taxa de
mutacdo seja por volta de uma substituicdo de nucleotideo por ciclo replicativo (revisto por
SUBBARAO e SCHOCHETMAN, 1996). Neste contexto a alta taxa de mutagdo parece
limitar o tamanho do genoma viral, visto que se o genoma do HIV fosse muito extenso
certamente teria muitas mutages acumuladas ao longo de todo o genoma o que poderia
refletir em genomas com alta capacidade de traduzir proteinas truncadas (revisto por MOYA
et al., 2004).

A recombinacdo homdloga decorrente dos mecanismos naturais de replicacdo
retroviral (CLAVEL et al., 1989), e bem provavel que seja o responsavel por mediar o reparo
dos genomas defectivos (BOULERICE et al., 1991) e pode acelerar a dispersdo de mutacoes
benéficas na quasispécie viral. Este potencial de variagdo pode conferir a capacidade de
rapidamente responder as alteracOes da pressdo seletiva (MOUTH et al., 1996), exercidas pelo
sistema imunoldgico ou pela terapia antirretroviral.

O evento de recombinagdo é um importante mecanismo gerador da diversidade do
HIV (ROBERTSON et al., 1995). Este processo € freqiente entre os retrovirus, devido a
presenca de duas fitas de RNA no mesmo compartimento e a capacidade da transcriptase
reversa em se transferir de uma fita de RNA para outra, durante a etapa de retrotranscrigdo. A
RT necessita saltar de uma extremidade a outra da fita de RNA para retrotranscrever
adequadamente o material genético viral. Além desses saltos obrigatérios, a RT também pode
alternar a fita molde em diferentes regides do RNA, gerando assim genomas recombinantes.
No HIV-1, ocorre uma média de trés saltos da RT entre as diferentes fitas de RNA durante a
retrotranscrigéo (YU et al.,2004).

A recombinacdo do HIV pode ocorrer entre genomas de HIV-1 do mesmo subtipo
(DIAZ et al., 1995; BUTTO et al., 1997), entre dois ou mais subtipos (SABINO et al., 1994;
SALMINEN et al., 1997) e entre diferentes grupos (M e O) (TAKEHISA et al., 1999).

Os eventos conhecidos por recombinagdo ilegitima parecem depender de
caracteristicas do RNA viral. Os sitios que apresentam caracteristicas propicias aos eventos de
recombinagdo séo conhecidos por hot spots (WOOLEY, BIRCHER, SMITH, 1998) que nada
mais s8o que sequiéncias de nucleotideos idénticos ou de alta similaridade entre as sequéncias

nucleotidicas das fitas de RNA doadora e aceptora. Se tratando de eventos de recombinagio
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entre subtipos diferentes, onde ha maior divergéncia entre as seqiiéncias de nucleotideos, este
evento parece ocorrer em regides mais conservadas do genoma viral, como a RT, a integrase e
gp41(MAGIORKINIS et al., 2003).

A formagdo de um virus recombinante requer duas etapas, a primeira consiste que dois
virus infectem a mesma célula, simultaneamente ou sequencialmente, em mdltiplos eventos
de transmissdo e no co-empacotamento dos dois genomas de RNA em cada virion, o que leva
a producdo de particulas virais heterozigdticas (Figura 6A). A formagdo de genoma
recombinante pode ocorrer no proximo ciclo de infeccdo através da leitura alternada
executada pela transcriptase reversa entre ambos 0s genomas co-empacotados (Figura 6B) Em
termos genéticos, por exemplo, se ambos forem idénticos, do mesmo subtipo, a descendéncia
originada sera também “idéntica”. Esta forma de recombinacdo entre virus isogénicos ocorre
freqlientemente no decorrer da infeccdo pelo HIV-1 e dificilmente se poderia identificar o
verdadeiro fragmento recombinado (HOWELL et al., 1991; MORRIS et al., 1999). No
entanto, quando dois virus de subtipos diferentes infectam a mesma célula, gerando um virus
hibrido sendo mais provével a identificacdo do verdadeiro fragmento recombinado (HU &
TEMIN, 1990, KATZ & SKALKA, 1990).

Outro mecanismo comum que favorece a diversidade genética é a hipermutagéo de
nucleotideo G> A. Este evento pode ocorrer durante a transcri¢do reversa do RNA viral em
cDNA (VARTANIAN et al., 1991; MANSKY, TEMIN, 1995).
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| Ciclo de vida do HIV em células co-infectadas

Os RNA de X e Y sdo B
reversamente transcrito em

DNA mosaico pela RT que

pula de uma fita para outra. \

O mosaico de DNA XY ¢é

integrado no genoma da

Célula hospedeira

célula hospedeira.

Segmentos de DNA viral
de X e Y se integrando no
genoma da célula
hospedeira.

O mosaico de DNA XY ¢é

L transcrito para RNA e proteinas.
As fitas de RNA X e Y sdo O RNA XY e proteinas sdo
empacotadas no  mesmo montadas e brotam para formar o

virion. virus recombinante.

Figura 6: Representagdo esquemética do ciclo de vida com co-infecgéo entre dois subtipos de HIV-1. Fonte:
Adaptado a partir de Taylor et al., 2008.

1.8 ) Diversidade genética e epidemiologia molecular

O HIV se caracteriza por um enorme polimorfismo genético. Inicialmente as variantes
do virus eram identificadas como americanas ou africanas de acordo com o seu local de
origem. Mais recentemente fez-se necessario a classificacdo baseada nas relagGes
filogenéticas de genomas completo, em grupos, subtipos, sub-subtipos, formas recombinantes
circulantes (CRFs) e de formas recombinantes tnicas (URFs) (ROBERTSON et al.,2000).

Assim, o HIV ¢é classificado em dois tipos, HIV-1 e HIV-2 que embora apresentem

organizacdo gendmica similar, podem diferir em 70% os niveis de identidade nucleotidica. O
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HIV-1 € o responsavel pela pandemia e pode ser segregado em trés grupos distintos: M
(Major), O (Outlier) (GURTLER et al., 1994), N (novo ou ndo-M, ndo O) (SIMON et al.,
1998) e P (PLANTIER et al., 2009) com base na analise dos genomas completos os grupos de
HIV-1 compartilham menos que 70% de identidade nucleotidica.

O grupo M é o mais representativo sendo dividido em nove subtipos A, B, C, D, F, G,
H, J, K (ROBERTSON et al.,2000). As variantes dos subtipos A e F podem ainda ser
classificados em sub-subtipos [A1-A5] e [F1-F2] (GAO et al., 1999; TRIQUES et al., 2000;
VIDAL et al., 2006). A figura 7 apresenta de forma esquemaética a classificacdo do HIV.

Eventos de recombinagdo sdo comuns em &reas onde existe uma co-circulagdo de
subtipos gerando linhagens mosaicas as quais sdo responsaveis por 10-20% de novas
sequéncias geradas. Dois tipos de genomas mosaicos podem ser gerados, as formas
recombinantes circulantes (CRFs) quando identificadas em pelo menos trés individuos HIV
infectados sem vinculo epidemiolégico direto e que apresentam 0s mesmos pontos de
recombinagdo ao longo do genoma, estas geralmente apresentam importancia epidemiolégica.

Atualmente 48 formas recombinantes circulantes foram descritas http://www.hiv.lanl.gov, e

alguns destes encontram-se representados na figura 8. Além deste conjunto, existem as formas
recombinantes Gnicas (URFs) que sdo formas recombinantes entre os subtipos, mas que sdo
encontradas em apenas um individuo infectado. Centenas de URFs foram encontradas com
base na analise parcial das seqliéncias do genoma e algumas possuem anélise completa do
genoma, porém o seu potencial de propagacéo epidémica é pouco conhecido (TAYLOR et al.,
2008).

40



[

GrupoM Grupo N Grupo O Grupo P I
| A || B || c || D || F ||—G |[ H “ J " K "CRFs”URFs]

—_— |

A1||A2|IA3||A4|A5IIFl"F2I

Figura 7: Classificacdo atualizada do HIV baseada em genomas completos com separacdo em tipos, grupos,
subtipos e sub-subtipos,. Fonte: Robertson et al.2000 & Plantier et al., 2009 modificado.
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Figura 8: Representacdo de genomas completos de algumas formas recombinantes circulantes. Destacando que
a nomenclatura dos CRFs segue a seguinte regra, um ndmero que corresponde & ordem de descricdo destes
genomas mosaicos, seguido dos subtipos virais envolvidos na recombinagdo. Os genomas mosaicos complexos
que refletem a recombinagéo envolvendo mais de dois subtipos virais sdo denominamos cpx. Fonte: Buonaguro
et al., 2007.
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A distribuicdo global dos subtipos do HIV-1 varia de acordo com a regido geogréfica,
esta parece estar relacionada com eventos fundadores, imigracdo e deslocamento internacional
e ndo com as diferentes vias de transmissdo (PARASKEVIS & HATZAKIS, 1999).

Todos os subtipos podem ser encontrados na Africa (MBOUDJEKA et al., 1999;
PAPATHANASOPOULUS et al., 2003). A Africa Subsaariana é a regifo mais acometida
pela epidemia e abrange cercade 64% das infecgdes pelo HIV em todo o mundo, o que em
conjunto com a coexisténcia geografica de primatas ndo humanos infectados com SIV, sugere
que esta regido seja o epicentro da epidemia mundial (SALEMI et al., 2005). Neste
continente, a distribuicdo dos subtipos virais é bastante complexa. O subtipo C do HIV-1 é o
subtipo viral mais prevalente em paises com altas taxas de infeccdo como a india, China e
Africa Sub-saariana, sendo responsavel por mais de 50% dos casos de infecgdo no mundo
(SENGUPTA et al., 2005).

Os subtipos A, B, D e G séo responsaveis por 12%, 11%, 2% e 5%, respectivamente,
das infecgOes mundiais, enquanto que os subtipos F, H, J e K juntos causam menos que 1%
das infecgbes. As duas formas circulantes mais comuns; o CRFO1_AE e o CRF02_AG séo
responsaveis por 5% e 8% das infec¢des mundiais, respectivamente, enquanto que CRF03-
AB ¢é responséavel por apenas 0,1% da epidemia global. Juntas, as formas recombinantes do
HIV-1 sdo responséveis por 20% das infec¢des mundiais (HEMELAAR et al., 2011).

Aproximadamente, 12% da pandemia do HIV séo decorrentes de infecgdes pelo subtipo
B (OSMANOV et al, 2002), o qual possui um amplo predominio em muitos paises europeus,
na América do Sul, na América do Norte e na Australia. Na América do Sul, responsavel por
4% das infecgBes neste continente, o subtipo prevalente é o B, que representa mais de 70% dos
casos. Os subtipos F1, C e recombinantes BF1 sdo também encontrados nessa regido
(HEMELAAR et al., 2006). O subtipo F1 esta presente em grande parte dos paises do cone sul,
tendo como maior destaque o Brasil (MORGADO et al., 1994, MORGADO et al., 1998),
Argentina (THOMSON et al., 2000), Bolivia (VELARDEDUNOIS et al., 2000) e Uruguai
(HIERHOLZER et al., 2002). No entanto, com excegdo do Brasil, amostras F1 puras séo
raramente encontradas, na maioria dos casos, 0 subtipo F1 é encontrado na sua forma
recombinante BF1 e destas, dentre os CRFs destacamos 0 CRF12_BF e em menor extensdo o
CRF17_BF encontrados na Argentina, Uruguai e Paraguai e mais recentemente o CRF38_BF
foi identificado no Uruguai (RUCHANSKY et al., 2009)

A presenca de uma grande variedade de tipos e subtipos de HIV-1 descritos, com

diferentes zonas de ocorréncia (Figura 9) pode ter como conseqliéncia uma potente barreira
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antigénica para o desenvolvimento de moléculas candidatas a vacinas, além de implicagGes na

transmissdo, terapia, patogénese viral e diagndstico.

Legenda:

s s c ] rl F c.8J &[] crFo_AE[_| crFo2_ AG[ cRF03_AB[_] Outros Recombinantes

Figura 9: Distribuicdo global dos subtipos de HIV-1 e formas recombinantes, sendo o tamanho de cada grafico
de pizza representativo do nimero de casos de infeccdo local e as cores representativas dos subtipos ou formas
recombinantes. Fonte: Adaptado de Hemelaar et al., 2006.

1.81 ) Epidemiologia Molecular no Brasil

Estudos sobre a evolugdo do HIV no Brasil sugerem que o primeiro subtipo a ser
introduzido na populacdo brasileira foi o subtipo B (por volta de 1965-1970), seguido pelo
subtipo F1 (~1975-1980) (BELLO et al., 2006). As primeiras descri¢cdes do subtipo F1 em
amostras brasileiras sdo de dois trabalhos de 1994 com amostras do inicio dos anos 90
(MORGADO et al., 1994; LOUWAGIE et al.,1994), sendo também da mesma época a
identificacdo do primeiro genoma recombinante B/F (SABINO et al., 1994).

No Brasil, estudos de epidemiologia molecular do HIV-1 permitiram identificar até o
momento uma alta prevaléncia do subtipo B, seguida em menor extensdo pelo subtipo F1 e
recombinantes BF1 na maior parte do territorio nacional (Figura 10) Esta co-circulacdo
possibilita a ocorréncia de eventos de recombinacgéo entre estes subtipos, com a formagéo de
formas recombinantes Unicas (URFs) ou formas recombinantes circulantes (CRFs).. Até o
presente momento cinco CRFs envolvendo os subtipos B e F1 ja foram descritos, CRF28_BF,
CRF29 BF e CRF46_BF em S&o Paulo (DE SA FILHO et al., 2006; SANABANI et al.,
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2010) e no Rio de Janeiro CRF39 BF e CRF40 BF (GUIMARAES et al., 2008), Casos
isolados dos subtipos D, A, CRF02_AG like e C também foram detectados (MORGADO et
al.,1998;POTTS et al., 1993 GUIMARAES et al., 2002, COUTO-FERNANDEZ et al.,
2005). A regido Sul tem um perfil diferente onde foi verificado um grande percentual de
amostras do subtipo C, seguido do subtipo B e recombinantes BC, e um alto percentual de
CRF31_BC e baixa prevaléncia do subtipo F; (GUIMARAES et al., 2002; SOARES et al.,
2005; SANTOS et al., 2006). O papel do CRF_31BC parece estar bem definido na regido Sul,
sobre tudo na cidade de Porto Alegre, onde a prevaléncia desse recombinante € na ordem de
7% - 21% (SANTOS et al., 2006, BRIGIDO et al., 2007). No entanto, a distribuicdo dos
subtipos e recombinantes BF1 é bastante heterogénea e o seu impacto epidemioldgico pode
oscilar dentro de uma mesma regido geogréfica. Como exemplo podemos citar a relevancia
epidemiolégica dos CRF39_BF e CRF40_BF que no Rio de Janeiro é baixa (GUIMARAES
et al., 2008), contrastando com o perfil epidemiolégico dos CRF28 _BF e CRF29_BF em
Santos (DE SA et al., 2008) e Sio Paulo ( DE SOUZA et al., 2008), onde com base na
estrutura do pol estes representam 83% e 30%, respectivamente.

A caracterizacdo de amostras do subtipo B revelou a existéncia de diferencas genéticas
e antigénicas entre os virus deste subtipo circulantes no Brasil, com a ocorréncia de uma
variante do subtipo B denominada B”, que se difere do subtipo B cléssico por apresentar um
motivo GWGR no topo da alca do V3 da glicoproteina do envelope gp120 em contraste com
0 motivo GPGR, caracteristico dos isolados do subtipo B predominantes no continente
americano, inclusive o Brasil, e na Europa. Essa substituicdo de aminoacidos causa alteracdes
na estrutura secundéria no topo do V3 nesses isolados refletindo em propriedades bioquimicas
particulares (MORGADO et al., 1996). A emergéncia dessa variante parece ter ocorrido desde
a introdugdo do HIV no Brasil cuja origem parece ser monofilética e local, devido a sua baixa
dispersdo em outros paises (BELLO et al., 2007).

Uma prevaléncia em torno de 10-15% de amostras pertencentes ao subtipo F1 foi
detectada na regido Sudeste em estudos baseados na regido C2-V3 do genoma viral
(MORGADO et al., 1998; GUIMARAES et al., 2001), porém vaérios estudos envolvendo a
subtipagem de mais de uma regido gendmica do HIV tém descrito que um grande nimero de
amostras previamente subtipadas como F1 na regido do envelope viral, representam
URFs_BF.

O estado do Rio de Janeiro segue o padrdo descrito para a maior parte do territdrio
nacional com a co-circulagdo dos subtipos B (75-80%) e F1(10-15%) (MORGADO et al.,
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1994, MORGADO et al., 1998, GUIMARAES et al.,2002) , como pode ser ilustrado na
figura 10.

Alguns estudos descreveram os subtipos de HIV-1 circulantes no Rio de Janeiro, no
entanto ainda sdo poucos os estudos sobre a epidemiologia molecular do HIV-1 focando o
principio da epidemia, e nenhum estudo sobre a dindmica temporal destes subtipos foi
realizado, assim como da evolucdo das formas recombinantes BF1. Além de quase todos os
estudos restringem a alguma categoria de exposicao e com um nimero restrito de amostras.

Desta forma, justifica-se o0 monitoramento da epidemiologia molecular do HIV no Rio
de Janeiro assim como o acompanhamento da evolugdo molecular dos subtipos aqui
encontrados e a dinamica temporal, ou seja, o estudo da distribui¢cdo dos subtipos B, variante
B” e F1 ao longo do tempo assim como dos recombinantes BF1 encontrados nas categorias de

exposicao ao risco heterossexual, bissexual e usuério de drogas.

B, B”, F1, BF1, C, CRF_39, 40BF

Figura 10: Distribuicdo dos subtipos e formas circulantes recombinantes do HIV-1 no Brasil com énfase no
estado do Rio de Janeiro. Atualizado a partir de Morgado et al.,2002.
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I1. OBJETIVOS
2.1 ) Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo retratar a dindmica temporal dos subtipos B, F1
e da variante B” do subtipo B, assim como das formas recombinantes BF1 na epidemia de

Aids no Rio de Janeiro.
2.2) Objetivos especificos

» Subtipar as amostras nos dois periodos do estudo (1990-92 e 2006-10) na
regido C2-V3 da gp120;

» Subtipar um sub-grupo de amostras previamente classificadas como B ou F1

no item anterior na regido da protease e transcriptase reversa;

» Comparar perfis de recombinacdo inter/intra-subtipo nas amostras dos dois
periodos do estudo, a fim de analisar como estes se comportam ao longo do
tempo;

» Estudar a relagdo entre as formas recombinantes BF1 encontrados com 0s
CRF_BF1 descritos, assim como verificar se ha a ocorréncia de algum possivel
novo CRF_BF.

» Estudar a dinamica temporal dos subtipos virais de HIV-1 nos distintos grupos

de exposigao ao risco;

» Explorar as amostras do inicio da epidemia de modo a verificar a ocorréncia

de redes de transmisséo nas distintas categorias de exposi¢do ao risco;

> Estudo da dispersdo das assinaturas moleculares do subtipo B nos dois

periodos do estudo
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I11. MATERIAIS E METODOS

3.1) Casuistica:

A primeira etapa do nosso estudo consistiu na selecdo das amostras de individuos do
sexo masculino HIV-1 positivos, acompanhados no Instituto de Pesquisa Evandro Chagas
(IPEC), em dois momentos diferentes da epidemia de Aids no Rio de Janeiro.

As amostras da primeira casuistica do presente estudo (n=130) foram coletadas no
contexto do projeto intitulado “Projeto de Transmissdo Heterossexual” cuja coleta do material
data de 1990-1992. Este projeto visava acompanhar a transmisséo heterossexual de individuos
HIV-1 masculinos para suas parceiras. Estes individuos em sua maioria ja tinham evoluido
para Aids ja que neste momento a terapia antirretroviral de alta poténcia (HAART) ainda ndo
estava disponivel. Sendo assim, podemos expecular que estes se infectaram nos anos 80. A
segunda casuistica deste estudo é oriunda de estudos vigentes no Laboratério de AIDS e
Imunologia Molecular (n=88). O critério para inclusdo de amostras no presente estudo era 0s
individuos possuissem diagnostico entre 2006-2010.

A utilizacio dessas amostras no presente estudo foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Fundacdo Oswaldo Cruz, sob os pareceres 388/07 e 16/2008 As amostras
bioldgicas utilizadas neste estudo (sangue total, PBMCs e DNA) encontram-se estocadas a -

20°C no Laboratdrio de Aids e Imunologia Molecular do Instituto Oswaldo Cruz.
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3.2) Extracdo de DNA

A extracdo do DNA proviral a partir de células mononucleares do sangue periférico e
sangue total procedeu-se pelo método cromatografico (colunas de silica), utilizando-se o
QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Alemanha), conforme indicagdo do fabricante.
Neste kit, a lise celular ocorre através do uso de tampdes contendo Isotiocianato de
Guanidina, e a digestdo dos componentes protéicos da célula ocorre sob acdo da enzima
Protease (QIAGEN). O DNA extraido foi identificado e estocado a -20°C.

3.3) Amplificacédo por nested PCR das regides env e pol

Com o intuito de caracterizar os subtipos/variantes virais em individuos HIV-1
positivos no Rio de Janeiro nos periodos de 1990-1992 e 2006-2010, utilizamos a técnica de
nested PCR para amplificar as regides env e pol.

Para amplificacdo de um fragmento de 564pb (correspondente a posicdo 6817-7381
em relacdo a cepa HXB2) contendo a regido génica C2-V3 da gpl20 do envelope viral
utilizou-se como iniciadores externos ED5/ED12 e iniciadores internos ED31/ED33 (Tabela
1).

Para amplificacdo de um fragmento de 1322pb ( correspondente a posicdo 2252-3574
em relacdo a cepa HXB2) da regido da polimerase viral, regido génica que compreende a
protease e parcialmente a RT, utilizamos como iniciadores externos DP10/MMRT6 e como
iniciadores internos DP16/MMRTS5 (Tabela 1).

Os reagentes utilizados em todas as reacdes de PCR para cada amostra foram 10l do
Tampéo 5X da Enzima; 10mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KCI, 1.25 mM MgCl,; 200mM de
cada dNTP; 20pmol de cada iniciador (senso e anti-senso) , 2.5U Taq polimerase e 33,2ul de
agua DEPC. A essa solugdo adicionamos 5ul do DNA de cada amostra. Para a amplificacéo
das regides alvo do estudo a ciclagem de PCR foi a seguinte: 3 ciclos de 97°C por 1 min,
55°C 1min, 72°C por 2 min seguindo-se de 32 ciclos de 95°C por 45 seg, 55°C por 1 min, 72°
por 2 min e uma extens&o final de 72°C por 10 min.

Apds a primeira reacdo de PCR foram transferidos 5pl do produto amplificado para a
segunda reacéo de PCR, totalizando um volume de 50pl.

Para verificar se houve amplificagcdo dos fragmentos foram aplicados 5ul do produto
da segunda reacdo de PCR adicionado de 1pl do corante Azul de Bromofenol (Azul de

Bromofenol 28%; EDTA 10mM pH8,0 e Sacarose 40%) em gel de agarose 1% corado com
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brometo de etideo 0,001% (v/v). As amostras foram submetidas & eletroforese (80V por uma
hora e trinta minutos) utilizando o TBE 1X (Tris-HCI 1M, Acido Bérico 1M e EDTA 20mM)
como tampéo de corrida. O fago ®X174 digerido com a enzima Hae III (1353, 1078, 872,
603, 310pb) foi utilizado como padrdo de peso molecular. Todas as reagdes foram
monitoradas através da utilizacdo de controles positivos (DNAs de amostras HIV positivas

amplificaveis) e negativos (todos os reagentes do PCR excluindo DNA).

Tabela 1: Estratégia de amplificacdo das regides enve pol do HIV-1

Regido Genomica Primers Sequéncia dos primers Posicéo gendmica Tamanho
relativa ao HXB2

EDS — ED12 ATGGATCAAGCTAAARCATGTC 6557-7543 986ph
AGTGCTTCTGCTGCTCCCAAG
gp120 ED31 - ED33 CCTCARYCATWACACARGCYTGTCCAA 6817-7381 564ph
CCTCARYCATWACACARGCYTGTCCAA
pol DP10 —RT6 CAACHCCTCTCMGAAGCAGGAGCCG 2197-3648 1451pb
TTTTACATCATTAGTGTGGG
DP16 — RT5 CCTCARRTCACTCTTGCARC 2252-3574 1322pb

TAAATTTGATATGTCATTG

3.4) Amplificacdo por PCR do gene da p globina

Com a finalidade de investigar a ndo amplificagdo de algumas amostras para o
fragmento padronizado da gp120, n6s submetemos estas amostras ao PCR da R-globina
(fragmento de 300pb) que é um gene constitutivo do hospedeiro que se apresenta em dupla
copia e, portanto facilmente amplificavel. Para amplificacdo da R-globina foi utilizado o par
de iniciadores GH20/PCO04. Os reagentes e a ciclagem para amplificacdo deste fragmento

foram os mesmo empregados para amplificacdo dos genes do envelope e polimerase viral.

3.5) Purificagdo e quantificacdo dos produtos de PCR para sequenciamento

As amostras amplificadas para as regides gp120 e pol foram purificadas para o uso nas
reacdes de sequenciamento por método cromatografico, através de colunas de purificagéo,
utilizando-se o kit em colunas (GE Healthcare) sequindo as recomendagdes do fabricante.

A quantificacdo dos produtos purificados foi realizada em gel de agarose (2%, corado
com brometo de etideo 0,001% (v/v). Foram aplicados 2l do produto purificado adicionado
de 1pl do corante Azul de Bromofenol (Azul de Bromofenol 28%; EDTA 10mM pH8,0 e

Sacarose 40%) no gel. As amostras foram submetidas & eletroforese (80V por duas horas)
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utilizando o tampdo TBE 1X como tampéo de corrida. Como padrdo de peso molecular,
utilizamos 2l do Low DNA Mass Ladder. Este padrdo apresenta bandas de 100, 200, 400,
800, 1200 e 2000pb que correspondem a 5, 10, 20, 40, 60 e 100ng de DNA, respectivamente.
A intensidade das bandas correspondentes as amostras foi comparada com as bandas do
padréo, a fim de estimar a - concentragdo, em nanogramas, do produto purificado e o volume

do mesmo a ser utilizado na reagédo de sequenciamento.

3.6) Reagdo de sequenciamento

Na reagdo de sequenciamento, utilizamos 1ul do Big Dye v.3.1 (Ready Reaction Mix),
1,5ul do tampéo de diluicdo 5X (BigDye Terminator v1.1/3.1 Sequencing Buffer), 1ul do
oligonucleotideo iniciador a 5pmol/ul e a essa solucdo adicionamos 60 a 100ng do produto da
segunda reacdo de PCR purificada. Agua Milli-Q foi adicionada & reagio para completar um
volume final de 10pl.

O emprego dos iniciadores na reagdo de seqiienciamento das regides génicas descritas

(9p120 e pol) estd sumarizado na tabela 2.

Tabela 2: Iniciadores a serem utilizados na reagdo de sequenciamento das regides gp120

e pol

Fragmento  Regido do Genoma Iniciadores utilizados no sequenciamento
A gp120 ED31/ED33
B pol DP11/DP16/LR49/LR54/MMRT-5

A ciclagem utilizada para a reagdo de sequenciamento foi a seguinte 25 ciclos: 96°C
por 30 segundos, 50°C por 20 segundos e 60°C por 4 minutos.

Apds a reacdo de sequenciamento, foi realizada a etapa de precipitacdo do produto
sequenciado. A cada poco da placa de sequenciamento foram adiciondos 80l de Isopropanol
75%. A placa foi incubada ao abrigo da luz por 15 minutos e entdo centrifugada em centrifuga
com rotor adaptado para placas (Eppendorf 5804-R) a 4000rpm por 45 minutos. Apds a
centrifugacdo o Isopropanol foi removido vertendo-se a placa e o excesso removido através da
centrifugacdo da placa invertida a 900rpm por um minuto, protegida com papel absrovente.

Com a finalidade de garantir a auséncia de Isopropanol nos pogos da placa a mesma foi
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levada ao termociclador a 95°C por 5 minutos. A partir de entdo a placa foi mantida ao abrigo
da luz a -20°C até o dia em que seria submetida ao sequenciador.

Antes de serem colocadas no sequenciador as amostras foram ressuspensas em 10ul de
Formamida HI-DI (Applied Biosystems, EUA), aquecidas em termociclador por 5 minutos a
95°C, para garantir que o “template” fosse desnaturado e entdo submetidas imediatamente ao
gelo para evitar que as fitas de DNA voltassem a parear.

O sequenciador DNA Sequencer modelo 3100 (Applied Biosystems, EUA) foi
utilizado para o sequenciamento automatizado das amostras. O protocolo utilizado para o
sequenciamento seguiu a recomendagdo do fabricante para a versdo 3.1 do kit Big Dye

Terminator.

3.7) Analise e edigdo de sequéncias.

Os cromatogramas gerados a partir do sequenciamento foram visualizados e editados
utilizando o pacote de programas DNASTAR 4.0 (DNASTAR Inc., EUA). Utilizando o
software SegMan 4.0, as sequéncias geradas foram alinhadas e editadas manualmente,
gerando uma sequéncia consenso correspondente a regido amplificada.

As sequéncias editadas foram alinhadas através do programa ClustalX juntamente com
seqliéncias de referéncia correspondentes aos diferentes subtipos de HIV-1, obtidas do banco

de dados de Los Alamos, (http://hiv-web.lanl.gov) para posterior analise filogenética e

determinagdo do subtipo viral no programa MEGA 4.0 — Molecular Evolutionary Genetic
Analysis (TAMURA H, et al., 2007).

O método de analise utilizado foi o Neighbor Joining e o modelo matematico de
correcdo da substituicdo de nucleotideos foi o Kimura dois parametros (K-2p) (KIMURA,
1977). O metodo de bootstrap (1000 pseudoréplicas) foi utilizado para dar suporte aos

grupamentos filogenéticos.

3.8) Analise das sequéncias deduzidas de aminoacidos na regido gp120
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A partir da utilizacdo do software Editseq 4.00 do pacote de programas DNASTAR as
sequéncias de nucleotideos editadas manualmente foram traduzidas em sequéncias de
aminoécidos.

O alinhamento de nucleotideos obtido no tdpico anterior foi utilizado para gerar
através da tradugdo a as sequéncias de aminodcidos, para tal foi realizado utilizando o
programa MEGA 4.0 (KUMAR, TAMURA, NEI, 2004). Este alinhamento nos permitiu
identificar o polimorfismo no topo da alca hipervaridvel (V3) do envelope viral, bem como a
discriminar as amostras B em B pandémico com a assinatura (GPGR), variante B”

tipicamente brasileira com assinatura (GWGR) e demais assinaturas.

3.9) Identificagdo de genomas recombinantes

Apbs a analise filogenética, utilizamos o programa Simplot 3.5.1 (LOLE et al.,1999)
para a identificacdo de recombinagdo nas amostras que apresentaram um agrupamento
filogenético divergente, ou seja ndo se agruparam com amostras de referéncia de nenhum
subtipo.

Para esta analise utilizamos o método de bootscan. Esta metodologia utiliza o método
de NJ com fator de substituicdo de nucleotideos K-2 (KIMURA,1977) para fazer a anélise
filogenética do fragmento alvo, esta se da através de fragmentos menores (janelas), que séo
analisados por sobreposigdo (passos). O suporte dos grupamentos filogenéticos foi realizado
pelobootstrap de 100 pseudoréplicas. Os pardmetros utilizados na analise de bootscan foram:
janela = 300pb e passos de 20pb. Nossas amostras foram analisadas frente as sequéncias
disponiveis no banco de dados de Los Alamos consideradas puras para cada subtipo viral
(A192UG037, B83HXB2, CB92BR025, F193BR020, GKE93HH8793, HBE93VI1991,
J94SE7022, K96MP535).

A partir do perfil apontado pelo bootscan, geramos arvores utilizando fragmentos
menores da regido estudada e submetemos a andlise filogenética frente as sequéncias dos
diversos subtipos de HIV-1puras na regiéo alvo.

Apbs identificagdo dos genomas recombinantes, buscamos identificar os - pontos de
recombinacdo (SIERRA et al., 2005, SANTOS et al., 2006). Os mesmos sdo determinados
através da identificagdo do ponto médio obtido entre o Gltimo nucleotideo informativo de

determinado subtipo e do primeiro nucleotideo informativo do outro subtipo. Para tal anélise
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verificamos o padrdo de assinaturas moleculares entre a amostra em anélise e 0s consensos

correspondentes aos subtipos envolvidos na recombinag&o.

3.10) Anélise Bayesiana

As relacOes filogenéticas entre as amostras do nosso estudo caracterizadas B no
envelope viral foram realizadas pelo método Bayesiano. As sequéncias do subtipo B foram
submetidos ao programa jModeltest 0.1.1 para a escolha do melhor modelo de substituicdo de
nucleotideos sob o critério Akaike resultando na escolha do modelo TVM + | + G, no entanto
como este modelo ndo é implementado na versdo 3.1.2 do MrBayes (Ronquist &
Huelssenbeck., 2003), substituimos para o modelo mais proximo o GTR + | + G. Foi
submetido duas corridas de quatro cadeias para cada data set. Foram realizadas 4x10’
geracBes com o “burnin” de 4x10° geragdes.

A verificacdo das possiveis relagdes entre as redes de transmissdo do subtipo B e as
categorias de exposicdo ao risco de infeccéo pelo HIV foram realizadas pelo teste Bayesiano
de Cadeia de Monte Carlo (MCMC) utilizando o programa BaTS (PARKER et al., 2008). O
programa BaTS estima a associagdo de carater filogenético usando os testes estatisticos:
indice de Associacdo (Al) (Wang et al., 2001) e o indice de Parcimonia (PS) (SLATIKIN &
MADDISON, 1989) com intervalo de confianca de 95%. Para tal andlise utilizamos a

posterior distribuicdo de arvores decorrentes do MrBayes.

3.11) Andlise estatistica

O teste do qui-quadrado foi realizado para comparacdo da dispersdo dos subtipos B,
F1 e variante B” nas categorias de exposi¢do ao risco (HET, Bl e UDI) e avaliagcdo da
distribuicdo das assinaturas moleculares do subtipo B nas respectivas categorias de exposicao.
Para ambas andlises o teste do qui-quadrado foi realizado utilizando-se o programa
GraphPad Prism 5.
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V. Resultados

4.1) Subtipagem molecular da regido do C2-V3 da gp120 do envelope viral das amostras

coletadas no periodo de 1990-92

A primeira etapa do estudo consistiu na caracterizagdo molecular da regido do
envelope viral das 130 amostras coletadas no periodo entre 1990-92 de individuos masculinos
virgem de tratamento, 0s quais em parte ja tinham evoluido & Aids. Neste contexto realizamos
a andlise filogenética da regido do envelope viral, a qual encontra-se representada na figura
11, por uma &rvore de NJ com representacdo topoldgica circular, ndo enraizada. Nesta,
podemos observar que as amostras objeto deste estudo se agruparam de forma consistente
com as respectivas sequéncias de referéncia B e F1 obtidas do Banco de Dado de Los Alamos
com o bootstrap de 89 e 98, respectivamente. Assim, a caracterizacdo molecular obtida
através da filogenia evidenciou uma prevaléncia de 90% do subtipo B, seguida em menor
extensdo pelo subtipo F1 (8%), duas amostras (2%) que se agruparam entre si e tiveram
agrupamento em ramos adjacentes as amostras de referéncia do subtipo B e, portanto,
apresentaram indicios de recombinacéo intragénica foram submetidas a novas analises. As
duas amostras, PTH163 e PTH701, que apresentaram indicios de recombinagdo estdo
assinaladas com losangos marrom na figura 11.

Para confirmagdo da recombinacgdo realizamos o bootscan dessas amostras frente a
amostras de referéncia do grupo M do HIV-1 (Figura 12) e em adi¢do geramos duas &rvores
filogenéticas a partir de dois fragmentos menores com base no perfil apontado pelo bootscan
das amostras estudadas. O primeiro fragmento (13.A) correspondente a posicdo (6876-7156
relativa ao HXB2), o segundo fragmento (13.B) correspondente a posigdo (7157-7280 em
relacdo ao HXB2). Com base nestas analises foi possivel caracterizar as amostras PTH163 e
PTH701, como rescombinantes BF1. A partir da traducdo das sequiéncias geradas desta
primeira casuistica foi possivel discriminar as assinaturas do topo da alga V3 das amostras
caracterizadas filogeneticamente como subtipo B. Do total de 117 amostras pertencentes ao
subtipo B, 48 amostras apresentavam o motivo (GPG) caracteristico do B pandémico, 47
amostras que apresentaram motivo (GWG) caracteristico da variante B” e 21 amostras com
assinaturas menos frequentes (GXG), sendo o X correspondente a qualquer aminoacido néo
W ndo P. respectivamente representadas na figura 11 como circulos pretos, circulos verdes e

circulos roxos.
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Com base na topologia da &rvore filogenética, verificamos que o ramo do subtipo B
apresentou 3 agrupamentos principais, onde o ramo superior é representado majoritariamente
por amostras B”, um ramo intermedidrio, bastante heterogéneo, com freqiiéncias iguais para
as assinaturas B pandémico, da variante B” (GWG) e assinaturas B menos frequentes e por

fim um ramo inferior representado pelo B pandémico.
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Figura 11: Analise genética de clusterizagdo por NJ com modelo de substituicdo de k2p , correspondente a
regido do C2-V3 do envelope viral (404pb) de 130 amostras individuos masculinos HIV-1 positivos do periodo
de 1990-92. As sequéncias foram alinhadas com sequéncias de referéncias obtidas do Banco de Dados de Los
Alamos, representando os subtipos do grupo M. A barra da escala indica 2% da divergéncia na sequéncia de
nucleotideo. As amostras caracterizadas como subtipo B estdo com os ramos assinalados em azul, os do subtipo
F1 estdo em vermelho e em preto encontram-se 0s outros subtipos do grupo M. As amostras estudadas estdo
representadas da seguinte maneira: Amostras B pandémico (GPG) assinaladas com circulos pretos, amostras da
variante B” (GWG) com circulos verdes, amostras B (GXG) assinaladas comcirculos roxos, amostras
recombinantes com losangos marrom e as amostras F1 com triangulos vermelhos.
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Figura 12: Analise por bootscan das amostras PTH163 (Fig.12A) e PTH701 (Fig.12B) na regido C2-V3 do
envelope viral. Os parametros utilizados na analise foram: janela = 200pb, passos de 20pb. As sequéncias de
referéncia do grupo M do HIV-1 utilizadas encontram-se representadas na legenda. Os fragmentos

representativos de cada subtipo encontram-se assinalados nas figuras.
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Figura 13: Andlise filogenética de NJ com modelo de substituicdo K-2p dos dois fragmentos gerados a partir da
andlise do bootscan das amostras PTH163 e PTH701 que apresentavam indicios de recombinagdo: a) fragmento
1 (6876-7156 em relacdo ao HXB2) b) fragmento Il (7156-7280 em relacdo ao HXB2).
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4.2) Distribuicdo dos subtipos nas categorias de exposi¢cdo ao risco da casuistica do
periodo de 1990-92

Numa analise pontual da distribuicéo dos subtipos nas trés categorias de exposi¢do ao
risco, heterossexual (HET), bissexual (BIS) e usuérios de drogas intravenosas (UDI)
verificamos que do total de 46 individuos declarados HET estudados, 43 amostras (93%)
foram caracterizadas como subtipo B e 3 amostras (7%) foram caracterizadas como ndo-B (F1
e recombinantes). Das 58 amostras de BIS estudadas, 52 (90%) foram caracterizadas como B
e 6 (10%) ndo-B e por fim, das 26 amostras de usuérios de drogas, 22 (85%) foram
caracterizadas como B e 4 (15%) nédo -B, estes dados estdo sumarizados na tabela 03. A
frequéncia desses subtipos nas respectivas categorias de exposicdo ao risco podem ser

visualizadas na figura 14.

Tabela -3: Distribuicdo das amostras do periodo de 1990-92 nos subtipos (B e ndo- B) nas trés categorias de

exposic¢do ao risco (HET,BIS e UDI)

Subtipo HET BIS uDlI
B 43(93%) 52(90%) 22(85%)
Né&o- B 3(7%) 6(10%) 4(15%)
46 58 26
100-
B3 E
B8 Mao-B

Frequéncia

Het Bis upi

Categoria de exposi¢ao ao risco
Figura 14: Grafico em barras representativo da frequéncia dos subtipos B e ndo-B de HIV-1 nas trés categorias

de exposicdo ao risco estudadas do periodo de 1990-92.
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O Brasil apresenta uma alta frequéncia da variante B” dentro do grupo de amostras do
subtipo B, por isso, estratificamos as amostras caracterizadas como B de acordo com a
assinatura do topo do V3 em GPG, GWG e GXG.. Neste contexto, na populacdo de
heterossexuais estudados caracterizados B no envelope (n=43), 25 (58%) apresentaram
assinatura GPG, 9 (21%) GWG e 9 (21%) GXG, entre os bissexuais (n= 52), 13 ( 25%)
apresentam assinaturas GPG, 32 (61%) GWG e 7 (14%) GXG. e por fim, entre 0s usuérios de
drogas (n=22), 10 (45%) apresentam assinaturas GPG, 5 (23%) GWG e 7 (32%) GXG.
Nossos dados apontam para uma distribuicdo desigual com significancia estatistica
(p=0,0009) entre as assinaturas B nas respectivas categorias de exposi¢do. A categoria de
exposicdo HET e UDI apresentou um perfil muito semelhante na distribui¢do das assinaturas
do subtipo B com uma frequéncia mais acentuada do B pandémico (GPG), no entanto na
categoria de bissexuais a variante B” apresenta uma frequéncia expressivamente significativa.
Estes dados estdo sumarizados na tabela 4 e o gréafico destas freqliéncia esté ilustrado na

figura 15.

Tabela 4: Dispersdo das assinaturas do subtipo B nas distintas categorias de exposi¢do ao risco das amostras

coletadas no periodo de 1990-1992 no Rio de Janeiro

Subtipo (*) Heterossexuais Bissexuais Usuarios de drogas
B (GPG) 25(58%) 13(25%) 10(45%)
B” (GWG) 9(21%) 32(61%) 5(22.5%)
B (GXG) 9(21%) 7(14%) 7(32.5%)
43 52 22

* Estratificacdo das amostras do subtipo B quanto assinatura do tripeptideo do topo da alga do V3
p=0,0009
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Figura 15: Gréafico em barras representativo das frequéncias das assinaturas moleculares do subtipo B no topo
da alga do V3 do periodo de 1990-92

4.3) Caracterizacdo molecular da regido do C2-V3 da gpl20 do envelope viral de

amostras diagnosticadas e coletadas no periodo de 2006-2010.

Uma vez subtipadas as amostras do periodo de 1990-1992 no envelope viral, partimos
para a caracterizagdo molecular das amostras da segunda coorte que contempla pacientes com
diagndstico entre 2006-2010. A anilise filogenética da regid@o do envelope viral,
correspondentes as amostras datadas entre 2006-2010 (n=88) encontra-se representada na
figura 16, por uma &rvore de NJ com topologia circular, ndo enraizada. Nesta, podemos
observar que as amostras objeto desse estudo agruparam-se com as respectivas sequéncias de
referéncia F1, C e A obtidas do Banco de Dados de Los Alamos com bootstrap de 94, 96 e 92,
respectivamente. O valor de bootstrap no ramo que agrupa as sequéncias de nossas amostras
com sequéncias de referéncias do subtipo B foi menor que 70%, provavelmente, por causa da
presenga de amostras recombinantes que se agruparam no ramo adjacente fazendo o valor de
bootstrap baixar. Assim, a caracterizagdo molecular obtida através da filogenia evidenciou
uma prevaléncia de (84%) do subtipo B, (9%) F1, (3.5%) C, (2.3%) BF1 e (1.2%) A.

A partir da andlise da topologia da arvore (Figura 16) verificamos que duas amostras
assinaladas com losangos de cor marrom apresentaram um agrupamento filogenético
divergente em um ramo adjacente ao grupo B. As mesmas foram excluidas da anélise e o
ramo que reuniu amostras do subtipo B passou a apresentar um valor de bootstrap mais
elevado 68% (dados ndo apresentados) o que nos permitiu inferir que estas amostras se

tratavam de possiveis recombinantes. A partir disto, submetemos as referidas amostras a
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analise de bootscan (Figura 17) que nos revelou um evento de recombinacéo evidente entre 0s
subtipos B e F1 na amostra PE93 (Figura 17A), ndo obstante a amostra PE115, ndo
apresentou um perfil evidente de recombinagdo (Figura 17B), no entanto a mesma apresenta
nos extremos do bootscan uma queda de homologia com o subtipo F1, o que poderia sugerir
recombinagdo nas extremidades do fragmento estudado, porém h& uma perda de sensibilidade
deste método nas extremidades do fragmento. Com a finalidade de ter um resultado mais
robusto, realizamos as &rvores com fragmentos menores (Figura 18.A, B e C) e andlise de
pontos comparando a sequéncia da referida amostra frente a sequéncias consenso do subtipo
B e F1 (Figura 18.D) evidenciando a presenga de fragmento ndo F1 na referida amostra como
pode ser visualizado na figura 18.

Através da traducdo das sequéncias de nucleotideo das amostras desta casuistica,
discriminamos a sequéncia de aminoécidos do topo da al¢a V3 do envelope viral das amostras
classificadas como subtipo B. Do total de 74 amostras classificadas como subtipo B, 46 (62%)
destas eram GPG, 17 (23%) eram GWG e 11 (15%) eram GXG. A marcagéo destas distintas
assinaturas pode ser visualizada na figura 16.

As amostras assinaladas com um circulo tracejado na figura 16 tiveram suas
sequéncias comparadas a fim de detectar os pontos de discordancia nucleotidica (dados n&o
mostrados) o que nos permitiu concluir que se tratavam de amostras relacionadas com alta
identidade, o que poderia sugerir contaminagdo na sequéncia das mesmas e que as mesmas
ndo foram exclusas das andlises visto que s verificamos este alto grau de identidade na
revisdo final deste documento.

As amostras desta segunda coorte caracterizadas como B” ndo tiveram um
agrupamento diferenciado das amostras B (GPG) e B (GXG) pelo método de NJ, que temos
ciéncia ndo ser o método mais robusto para este tipo de analise e por isso serdo estudadas

pelo método Bayesiano mais a frente neste manuscrito.
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Figura 16:Analise filogenética por NJ com modelo de substituicdo de k2p , correspondente a regido do C2-V3
do envelope viral (404pb) de 88 amostras individuos masculinos HIV-1 positivos do periodo de 2006-10. As
sequéncias foram alinhadas com sequéncias de referéncias obtidas do Banco de Dados de Los Alamos,
representando os subtipos do grupo M. A barra da escala indica 2% da divergéncia na sequéncia de nucleotideo.
As amostras caracterizadas como subtipo B estdo com os ramos assinalados em azul, os do subtipo F1 estdo em
vermelho e em preto encontram-se 0s outros subtipos do grupo M. As amostras estudadas estdo representadas da
seguinte maneira;: Amostras B pandémico (GPG) assinaladas com circulos pretos, amostras da variante B”
(GWG) com circulos verdes, amostras B (GXG) assinaladas com circulos roxos, amostras recombinantes com
losangos marrom e as amostras F1 com triangulos vermelhos, amostras C com quadrados vazios e amostra A
com circulo vazio.
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PE93- recombinanteBF 1

Legenda

— A1KES4
= BE3HXB2
— CB92BR025
— DELI
— F193BR020
—— GKES3HHETSI
HBES2V1991
— JR4SETO22
— KOGMP535

PE115- recombinanteUF 1

Figura 17: Analise por bootscaning de duas amostras de HIV-1 na regido C2-V3 do envelope viral: a) bootscan
da amostra PE93 os parametros utilizados foram: janela = 200pb, passos de 20pb, b) bootscan da amostra PE115

janela = 200pb, passos de 20pb.
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Figura 18: Analise filogenética de NJ com modelo de substituicdo K-2p dos dois fragmentos gerados a partir da
analise do bootscan das amostras PE93 e PE115 que apresentavam indicios de recombinagdo: a) fragmento |
(6876-6995 em relagdo ao HXB2) b) fragmento Il (6996-7135 em relagdo ao HXB2) c) fragmento 111 (7136-
7279 em relagdo ao HXB?2) d) Andlise dos sitios informativos da amostra 115 a partir do consenso de sequéncias
brasileiras dos subtipos B e F. As setas assinaladas em azul reportam-se a identidade com o consenso B e as setas
em vermelho reportam-se a identidade com o consenso F1. Os retangulos em vermelho indicam o segmento com
identidade com o subtipo F1.
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4.4) Distribuicdo dos subtipos nas categorias de exposicdo ao risco da casuistica do
periodo de 2006-2010

Do total de 39 amostras de individuos HET estudados, 32 (82%) foram caracterizados
como B e 7 (18%) caracterizados como ndo-B, das 49 amostras de BIS estudadas, 42 (86%)
foram caracterizados B e 7 (14%) ndo-B. A distribuicéo dos subtipos B e ndo- B de HIV-1
nos grupos de heterossexuais e bissexuais, ndo apresentou diferenca estatistica significativa.
Estes dados estdo sumarizados na tabela 5 e a frequéncia desses subtipos nas respectivas

categorias de exposicao ao risco é visualizada na figura 19.

Tabela5: Distribuicdo das amostras do periodo de 2006-2010 por subtipo (B e ndo- B) e nas
duas categorias de exposicdo ao risco (HET e BIS)

Subtipo (HET) (BIS)
B 32(82%) 42(86%)
Né&o- B 7(18%) 7(14%)
39 49
(p>0,05)
100+
E3 B

B3 MNao B

Freguéncia

Categoria de exposicio ao risco

Figura 19: Gréfico em barras representativo da freqtiéncia dos subtipos B e ndo-B do HIV-1 nos nas duas

categorias de exposicdo ao risco estudadas no periodo de 2006-10.

Quando avaliamos as assinaturas moleculares no topo da alca V3 das amostras

caracterizadas como B no periodo de 2006-2010 na populagéo de heterossexuais estudados,
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(n=32), 22 (69%) apresentaram assinatura GPG, 4 (13%) GWG e 6 (18%) GXG., Entre 0s
bissexuais caracterizados B (n=42), 24 (57%) apresentam assinaturas GPG, 13 (31%) GWG e
5 (12%) GXG e. Estes dados estdo sumarizados na tabela -6 e figura 20.

Tabela 6: Distribuicdo das assinaturas moleculares do subtipo B nas duas categorias de

exposicao ao risco identificadas no periodo de 2006-2010

Subtipo (*) Heterossexuais Bissexuais
B (GPG) 22(69%) 24(57%)
B” (GWG) 4(12%) 13(31%)
B (GXG) 6(19%) 5(12%)
32 42

* Estratificacdo das amostras do subtipo B quanto assinatura do tripeptideo do topo da al¢a do V3
P>0,05

B B (GPG)
=3 B (GXG)
E=3B"(GWG)

Frequéncia

Het Bis
Categoria de exposigdo ao risco

Figura 20: Grafico em barras representativo da freqliéncia das assinaturas moleculares do subtipo B no topo da

alca do V3 nas categorias de exposicdo ao risco HET e BIS das amostras do periodo de 2006-10.

4.5) Analise temporal dos subtipos nas categorias de exposi¢ao ao risco

Com o intuito de avaliarmos temporalmente a distribuicdo dos subtipos nas duas
categorias de exposicdo ao risco (HET e BIS) presentes em ambas casuisticas do estudo,
fizemos uma analise comparativa das mesmas. No grupo de heterossexuais a frequéncia do

subtipo B foi de [93% para 82%] e a frequéncia dos ndo- B foi [7% para 18%], sendo estas
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frequéncias relativas & primeira casuistica e a segunda do estudo, respectivamente. Quanto ao
grupo de bissexuais a frequéncia do subtipo B foi de [90% - 86%] e a dos ndo- B foi de [10%
- 14%]. Assim, quando comparamos a distribuicdo dos subtipos B e ndo- B dentro das
categorias de exposicdo ao risco, heterossexual e bissexual, ao longo do tempo néo
evidenciamos uma diferenca no perfil epidemiolégico no Rio de Janeiro.

Com a andlise temporal da disperséo das distintas assinaturas moleculares do topo do
V3 nas amostras do subtipo B nas duas categorias de exposicdo observamos que a na
categoria de HET a frequéncia da assinatura GPG do subtipo B foi de [58% - 69%] da
assinatura da GWG [21% - 13%] e GXG foi de [21% - 18%], sendo primeiro e o segundo
percentual relacionado a primeira e a segunda casuistica do estudo respectivamente. Estes
resultados apontam que a disperséo das assinaturas moleculares do subtipo B dentro do grupo
de heterossexuais mostrou-se similar ao longo do tempo, com um ligeiro aumento do motivo
GPG e pequena queda da motivo GWG como podemos verificar na tabela 7 e na Figura 21. A
distribuicdo das assinaturas do subtipo B no grupo de bissexuais nos dois periodos do estudo
segue a seguinte distribuicdo: GPG [25% - 57%], GWG [61% - 31%] e GXG [14% - 12%)].
Estes achados revelam um perfil epidemioldgico bastante dindmico da dispersdo das
assinaturas do subtipo B, onde a variante B” teve uma prevaléncia acima de 60% da
frequéncia total do subtipo B no grupo de bissexuais no periodo de 1990-92, no entanto uma
mudanca expressiva foi verificada neste cenario com uma reducdo na ordem de 50% desta
variante e um aumento em 32% da assinatura GPG, apresentando significancia estatistica
(p=0,0048). J4 a assinatura (GXG) ndo teve sua frequéncia alterada ao longo do tempo como
podemos ilustrar na tabela 8 figura 22). Assim, ao analisarmos temporalmente a disperséo das
assinaturas moleculares do subtipo B dentro do grupo de heterossexuais e bissexuais

verificamos uma dindmica diferente dentro de cada grupo.

Tabela 7: Distribuicdo das assinaturas moleculares do subtipo B na categoria de exposicdo

heterossexual nas duas casuisticas do estudo

Subtipo (*) Het-1990-92 Het-2006-10
B (GPG) 25 (58%) 22(69%)
B” (GWG) 9(21%) 4(12%)
B (GXG) 9(21%) 6(19%)
43 32

* Estratificacdo das amostras do subtipo B quanto assinatura do tripeptideo do topo da al¢a do V3
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p>0,05

B2 B(GPG)
= B(GXG)
BB (GWG)

Frequéncia

Het-1990 Het-2006-10
Categoria de exposicdo ao risco

Figura 21: Grafico em barras representativo da freqliéncia das assinaturas moleculares do subtipo B no topo da

alca do V3 na categoria de exposicao heterossexual nos dois periodos de estudo.

Tabela 8: Distribuicdo das assinaturas moleculares do subtipo B na categoria de exposicao
bissexual nas duas casuisticas do estudo

Subtipo (*) Bis-1990-92 Bis-2006-10
B (GPG) 13(25%) 24(57%)
B” (GWG) 32(61%) 13(31%)
B(GXG) 7(14%) 5(12%)
52 42

* Estratificacdo das amostras do subtipo B quanto assinatura do tripeptideo do topo da alca do V3
p>0,0048

BB (GPG)
X B (GXG)
== B (GWG)

Fregquéncia

Bis-1380-82 Bis-2006-10
Categoria de exposigéo ao risco

Figura 22: Grafico em barras representativo da freqliéncia das assinaturas moleculares do subtipo B no topo da

alca do V3 na categoria de exposicao bissexual nos dois periodos de estudo.
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4.6) Dinamica temporal da recombinagéo

Objetivando estudar a dinamica da recombinagéo, selecionamos, randomicamente, um
subconjunto de amostras caracterizadas previamente na regido do envelope viral dos dois
periodos estudados, 1990-92 e 2006-10. Para tal analise, incluimos a analise filogenética da
regido da polimerase, que é uma regido altamente recombinogénica.

Das 34 amostras analisadas filogeneticamente na regido da polimerase,
correspondentes as amostras da primeira casuistica, 30 se agruparam de forma consistente
com amostras de referéncia do subtipo B (bootstrap = 99), trés amostras se agruparam com
amostras de referéncias do subtipo F1 (bootstrap = 90) e a amostra PTH367 apresentou-se
num ramo adjacente ao do subtipo F1 ,sugerindo a ocorréncia de recombinacdo intragénica
(Figura 23). A amostra PTH367 foi posteriormente avaliada através da metodologia de
bootscan, a qual confirmou o evento de recombinacéo entre os subtipos B e F1, esta amostra
estd assinalada com uma seta vermelha na figura 23. (Os dados do bootscan serdo
apresentados no topico 4.7).

A maioria das amostras caracterizada na regido do envelope como pertencentes a
variante B” apresentou um agrupamento diferenciado das amostras B, sugerindo que podemos
identificad-las como um grupo distinto na regido estudada, muito embora com valores de
bootstrap menores que 70%.

Da anélise comparativa dos subtipos nas duas regides alvo do estudo, env e pol foi
possivel verificar a ocorréncia de recombinacdo intergénica, ou seja, de genomas com
subtipos discordantes entre as duas regifes, em quatro amostras. Estas amostras estdo
assinaladas com setas amarelas na figura 23.

Das 45 amostras analisadas filogeneticamente na regido da polimerase,
correspondentes as amostras da segunda casuistica, 37 se agruparam de forma consistente
com amostras de referéncia do subtipo B (bootstrap = 80), 2 amostras se agruparam com
amostras de referéncia do subtipo F1 (bootstrap = 77), 1 amostra se agrupou ao subtipo C e
cinco amostras (PE16, PE25, PE43, PE54 e PE65) que estdo assinaladas com setas vermelhas
na figura 24 apresentaram um agrupamento divergente e por isso, foram submetidas a analise
do bootscan que confirmou a recombinacdo intragénica das mesmas (Figura 24).0Os dados
apontados no bootscan serdo melhor aprepresentados no item 4.7.

A andlise conjunta das duas regides génicas estudadas revelou uma freqiéncia
bastante similar dos eventos de recombinagdo intergénica/intragénica em torno de 14% nas

amostras do periodo de 1990-92 e de 11% nas amostras do periodo de 2006-10.
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Figura 23: Analise filogenética por NJ com k2p correspondente a regido da polimerase (1000pb) de 34 amostras
do periodo de 1990-92 previamente caracterizadas no envelope. As sequéncias foram alinhadas com sequéncias
de referencias obtidas do Banco de Dados de Los Alamos, representando os subtipos do grupo M. A barra da
escala indica 1% da divergéncia na sequéncia de nucleotideos. - As amostras classificadas como subtipo B,
ramos azuis, foram discriminadas quanto a assinatura do topo do V3 em GPG (circulos pretos), GWG ( circulos
verdes), GXG (circulos roxos) . O ramo das amostras do subtipo F1 esta ressaltado em vermelho. As amostras
previamente classificadas no env como subtipo F1 estdo marcadas com tridngulos vermelhos F1 . As setas
amarelas representam os recombinantes intergénicos e a seta vermelha o recombinante intragénico.
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Figura 24: Andlise filogenética por NJ com k2p correspondente a regido da polimerase (1000pb) de 45 amostras
do periodo de 2006-10 previamente caracterizadas no envelope. As sequéncias foram alinhadas com sequéncias
de referencias obtidas do Banco de Dados de Los Alamos, representando os subtipos do grupo M. A barra da
escala indica 1% da divergéncia na sequéncia de nucleotideos. As amostras classificadas como subtipo B, ramos
azuis, foram discriminadas quanto a assinatura do topo do V3 em GPG (circulos pretos), GWG (circulos verdes),
GXG (circulos roxos) . O ramo das amostras do subtipo F1 estd ressaltado em vermelho. As amostras
previamente classificadas no env como subtipo F1 estdo marcadas com triangulos vermelhos. A seta vermelha o
recombinante intragénico.
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4.7) Estudo da relacdo entre as formas recombinantes detectados e os CRF descritos

As amostras que apresentaram indicios de recombinacdo a partir da sua distribui¢do
topografica nas arvores filogenéticas da regido da polimerase dos dois periodos estudados e
que tiveram este evento confirmadopelo perfil do bootscan, arvores filogenéticas dos
fragmentos com subtipos distintos e analises dos sitios informativos foram estudas em
conjunto com os CRF_BFs com recombinacdo na regido pol. Tal anélise encontra-se
apresentada na figura 25.

Na figura 25 foi possivel verificar que a amostra PTH367 agrupou-se no mesmo ramo
que os CRF_40BF com alto valor de bootstrap (99). O bootscan das mesma representado na
figura 25(A) revelou que a nossa amostra apresenta 0s mesmo pontos de recombinagdo que o
CRF_40BF, onde as barras verticais em vermelho representam os pontos de recombinagéo
dos subtipos B e F1 do referido CRF na regido da polimerase.

As amostras PE43, PE116 e PE65, agruparam-se independentes entre si, no entanto
em ramos adjacentes ao CRF12_BF. Os graficos bootscan das referidas amostras estéo
ilustrados respectivamente nas figuras 25(B), 25(C) e 25(D), revelaram que todas elas
aprestaram um ponto (terceiro) de recombinagéo igual ao CRF12_BF. As barras verticais em
vermelho destes bootscans representam os pontos de recombinagdo do CRF12_BF na regiéo
da polimerase.

As amostras PE25 e PE54 apresentaram um agrupamento filogenético independente,
em ramos adjacentes ao CRF31_BC, como pode ser visualizado na figura 25. A andlise do
bootscan revelou que as respectivas amostras ndo apresentaram nenhum ponto de
recombinacdo comum ao CRF31_BC como pode ser visualizado nas figuras 25(E) e 25(F),
onde as barras verticais em vermelho representam os pontos de recombinag¢éo do CRF_31BC
na regido da polimerase.

Das seis amostras do nosso estudo caracterizadas como recombinantes, apenas uma
delas apresentou um perfil similar a um CRF j& descrito e, portanto, como ndo foi estudado
em todas as regibes génicas nos limitamos a classificd-la como um CRF40_BF- like. As
demais amostras sdo exemplos de formas recombinantes Unicas, e nenhuma delas parece ter

uma relacéo filogenética estreita na regido da polimerase viral.
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Figura 25: Andlise filogenética realizadas pelo método de NJ com modelo de corregdo de k2p do fragmento
parcial da polimerase (1200bp) das seis amostras identificadas como recombinantes na polimerase nas duas
casuisticas. As sequéncias foram alinhadas com sequéncias correspondentes aos 7 CRFs descritos na América
Latina com recombinacdo neste fragmento. Para esta analise também foram inclusas amostras de referéncia dos
subtipos B, C e F1..0s graficos de bootscan destas seis amostras recombinantes no pol detectadas no presente
estudo estdo representados nas figuras 25 (A-F). Os parametros utilizados no bootscan foram: janela = 300pb,
passos de 20pb, as linhas vermelhas do bootscan refletem a identidade com o subtipo F1, a linha azul com o
subtipo B e a linha cinza subtipo C. Ja as linhas verticais vermelhas representam os pontos de recombinacgéo dos
CRFs possivelmente relacionados com a amostra analisada
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4.8) Estudo das redes de transmissdo entre as amostras do periodo de 1990-92

Objetivando identificar a ocorréncia de redes de transmissdo entre as amostras da
primeira casuistica previamente classificadas como subtipo B nos distintos grupos de risco
(HET, BIS e UDI), realizamos a anélise Bayesiana da regido do envelope que nos gerou uma
arvore filogenética mais - robusta para este tipo de anélise.

A érvore Bayesiana ilustrada na figura 26 A, que representa as amostras de acordo com
a categoria de exposicdo ao risco, HET (verde), BIS (roxo) e UDIs (vermelho), nos permitiu
verificar o agrupamento entre muitas amostras pertencentes a distintas categorias de risco,
mostrando que desde o inicio dos anos 90 as redes de transmissdo ndo se limitavam a um
grupo especifico, mas que ja haviam redes de transmissdo que transitavam entre as distintas
categorias de risco. No entanto na figura 26B, salientamos numa &rvore idéntica a
demonstrada na figura 26A, o agrupamento de algumas amostras de acordo com a categoria
de risco com alto suporte (acima de 0,85), mostrando que ha indicios de rede de transmisséo
entre individuos da mesma categoria de exposigao.

As relacOes filogenéticas estabelecidas pela andlise bayesiana entre as amostras da
primeira casuistica foram usadas para avaliar o grau de agrupamento de acordo com a
categoria de exposicdo ao risco. O grau de relagdo filogenética das sequéncias de HIV do
subtipo B nas distintas categorias de exposi¢do ao risco foi estimado pelos testes estatisticos
Al e PS -implementados no programa BaTS. Quando a estrutura filogenética das amostras do
subtipo B do HIV estudadas foi analisada pelo teste PS, o mesmo rejeitou a hipdtese nula de
distribuicdo aleatéria (p=0.001), enquanto que o teste Al foi quase significativo (p=0,079)
(Tabela 9).

Tabela 9: Teste de agrupamento filogenético das sequéncias de HIV do Rio de Janeiro do
periodo de 1990-92 segundo a categoria de exposi¢do ao risco

Subtipo  Estatistica  categoria de Valor observado Valor esperado® p
exposicédo (95%)* (95%)*
B Al HET, BIS e 6.80 (5.88-7.76) 7.73 (6.68-8.71) 0.079
uUDl
B PS HET, BIS e 43.34 (41.0-46.0) 49.20 (45.94-52.30) <0,001
uUDl

O valor destacado em negrito refere-se ao valor menor que 0,05

* Intervalo de confianga

a — Valores de Al ou PS esperados sob a hipétese nula (a hip6tese de ndo agrupamento das amostras segundo a
categoria de risco).
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Figura 26: Arvore Bayesiana das 117 amostras classificadas como subtipo B no periodo de 1990-92 na regiéo
do env (404pb). Os ramos verdes indicam amostras de HET, os ramos em vermelho sdo de UDI e os ramos em
roxo representam amostras de individuos BIS, b) Destaque apenas para ramos com amostras da mesma categoria
de exposicdo ao risco que se agruparam com valores de probabilidade acima de 0,8.
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4.9) Estudo da dispersdo das assinaturas moleculares do subtipo B nos dois periodos
estudados (1990-92 e 2006-10)

A fim de confirmar as relagdes filogenéticas apontados pela arvore de Neighbor
Joining de amostras classificadas como B de acordo com as diferentes assinaturas
moleculares do topo V3 do env (GPG, GXG e GWG) realizamos a andlise Bayesiana das
amostras do Rio de Janeiro do periodo de 1990-92. Esta analise nos possibilitou visualizar
uma segregacédo entre as amostras B com as distintas assinaturas moleculares conforme pode
ser visualizado na figura 27.

O grau de relacéo filogenética das sequéncias de HIV do subtipo B foi estimado pela
utilizagdo pelos testes estatisticos Al e PS. Quando a estrutura filogenética das amostras do
subtipo B foi analisada ambos os teste rejeitaram a hipotese nula de agrupamento aleatorio,
salientando portanto a agregacdo das amostras segundo a assinatura no topo do V3 (p<0,05)

como pode ser visualizada na tabela 9.

Tabela 10: Teste de agrupamento filogenético das sequéncias do subtipo B do HIV de acordo
com as assinaturas moleculares do topo do v3 de amostras do Rio de Janeiro do periodo de

1990-92
Subtipo  Estatistica Grupo Valor observado Valor esperado® p
(95%)* (95%)*
Al GPG, GXG e GWG  4.31(3.49-5.20) 7.82 (6.94-8.74) <0,001
B PS GPG, GXG e GWG  27.02 (25.0-29.0) 50.37 (46.26-54.85) <0,001

O valor destacado em negrito refere-se ao valor menor que 0,05

* Intervalo de confianga

a — Valores de Al ou PS esperados sob a hipotese nula (a hipdtese de ndo agrupamento das amostras segundo as
assinaturas moleculares do topo do V3).
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Figura 27: Arvore Bayesiana das 117 amostras caracterizadas como subtipo B do periodo de 1990-92 na regido
do env (404pb). Amostras assinaladas com circulos em verde correspondem a assinatura GWG, circulos roxos
GXG e os circulos em preto GPG.
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A partir do momento que foi confirmada a segregacdo das amostras do subtipo B
segundo as suas assinaturas moleculares do topo do v3 nas amostras da primeira casuistica
deste projeto, a mesma anéalise foi estendida para as amostras estudadas do segundo periodo
que, reflete 0 momento mais atual da epidemia de Aids no Rio de Janeiro. A arvore gerada
pelo Mrbayes (Figura 28) nos permitiu distinguir diferentes agrupamentos entre as amostras
do subtipo B com ramos predominantemente ou exclusivamente com assinatura GPG, ao
passo que outros ramos apresentavam um predominio das assinaturas GWG. Neste contexto
submetemos os dados gerados pela anélise de Mrbayse aos testes estatisticos Al e PS que
refutam a hip6tese nula de que as amostras se agruparam de forma randémica (Tabela 10). Os
perfis apontados nos dois momentos do nosso estudo 1990-92 e 2006-10 revelaram uma
congruéncia na disperséo das variantes do subtipo B, indicando que estas se mantém ao longo

do tempo.

Tabela 11: Teste de agrupamento filogenético das sequéncias do subtipo B do HIV de acordo
com as assinaturas moleculares do topo do v3 de amostras do Rio de Janeiro do periodo de

2006-10
Subtipo  Estatistica Grupo Valor observado Valor esperado® p
(95%)* (95%)*
B Al GPG, GXGeGWG  2.36 (1.75-2.98) 4.8 (4.1-5.4) <0,001
PS GPG, GXG e GWG 14.3 (12-16) 26.4 (24.3-28.1) <0,001

O valor destacado em negrito refere-se ao valor menor que 0,05

* Intervalo de confianga

a — Valores de Al ou PS esperados sob a hipdtese nula (a hipétese de ndo agrupamento das amostras segundo o
grupo de risco).
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Figura 28: Arvore Bayesiana das 74 amostras caracterizadas como subtipo B do periodo de 2006-10 na regido
do env (404pb). Amostras assinaladas com circulos em verde correspondem a assinatura GWG, circulos roxos
GXG e os circulos em preto GPG.
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V. Discussao

5.1) Diversidade e dinamica dos subtipos B e F1 no Rio de Janeiro

O presente trabalho tem por finalidade entender a diversidade e dinamica dos subtipos
e formas recombinantes de HIV-1 no Rio de Janeiro em distintas categorias de exposi¢do ao
risco. Para tal, este estudo contou com amostras de pacientes masculinos HIV-1 soropositivos
em dois cortes da epidemia de Aids na cidade do Rio de Janeiro. A primeira casuistica do
estudo conta com amostras de pacientes que em sua grande maioria j& havia evoluido a Aids
no periodo entre 1990-1992 e portanto, representando o contexto inicial desta epidemia na
nossa cidade. A segunda casuistica era formada por amostras de individuos diagnosticados no
periodo de 2006-2010. Assim, a caracterizacdo molecular destas duas casuisticas nos permitiu
compreender a dinamica da diversidade e dispersdo das variantes virais entre as categorias de
exposicdo ao risco (HET e BIS) num intervalo de aproximadamente 20 anos e comparar 0s
resultados obtidos para UDIs da primeira casuistica com dois estudos posteriores focados
nesta populacdo. Embora existam alguns estudos de epidemiologia molecular do HIV-1 no
Rio de Janeiro, nenhum deles tracou a dindmica temporal dos subtipos dentro de cada
categoria de exposi¢éo ao risco.

O primeiro objetivo deste trabalho foi estudar destas duas casuisticas em duas regides
génicas possuidoras de taxas de evolucdo nucleotidica marcadamente distintas, sendo o
primeiro alvo a regido c2-v3 da gp120, uma regido bastante polimérfica, e, portanto rica em
informacdes filogenéticas e sobre o qual versaram os primeiros trabalhos de epidemiologia
molecular do HIV-1 Além disso, esta regido é determinante no tropismo de celulas T e
macrofagos (SHIODA et al., 1993; HWANG et al., 19991), onde com base nas posicoes 11 e
25 da alca v3 podemos predizer o co-receptor utilizado pelo virus (CHOE et al.1996,
COAKLEY et al 2005), esta contém o epitopo reconhecido pelos anticorpos que neutralizam
a infecgdo pelo HIV in vitro (PALKER et al., 1988; LAROSA et al., 1990) e estimula uma
potente resposta imunoldgica citotoxica e auxiliar por linfocitos T (TAKAHASHI et al.,
1992; PALKER et al., 1989). E a segunda, a regido da polimerase, mais especificamente a
regido gendmica correspondente as enzimas protease e transcriptase reversa, a qual serd
abordada no tdpico 5.3 desta discussdo.

Diante deste panorama, o primeiro passo do nosso trabalho foi estabelecer a

caracterizagcdo molecular das amostras de HIV-1 datadas de 1990-92, na regido do envelope
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viral (gp120), onde foi possivel constatar uma alta prevaléncia do subtipo B (90%) e menor
frequéncia dos subtipos ndo- B (8% F1 e 2%BF1). Os presentes dados corroboram 0s
percentuais anteriormente descritos, em dois estudos pioneiros, para os subtipos B e F1 na
regido do envelope viral com amostras do mesmo periodo. No estudo desenvolvido por
Lowagie e cols. estudando de 21 amostras, 81% destas foram caracterizadas como subtipo B e
199% amostras caracterizadas como F1. J& no estudo realizado por Morgado e cols. de um total
de 28 amostras, 92% foram caracterizadas como subtipo B, 4% caracterizadas como subtipo F
e 4% recombinante BF. Em virtude desta co-circulag&o dos subtipos B e F1 no Rio de Janeiro
nos anos 90, também foi documentada a presenga do primeiro recombinante BF no Brasil
(MORGADO et al.,, 1994; SABINO et al.,, 1994), dentre as amostras da primeira
casuisticatambém encontramos duas amostras com perfil recombinante BF1 no envelope
viral. Embora apenas 2% das amostras tenham sido identificadas como recombinantes nesta
regido, essa baixa representatividade de recombinantes ja era esperada, pois a regido do
envelope viral possui um alto grau polimdrfico e em consequéncia disso apresenta uma
frequéncia baixa de recombinacéo (majorkins et al., 2003).

Das amostras estudadas no periodo de 2006-10 na regido do envelope, 84% foram
caracterizadas como B ao passo que 16% foram classificadas como ndo-B (9%F1, 3,5%C,
2,3%BF1, 1,2%A), quando comparamos 0s nossos achados ao estudo de Cabral e cols.
publicado em 2006 com amostras mais recentes do Espirito Santos nas regides do env e gag
verificamos uma frequéncia dos subtipos proximos ao nosso, onde 76% das amostras foram
classificadas como B, 9.3% F1, 12% BF1, e 3.1% subtipo C. Como recentemente quase todos
os estudos estdo baseados na regido da polimerase viral, torna-se precaria a comparacdo dos
dados atuais com outros estudos. . No entanto, a partir da analise desta casuistica, que reflete
0 momento mais atual da epidemia de Aids no nosso estado, podemos reafirmar a alta
prevaléncia do subtipo B em detrimento dos demais subtipos. Embora atualmente o percentual
do subtipo B seja em torno dos 80-85%, onde se pode constatar um decréscimo em torno de
10% quando comparado com as amostras HIV-1 no inicio dos anos 90, o que pode ser
justificado pela emergéncia dos recombinantes ou de outros subtipos ndo-B.

Estudos de evolugdo viral estimam que a introducdo do subtipo F1 no Brasil tenha
ocorrido entre 10 a 15 anos depois da introdugdo do subtipo B, ou seja, no final dos anos 70
ou inicio dos anos 80 (BELLO et al., 2006). Bello e cols. acreditam que as infeccdes pelo
subtipo F1 tiveram um crescimento exponencial nos primeiros 10 anos apds a sua introdugéo
tendendo a estabilizacdo na sua expansdo no final dos anos 80. Isto pode explicar o

aparecimento precoce de recombinantes BF1 desde o inicio dos anos 90 e a freqiiéncia do
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subtipo F1 constante em torno de 10% nos dois momentos do nosso estudo. Nossos achados
concordam com estudo prévios baseados em apenas uma regido génica que apontam a
freqiiéncia do subtipo F1 em torno de 10-15,4% (MORGADO et al., 1998; TANURI et al.,
1999; BRINDEIRO et al., 2003). Aqui, ressaltamos que em alguns trabalhos de
epidemiologia molecular no Rio de Janeiro a frequéncia do subtipo F1 oscila entre 8-25%,
visto que a maioria dos trabalhos utiliza amostras de conveniéncia desconsiderando as
categorias de exposicdo ao risco e isso pode refletir na incongruéncia dos dados
epidemioldgicos, a exemplo de dois trabalhos conduzidos em nosso laboratdrio que tiveram
suas casuisticas enriquecidas de amostras de usuéario de drogas injetaveis que permitiu um
aumento da frequéncia do subtipo F1, e em consequéncia dos recombinantes BF
(GUIMARAES et al., 2000; TEIXEIRA et al., 2002).

O subtipo F1 foi encontrado em vérios paises do cone Sul tais como: Argentina,
Paraguai, Uruguai e Bolivia (CAMPODONICO et al.,1996; MARQUINA et al.,1996). No
entanto, estudos envolvendo genomas completos ou quase completos verificaram que a
grande maioria desses casos de subtipo F1 detectados no envelope é de recombinantes BF1
(BARRETO et al., 2006). Os principais CRFs que circulam nesses paises do cone Sul
CRF12BF, CRF17_BF e CRF38_BF, e que a por¢do F1 desses mosaicos estdo relacionados
com o F1 encontrado no Brasil o que reforga a ideia de o subtipo F1 tenha sido introduzido no
Brasil e se expandido para alguns paises da América do Sul (AULICINO et al., 2007).

A existéncia em alta prevaléncia de uma variante do subtipo B brasileira tipicamente
brasileira, denominada variante B”, antigénicamente distinta das formas convencionais do
subtipo B, por apresentarem o triptofano em substituicdo da prolina na posicdo 328 do
envelope, no topo da alca v3 do HIV-1, foi documentada em 1993 por POTTS e
colaboradores. No que tange a importancia desta variante com relagdo a progressédo da
doenca em individuos por esta infectados, recentemente foi descrito que o virus com esta
assinatura (GWG) preferencialmente utiliza o correceptor CCR5, de acordo com a anélise
preditiva do fendtipo baseada nas posices 11 e 25 de sequéncias do topo da alca v3,
estabelecendo uma associagdo entre fase inicial da doenga e a variante B”. Outros estudos
apontam para uma progressdo mais lenta para a Aids, maior nimero de linfocitos TCD4+ e
menores niveis de carga viral plasméatica neste grupo (SANTORO-LOPES et al., 2000;
CASSEB et al., 2004; BRITO et al., 2006).

Devidos a estas importantes caracteristicas apontadas e da alta prevaléncia desta
assinaturas em amostras do subtipo B, resolvemos caracterizar as amostras do subtipo B de

acordo com as assinaturas moleculares presentes no topo do v3. O percentual das amostras
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subtipadas como B” (GWGR), no primeiro momento do nosso estudo, foi de
aproximadamente 40% ao passo que apenas 41% das amostras B analisadas tiveram o motivo
(GPGR) no topo da alga do v3 e apenas 19% apresentaram outras assinaturas no topo do v3.
Estes resultados corroboram os dados da literatura onde o percentual do B” se aproxima de
40% para amostras brasileiras estudadas no inicio dos anos 90 (MORGADO et al., 1994).
Assim, conseguimos confirmar uma alta circulacdo desta variante no inicio da epidemia no
Brasil, o que ndo se aplica a outros paises, visto que esta variante B” ndo é frequente.
Corroborando a hipotese da origem monofilética reflexo do efeito do fundador (BELLO et al.,
2007).

Ao explorarmos as amostras da segunda casuistica, identificamos um importante
decréscimo no percentual desta variante B” de 43 % para 23% na populacdo estudada
(heterossexuais e bissexuais). No entanto, o decréscimo na frequiéncia desta assinatura ndo
pode ser justificada pelo estagio da doenga desses pacientes, visto que, no primeiro momento
do nosso estudo grande parte dos pacientes haviam evoluido a Aids e tinha uma alta
frequéncia dessa assinatura na populacéo estudada, j& no contexto da segunda casuistica 0s
pacientes ndo apresentavam nenhuma doenca indicadora de Aids e apresentaram uma menor
frequéncia desta assinatura. Uma hipdtese para reducéo dessa variante na populagdo pode ser
que esta esteja atrelada a um menor fitness viral.

Estudos prévios utilizando-se a regido do envelope indicavam um agrupamento entre
as amostras da variante B”. Afim de confirmar esses dados submetemos todas as amostras
caracterizadas como subtipo B nos dois momentos do estudo a uma anélise filogenética mais
refinada, pelo método Bayesiano que apontou um perfil bastante similar na dispersdo das
assinaturas do subtipo B, onde quase todas as amostras da variante B”se dispersaram em
ramos superiores na arvore filogenética, no entanto detectamos a presenca de outras amostras
entre estas com distintas assinaturas (GXG). A fim de verificar se outras assinaturas
moleculares além das do topo do v3 estariam contribuindo para o agrupamento da variante
B”, foi excluida da analise o topo do v3, 0 que nos revelou um resultado bastante similar ao
anteriormente encontrado (dados ndo mostrados), sugerindo que outras assinaturas além do v3
estariam influenciando neste agrupamento, assim como verificado por Diaz e cols. em 2008..
Alguns outros estudos ja haviam demonstrado que o grupamento das mesmas fora da regido
do envelope era inexistente (Guimardes et al., 2002). No entanto, quando subtipamos um
subconjunto das amostras na regido da polimerase viral verificamos que algumas amostras

classificadas como B” do periodo de 1990-92 ainda se mantinham . Entretanto, temos
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consciéncia de que a utilizacdo de uma arvore de neighbor-joining para investigarmos a

diversidade entre amostras do mesmo subtipo ndo é o método mais robusto para esta andlise.

5.2) Analise temporal dos subtipos nas distintas categorias de exposi¢éo ao risco

Nos primeiros anos da epidemia de Aids, a razdo entre os géneros masculinos e
femininos alcangou a ordem de 28:1 (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2010), seguiu-se um
progressivo declinio desta razdo com uma crescente representatividade de casos femininos
(FONSECA et al., 2002) que reverbera numa mudanca importante no cenario epidemiolégico,
evidenciando a heterossexualizagdo da epidemia no Brasil. Para tal, exploramos amostras de
individuos heterossexuais masculinos para entender como se deu a dindmica dos subtipos, j&
que n&o existem trabalhos explorando esse grupo em dois momentos distintos da epidemia no
Rio de Janeiro. Como a epidemia inicial era, principalmente, guiada pelos homossexuais
masculinos e usuério de drogas, estudamos 0 grupo dos bissexuais, visto que esses tiveram
um papel importante na mudanga do perfil epidemioldgico da Aids na cidade do Rio de
Janeiro por se comportarem como veiculos entre os dois grupos homossexuais e
heterossexuais e entender a sua dindmica temporal é fundamental. E por fim, um terceiro
grupo foi abordado neste trabalho, os usuarios de drogas que tiveram um participacdo
expressiva, sobretudo, no inicio na epidemia de Aids, onde em 1991 cerca de 15% dos casos
de HIV notificados eram em UDIs, o que contrasta com os 7,4% dos casos em 2008
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO 2010). Essa reducio do nimero de casos pode ser associada
ao programa de redugdo de danos adotado pelo Ministério da Saude em 1995 que empregava
medidas preventivas, como por exemplo, a distribuicdo de agulhas e seringas, aconselhamento
do uso de preservativo (TELLES, ALMEIDA & BASTOS, 1998; BASTOS et al., 2005).
Sendo assim, no presente estudo analisamos amostras de UDIs apenas na primeira coorte,
visto que, dentre as amostras estudadas na segunda coorte, ndo haviam individuos declarados
usudrios de drogas. Tal fato se justifica por se tratarem de um grupo que possui um dificil
acompanhamento, devido a barreiras politico-sociais: marginalizacdo social, risco de priséo,
reclusdo e barreiras financeiras (WOOD et al., 2008). Porém a dindmica temporal dos
subtipos e recombinantes deste grupo pode ser explorada, visto que dois trabalhos realizados
no nosso laboratério contemplam amostras de usuérios de drogas injetaveis que datam de dois
momentos distintos 1994-97 e 2000-2002.

Algumas questdes sobre a relacdo entre os subtipos de HIV e as categorias de

exposicao ao risco foram langadas no cenario da pesquisa em HIV/Aids, onde alguns estudos
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tentaram relacionar subtipo e categoria de exposigéo ao risco (MASTRO et al., 1997) e ainda
transmisséo privilegiada de um dado subtipo em algum tipo de transmissdo. Os primeiros
trabalhos acerca dessa tematica deram uma atengdo exclusiva ao subtipo B que é prevalente
em paises desenvolvidos como EUA e alguns paises da Europa onde a maioria das infeccdes
foi atrelada aos homossexuais masculinos e usuério de drogas injetaveis no contexto inicial da
epidemia nesses paises. Ao passo que nos paises da Africa e Asia a grande maioria das
infeccBes é heterossexual, com prevaléncia dos subtipos ndo-B. Dado o exposto, estudos
sugeriram a existéncia de diferencas funcionais entre os distintos subtipos de HIV. Soto-
Ramirez e cols em 1996A e 1996B reportaram que os subtipos E e C prevalente em
heterossexuais na Tailandia e india, respectivamente tinham uma maior eficiéncia em infectar
células de Langerhans que isolados caracterizados B no envelope viral. Neste mesmo
contexto, Luppi e cols. em 1997 identificam mulheres infectadas com o subtipo B através do
contato heterossexual, no ano seguinte Casseb e cols. corroboraram os achados de Luppi.

Poucos foram os estudos no Brasil que apontaram a distribuigdo dos subtipos entre as
distintas categorias de exposi¢éo ao risco. Com base no estudo conduzido por Morgado e cols
em 1998, com amostras de individuos HIV positivos do periodo de 1993-1996, foi observada
uma distribuicdo muito semelhante dos subtipos entre as principais categorias de exposicao
(Heterossexuais, homossexuais/bissexuais, e usuério de drogas) com prevaléncia do subtipo B
e menor extensdo do subtipo F1. Quando comparamos 0s nossos achados com os dados
apontados nesse estudo, observamos uma similar dispersdo dos subtipos nas distintas
categorias, 0 que nos levou a inferir que se trata de uma epidemia madura, com elevados
niveis de soroprevaléncia entre os diferentes subgrupos populacionais, dificultando o
estabelecimento de uma correlacdo linear entre os subtipos de HIV aqui circulantes e os
parametros epidemioldgicos e sociodemogréficos.

Poucos séo os trabalhos que tentaram estabelecer uma relagdo entre o0s grupos de risco
e as ssinaturas moleculares do subtipo B. Morgado e cols. estudando uma coorte de homens
soropositivos datadas de 1990-1996 identificaram uma similar proporcéo das assinaturas B e
B” independentemente das categorias de exposicdo desses individuos infectados
(MORGADO et al., 1998). Estudos na cidade de S&o Paulo também ndo mostraram nenhuma
associacdo estatistica entre a dispersdo da variante B” e os grupos de risco (CASSEB et al.,
1998; BRITO et al.,, 2006). Diferentemente destes achados, os nossos resultados que
exploraram amostras de 1990-92 apontam uma importante associacdo estatisticamente
significativa entre a variante B” com o grupo dos bissexuais e menor expansdo desta

assinatura nas demais categorias de exposicdo, sugerindo que esta variante B” emergiu na
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populacdo de homens que fazem sexo com homens e que foi introduzida desde o inicio da
epidemia de Aids no nosso estado, estando dispersa em todas as categorias de exposi¢do ao
risco estudadas, ainda que numa frequéncia menor. Nos atribuimos a diferenga dos nossos
achados com os estudos prévios, ao fato das nossas amostras terem sido coletadas em 1990-
92, refletindo uma casuistica bastante precoce da epidemia, visto que grande parte desses
individuos haviam evoluido para Aids. No trabalho de Morgado e cols. foi analisado um
pequeno numero de amostras de 1990, tendo na sua grande maioria amostras da segunda
metade dos anos 90, sendo assim esses dados podem ter subestimado a verdadeira frequéncia
da variante B” no grupo de homens que fazem sexo com homens no inicio dos anos 90.
Quando nos reportamos aos estudos realizados em S&o Paulo, que € uma cidade importante no
que tange ao numero de casos notificados e apresenta um perfil epidemioldgico distinto do
Rio de Janeiro, onde os usuarios de drogas apresentam um papel importante neste contexto,
também ndo encontramos concordancia com 0s nossos achados. Ressaltamos que as técnicas
utilizadas nos trabalhos de Casseb e cols. e Brito e cols. empregaram ensaios soroldgicos
diferindo do no presente estudo em que ensaios moleculares foram utilizados.

Os estudos focando nesta regido gendmica tornaram-se mais escassos e estéo voltados
principalmente para a predicdo dos correceptores celulares que o virus utiliza para penetrar na
célula hospedeira que identificam as assinaturas no topo do v3. Quando comparamos 0S
nossos dados da segunda casuistica com a primeira ou estudos anteriores, verificamos uma na
redugédo das assinaturas da variante B” se compararmos com a frequéncia descrita, em torno
de 40%, na populacéo infectada pelo subtipo B no inicio dos anos 90 no Brasil. N&do
encontramos nenhum trabalho na literatura, envolvendo a evolucdo das assinaturas
moleculares do subtipo B entre as categorias de exposi¢do ao risco, fato este que torna o nosso
trabalho inédito neste contexto. Nossos dados ndo mostraram uma mudanca no perfil das
assinaturas do subtipo B ao longo do tempo entre os grupos de HET e UDI, ndo obstante uma
mudanga significativa na frequéncia das assinaturas da variante B” foi observada no grupo
dos BIS, o que nos levou a investigar se o triptofano na segunda posicéo do tripeptideo estaria
sendo substituida ao longo do tempo por outros aminoécidos menos freqiiente como (F, L, G),
gerando a assinatura GXG, onde alguns estudos acreditam ter uma relagcdo mais estreita com a
variante B” (BELLO et al., 2007) ou se a frequéncia da assinatura B” estaria sendo substituida
pelo B pandémico. O aumento expressivo da assinatura GPG entre os bissexuais no segundo
momento do estudo nos leva a hipGtese de que a assinatura do B pandémico (GPG),

provavelmente, confere ao virus um grau adaptativo melhor que as outras assinaturas.
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Os resultados relativos a categoria de UDIs no presente estudo corroboram os dados
de estudos realizados por GUIMARAES e colaboradores em 2001 e TEIXEIRA e
colaboradores em 2004 que observaram uma maior freqiiéncia do subtipo B (75%-80%) em
UDIs, porém ambos os trabalhos observam uma frequéncia aumentada do subtipo F1 (25%-
23%) em relagdo a populagdo geral. O estudo conduzido em S&o Paulo realizado por
ROSSINI e colaboradores em 2001 observou um aumento do subtipo F1 em UDIs com
suporte estatistico corroborando os estudos envolvendo a populagdo de usuérios de drogas na
cidade do Rio de Janeiro. Por conseguinte, os UDIs possuem papel importante na manutenc¢ao
do subtipo F1 e das formas recombinantes B/F1 na populacdo brasileira como anteriormente
sugerido (GUIMARAES et al., 2001; ROSSINI et al., 2001; TEIXEIRA et al., 2004).

5.3) Estudo filogenético das formas recombinantes

O segundo alvo do estudo foi a protease/transcriptase reversa da regido pol que com a
introducdo da técnica de genotipagem para fins de acompanhamento, decises terapéuticas
tem gerado um crescente nimero de sequéncias nos bancos de dados, outro importante motivo
para a inclusdo da andlise desta regido, é que a mesma é tida como altamente
recombinogénica, onde estudos mais recentes correlacionam homologia das sequéncias de
uma dada regido gendmica aos eventos de recombinagdo, ou seja, quanto mais conservada a
regido génica, maior ser& o numero de eventos dessa recombinacdo nela detectada.
(IGLESIAS-SANCHEZ, LOPEZ-GALINDEZ, 2002; MARGIOKINIS et al., 2003).

A notdria diversidade dos recombinantes BF1 j& identificadas em outros estudos
empregando amostras brasileiras (SABINO et al., 1994; THOMSON et al., 2004; BRIGIDO
et al., 2005, SANABANI et al., 2006; SA FILHO et al., 2006; GUIMARAES et al., 2008;
SANABANI et al., 2010; GUIMARAES et al., 2010) foi evidenciada em nossas analises.
Estes eventos de recombinacdo BF1 foram observados também em paises do cone sul tais
como: Argentina, Uruguai, Paraguai, Bolivia (CARR et al., 2001; GOMES CAMILO et al.,
2002; QUARLERI et al., 2004; GOMES CAMILO et al., 2006; RUCHANSKY et al., 2009),
onde os CRF_12, 17BF1 tem um impacto epidemioldgico conhecido e sua frequéncia em
paises como Argentina e Uruguai é superior a 40%. A extrema diversidade de formas
recombinantes encontradas é reflexo da alta freqiéncia de infecgBes simultaneas ou
subseqientes por distintos subtipos co-circulando em uma mesma éarea geogréfica, quando se
trata dos recombinantes BF1, salientamos a co-circulagdo dos subtipos B, F1 e das formas

mosaicos BF. Os efeitos da recombinagdo além ampliar a diversidade genética pode equilibrar
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os efeitos prejudiciais das altas taxas de replicagdo podendo recriar genomas que apresentam
mutacBes deletérias (CHAO et al., 1990), além de contribuir para a sele¢do de variantes com
melhor fitness viral (BURK et al., 1997).

Muitos estudos apontam uma freqiiéncia desigual dos recombinantes BF em muitas
partes do territorio nacional: 4% no Rio de Janeiro (SA FERREIRA et al., 2007;), 7.3-8.4%
em S&o Paulo (SA FILHO et al., 2005; BARRETO et al ., 2006); 3.1% no Distrito Federal
(VERAS et al., 2007), 28.9% em Santos (SA FILHO et al., 2008). No cenério do Rio de
Janeiro a baixa prevaléncia de URFs e CRFs pode estar diretamente ligada a baixa frequéncia
do subtipo F1 circulante, conduzindo para uma menor probabilidade de eventos de
recombinagdo inter-subtipos. Em contraste com a epidemiologia molecular de outros paises
do cone Sul, como por exemplo, a Argentina onde 56.9% dos diagndsticos recentes (2003-
2005) foram recombinantes BF1 (22.7% URF_BF1, 15.55% CRF_12BF1 e 15.55%
CRF_12BF1 relacionados) (DILERNIA et al., 2007). Na Argentina o subtipo F1 puro é€ raro,
estando mais presente na sua forma recombinante BF1. Assim, sugere-se que a alta
prevaléncia dos recombinantes BF1 nesta regido geogréfica pode ser resultado de eventos
fundadores (GUIMARAES et al., 2010).

No Brasil, a emergéncia de formas recombinantes CRF28, 29, 39, 40, 46BF1 (SA
FILHO et al., 2006; GUIMARAES et al., 2008; SANABANI et al., 2010) indicam a
necessidade de se monitorar a epidemiologia molecular do HIV-1 no Brasil. Neste contexto,
avaliamos as nossas amostras frente aos CRFs descritos na América Latina somente uma
amostra apresentou um agrupamento consistente com o - CRF40_BF descrito pelo nosso
grupo, sugerindo que este mosaico ja circulava desde o inicio da epidemia de Aids no Rio de
Janeiro. A néo relacdo entre os recombinantes identificados no nosso estudo corroboram o
mais recente trabalho envolvendo diversas amostras recombinantes BF1 do Rio de Janeiro

revelando uma néo associagdo entre os mosaicos BF1 (GUIMARAES et al., 2010).

5.4) Estudo das redes de transmissé@o do subtipo B entre os grupos de risco

Poucos sdo os trabalhos que versam sobre as redes de transmissédo do HIV entre as
categorias de exposicdo ao risco no Brasil. O trabalho de Eyer e cols. reportando amostras de
heterossexuais caracterizadas como subtipo B em trés municipios do interior do estado do Rio
de Janeiro demonstrou uma independéncia entre as redes de transmisséo destes, sugerindo que
cada uma das cidades do interior teve uma introducéo independente e posterior disseminagéo

das variantes do subtipo B, sugerindo que estas se tratam de multiplas micro-epidemias. Da
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analise realizada com as amostras do periodo de 1990, verificamos um intercambio destas
entres os diferentes grupos de risco na filogenia, salientando a existéncia de microredes de
transmissdo compostos por apenas duas ou trés sequéncias, no entanto a presenga de um
grupo de treze amostras contemplando 17% do ndmero total de individuos declarados
bissexuais na casuistica de 1990-92 foi observada, sugerindo que uma proporgao significativa
dos bissexuais fez parte de uma Unica rede de transmissdo. Contudo, a partir do emprego de
testes estatisticos sobre a filogenia confirmamos a tendéncia a uma distribuicdo ndo aleatoria
destas segundo a categoria de exposi¢ao ao risco.

Em conclus&o, nosso estudo permite tracar a tendéncia temporal da epidemia de Aids
no Rio de Janeiro [1990-92 e 2006-2010], mostrando a co-circulagdo dos subtipos B, F1 e dos

recombinantes BF1 e dispersdo destes de acordo com a categoria de exposi¢ao ao risco
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V1. Conclusao

> Este estudo nos permitiu confirmar a cocirculagdo dos subtipos B e suas distintas
assinaturas moleculares no topo da alga v3, F1 e recombinantes BF1 de HIV-1 como

descrito em estudos anteriores no Rio de Janeiro;

» Uma associagdo importante entre a variante B” e o grupo de bissexuais, sugerindo que
esta variante tenha sido introduzida na populagdo dos bissexuais desde o principio da

epidemia de Aids no nosso estado e um decréscimo desta variante ao longo do tempo;
» Verificamos um agrupamento importante de sequéncias de Bissexuais no periodo de

1990-92 sugerindo a presenca de rede de transmisséo no contexto inicial da epidemia

de Aids no Rio de Janeiro;

» Um agrupamento ndo aleat6rio das amostras identificadas como B”, sugerindo que esta

variantes apresentam outras assinaturas em comum além do topo do V3;

» Nos dois momentos do estudo ndo identificamos diferencas significativas na

freqliéncia de recombinacéo;

» A maioria das amostras recombinantes na regido da polimerase foram identificadas

como URFs, apenas uma amostra caracterizada CRF40_BFL1.
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