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RESUMO

No Brasil, estima-se que aproximadamente 830.000 pessoas estejam infectadas
com o virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), agente causador da sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (aids). O HIV-1 exibe um extraordinario grau de
variabilidade genética que se organiza em grupos (M, N, O e P) e subtipos (A-D,F-H, J
e K). O subtipo B foi o primeiro a ser identificado pela comunidade cientifica
internacional, representa aproximadamente 11% de todas as infec¢gées causadas pelo
HIV no mundo, com elevada prevaléncia nas Ameéricas, na Europa, na Australia assim
como também em alguns paises Asiaticos. O subtipo B possui uma variante
globalmente distribuida (Bpanpemico) € outras variantes principalmente restritas a regiao
do Caribe (Bcar). Um estudo anterior conduzido pelo nosso grupo demonstrou uma alta
prevaléncia (95%) da variante Bpanpemico NO Brasil, no entanto, o mesmo foi baseado
em sequéncias subtipo B oriundas principalmente das regides Sudeste, Sul e Centro-
Oeste. O objetivo deste projeto é estimar a frequéncia das variantes Bpanpemico € Bcar
do HIV-1 subtipo B em individuos residentes em distintos estados e regiées do Brasil e
caracterizar a dinamica de disseminagao espacgo-temporal das variantes Bcar NoO pais.
Foram analisadas um total de 2.682 sequéncias da regiao pol do HIV-1 subtipo B
provenientes de individuos de 21 estados brasileiros das cinco regides do pais
recrutados entre 1998 e 2013. As analises filogenéticas de Maxima Verossimilhanca
revelaram a presenga de variantes Bcar €m 16 dos 21 estados brasileiros analisados.
As variantes Bcar compreendem uma fragdo menor (<10%) de infecgdes do subtipo B
na maioria dos estados brasileiros analisados, com excegdo de Roraima (41%),
Amazonas (14%) e Maranh&o (14%). As analises filogeograficas Bayesianas indicam
que as variantes Bcar foram introduzidas em diferentes estados de todas as regides
brasileiras desde a Hispaniola, Guiana Francesa e Guiana. Algumas dessas variantes
provavelmente introduzidas através de Roraima, Maranhao e Sao Paulo entre o final
dos anos 1970 e o inicio da década de 1980 estabeleceram epidemias secundarias na
populacao brasileira e foram posteriormente disseminadas para outros estados. Estes
resultados indicam que as epidemias do HIV-1 subtipo B em alguns estados brasileiros
das regides Norte e Nordeste apresentam um padrdo molecular unico caracterizado
pela elevada prevaléncia de variantes Bcar que foram provavelmente introduzidas no
pais a mais de 30 anos. Estes resultados também apontam para uma forte ligacao
epidemioldgica entre as epidemias de HIV-1 de Roraima, Amazonas e Maranhao e as
epidemias do Caribe e de paises do extremo norte da América do Sul como Guiana,
Guiana Francesa e Suriname.
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ABSTRACT

In Brazil, it is estimated that approximately 830,000 people are infected with the
human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1), the causing agent of the acquired
immunodeficiency syndrome (AIDS). HIV-1 exhibits an extraordinary degree of genetic
variability that is organized into groups (M, N O and P) and subtypes (A-D, F-H, J and
K). Subtype B was the first to be identified by the international scientific community and
accounts for approximately 11% of all HIV infections in the world, reaching high
prevalence in the Americas, Europe, Australia, and in some Asian countries. Subtype B
epidemic comprises one variant globally distributed (Bpanoemic) as well as other non-
pandemic variants mostly restricted to the Caribbean region (Bcar). A previous study
conducted by our group revealed a high prevalence (95%) of the Bpanpemic variant in
Brazil, however, that study was based on sequences originating mainly from the
Southeast, South and Central-West regions. The objective of this project was to
estimate the frequency of the Bpanpemic and Bcar variants among subtype B-infected
individuals from different Brazilian states and regions, and to characterize the
spatiotemporal dissemination dynamics of the Bcar variants in Brazil. A total of 2,682
HIV-1 subtype B pol sequences collected from 21 different Brazilian states from the five
country regions between 1998 and 2013 were analyzed. Maximum Likelihood
phylogenetic analyses revealed that the Bcar strains reached 16 out 21 Brazilian states
here analyzed. The Bcar clades comprise a low fraction (<10%) of subtype B infections
in most Brazilian states analyzed, with exception of Roraima (41%), Amazonas (14%)
and Maranhdo (14%). Bayesian phylogeographic analyses indicate that Bcar strains
originally from the Hispaniola, French Guiana and Guiana were introduced at multiple
times into different states from all Brazilian regions and a few of those strains, probably
introduced into Roraima, Maranhdo and Sao Paulo between the late 1970s and the
early 1980s, established secondary outbreaks in the Brazilian population. These results
support that the HIV-1 subtype B epidemics in some Brazilian states from the Northern
and Northeastern regions display a unique molecular pattern characterized by the high
prevalence of Bcar lineages that were probably introduced into the country more than
30 years ago. These results also point to a strong epidemiological link between the HIV-
1 epidemics in Roraima, Amazonas and Maranhdo and those epidemics in the
Caribbean islands and in Northern South American countries like French Guiana,
Guiana and Suriname.
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1 INTRODUCAO

1.1 Historico

A Sindrome da Imunodeficiéncia Humana (aids) foi reportada pela primeira
vez em 1981 quando o Centro de Prevencdo e Controle de Doengas (CDC) dos
Estados Unidos da América (EUA) notificou os primeiros casos de imunodeficiéncia
associada a pneumonia e sarcoma de Kaposi em jovens homossexuais masculinos
dos estados de Nova York e Califérnia, doencas consideradas raras em individuos
sadios [1]. Em seguida foram notificados casos de aids em mulheres parceiras
sexuais de homens com aids assim como em criangas que foram infectadas de
forma vertical. Nesse momento ficou claro se tratar de uma sindrome infecciosa,
provavelmente provinda de uma transmissao viral.

Em Paris, no Instituto Pasteur, um grupo de pesquisadores liderados pelo Dr.
Luc Montanier isolaram em 1983 o agente causador desta nova patologia, sendo
entdo denominado como “Limphadenopathy-Associated Virus” (LAV) [2]. No ano
seguinte, o grupo liderado pelo Dr. Robert Gallo confirmou que o novo retrovirus
isolado, que denominou como “Virus Linfotrépico de células T humano Tipo |llI
(HTLV-II)", era o agente causador da AIDS [3]. Em 1986, o Comité Internacional de
Taxonomia Viral renomeou o virus da aids como Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV).

A aids ja foi relatada em mais de 193 paises em todo o mundo, dados
apontam que aproximadamente 37 milhdes de pessoas no mundo estejam
infectadas com o HIV e de acordo com os novos dados divulgados pela UNAIDS,
estima-se que 17 milhdes de pessoas tenham chegado ao final de 2015 com acesso
a medicamento antirretrovirais.(Figura 1.1) [4]. A maioria dos individuos infectados
pelo HIV vivem nas regies Sul e Este da Africa (19.0 milhdes), seguida pelas
regides Central e Oeste da Africa (6.5 milhdes) e pela Asia e Pacifico (5.1 milhdes)
(Figura 1.1). Além de estar amplamente distribuida pelo globo, a aids possui uma
taxa de mortalidade préxima a 100% na auséncia de terapia antirretroviral, tornando-
a uma infeccdo devastadora. Apesar dos grandes avangos na area de terapéutica,

ainda nao existem vacinas capazes de controlar esta pandemia.
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Figura 1. 1 (A) Variacdo no numero das pessoas vivendo com HIV/aids nho mundo
entre 1990 e 2015. (B) Distribuicdo do numero das pessoas vivendo com HIV/aids
no mundo por regido geografica em 2015. Fonte: UNAIDS, estimativa 2016.



1.2 Epidemia de HIV/aids no Brasil

Os primeiros casos de aids no Brasil datam de 1980, e a disseminag¢ao da
epidemia teria ocorrido primeiramente nas capitais metropolitanas do Sudeste. Os
primeiros estudos no Brasil evidenciaram uma epidemia principalmente restrita as
grandes metropoles — Rio de Janeiro e Sdo Paulo — e de predominancia masculina,
atingindo prioritariamente homens com pratica sexual homossexual/bissexual e
individuos hemofilicos. Nos anos seguintes, ja é possivel observar quadros de
heterossexualizagdo, feminizagcdo e interiorizagdo da epidemia [5]. Dessa forma,
observa-se um aumento crescente no numero de infecgdes em heterossexuais e
mulheres assim como uma disseminagao do virus desde as grandes metropoles da
regido Sudeste para as outras regides do Brasil (Figura 1.2).

De acordo com estimativas do Ministério da Saude, cerca de 840.000 casos
de aids foram notificados no Brasil desde o primeiro caso da doenca até junho de
2016, sendo o total de 6bitos acumulados no mesmo periodo de aproximadamente
300.000 [6]. Em relagdo aos casos de aids notificados de 1980 ate junho de 2016,
houve uma concentracdo na regido Sudeste (53%), seguida pelas regides Sul
(20%), Nordeste (15%), Norte (6%) e Centro-Oeste (6%). A partir de 1996, quando o
Ministério da Saude passou a disponibilizar gratuitamente os medicamentos
antirretrovirais a todos os cidad&os brasileiros com aids, o coeficiente de mortalidade
da doenga comecgou a diminuir, passando de 9,6 obitos por 100 mil habitantes em
1996 para 6,2 obitos por 100 mil habitantes em 2015.

Tem sido verificada também uma estabilizacdo na taxa de incidéncia da
doencga no Brasil nos ultimos 10 anos, registrando-se uma média de 20,7 novos
casos de aids por 100 mil habitantes. Existem, entretanto, importantes diferengas
regionais (Figura 1.3). Entre 2006 e 2015 houve uma importante queda na taxa de
incidéncia de 23,4% na regido Sudeste (passando de 23,5 para 18,0 casos/100 mil
habitantes), uma leve tendéncia de queda de 7,4% na regido Sul (passando de 30,1
para 27,9 casos/100 mil habitantes) e uma estabilizacdo da taxa na regidao Centro-
Oeste (18,5 casos/100 mil habitantes). No mesmo periodo, houve um aumento de
37.2% da taxa de incidéncia na regidao Nordeste (passando de 11,2 para 15,3 casos
por 100 mil habitantes) e de 61.4% no Norte (passando de 14,9 para 24,0 casos por
100 mil habitantes).
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Figura 1.2 Distribuicdo espacial das pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA)
vinculadas ao servigo publico de saude no Brasil (2012). Fonte: Boletim
Epidemioldgico - Aids e DST, 2012. Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais.
Ministério da Saude.

LEGENDA

Taxa deteccdo Aids em 2006,
Taxa deteccdo Aids em 2015
Percentual de dedlinio ou

%

incremento na taxa de UF

deteccao de Aids entre
2006 a 2015.

Figura 1.3 Numero de detecgdo de aids (/100 mil habitantes) e percentual de
declinio ou incremento entre 2006 e 2015 segundo UF de residéncia. Fonte: Boletim
Epidemioldgico - Aids e DST, 2016. Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais.
Ministério da Saude.



1.3 OHIV

O HIV é membro da familia Retroviridae e género Lentivirus. Existem dois
tipos de HIV: HIV-1 e HIV-2. Ambos os virus sao resultado de diferentes eventos de
transmissao zoondtica de retrovirus de primatas ndo-humanos para humanos. O
HIV-1 resultou de transmissdes zoondticas do virus da imunodeficiéncia simia (SIV)
de chimpanzés e gorilas para humanos no centro-sul de Camarées [7] [8]. Ja o HIV-
2 provavelmente se originou a partir da transmissao do SIV da espécie de macaco
Cercocebus atyys para humanos na Africa Ocidental [9]. Enquanto o HIV-1 se
disseminou pelo mundo todo originando a pandemia de aids, o HIV-2 é uma variante
menos patogénica e sua distribuicdo permanece principalmente restrita ao oeste da
Africa.

A particula viral, com tamanho entre 100-120nm e simetria icosaédrica, €
formada por um nucleo protéico envolvido por um envelope lipoprotéico no qual se
inserem as glicoproteinas GP120 e GP41, responsaveis pela interagdo com os
receptores celulares e entrada do virus na célula (Figura 1.4). O nucleo proteico é
composto pela matriz (formada pela proteina viral P17) e pelo capsideo (formado
pela proteina viral P24). Dentro do capsideo encontram-se duas fitas simples de
RNA gendmico, o nucleocapsideo (formado pela proteina viral P7) e as enzimas
virais Transcriptase Reversa (TR), Protease (PRO) e Integrase (IN) [10].

O genoma viral possui cerca de 10 Kb, e quando integrado no genoma
apresenta duas regides nao codificantes em suas extremidades denominadas como
Long Terminal Repeats (LTR) e nove regides codificantes (Figura 1.5) que seguem
as seguintes denominagdes e fungdes:

gag, pol e env: sdao genes comuns a todos os retrovirus que codificam
proteinas essenciais na estrutura e no ciclo viral incluindo as proteinas do envelope,
matriz, capsideo e nucleocapsideo, e as enzimas PRO, TR e IN.

tat e rev: sao genes regulatorios que codificam proteinas que controlam os
processos de transcri¢gao, processamento e exportacdo dos RNAm virais.

nef, vif, vpr, vpu elou vpx: sdo genes acessorios que codificam proteinas
relacionadas a diversas fungdes incluindo escape do virus aos mecanismos
antivirais do hospedeiro. O gene vpu esta presente unicamente no HIV-1, enquanto

que o gene vpx esta presente unicamente no HIV-2.
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1.4 Epidemiologia molecular do HIV-1

O HIV-1 exibe uma extraordinaria variabilidade genética e foi classificado,
baseado em analises filogenéticas, em quatro grupos denominados M, N, O e P.
Enquanto os grupos N, O e P estdo principalmente restritos a Africa Central, o grupo
M conseguiu se disseminar no mundo todo. Também com base em relagbes
filogenéticas, o grupo M é dividido em nove subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J e K),
varios sub-subtipos (F1-F2, A1-A5), e diversas formas recombinantes unicas (URFs)
e formas recombinantes circulantes (CRFs).

Cada variante tem uma prevaléncia global e uma distribuicdo geografica
diferente (Figura 1.6) [11]. O subtipo C representa aproximadamente metade (48%)
de todas as infec¢gdes causadas pelo HIV-1 no mundo, seguido pelos subtipos A
(12%), B (11%), G (5%) e D (2%). O subtipo C é a variante dominante na Africa
Australia, em alguns paises da Africa Oriental e na india. O subtipo A é encontrado
principalmente na Africa Central e Oriental, Europa Oriental e Asia Central. O
subtipo B é a forma genética mais disseminada no mundo, sendo a mais prevalente
nas Ameéricas, na Europa Ocidental e Central, na Australia e em alguns paises da
Asia. O subtipo G esta concentrado na Africa Ocidental e Central e o subtipo D esta
presente principalmente na Africa Oriental e Central. Os subtipos F, H, J e K juntos
causam menos de 1% de infeccobes em todo o mundo e se concentram
principalmente na Africa Central, com excecdo do subtipo F1 que circula também no
Brasil e na Roménia.

Aproximadamente 20% das infec¢goes do HIV-1 no mundo sédo causadas por
recombinantes inter-subtipo, incluindo URFs e CRFs. A CRF02_AG é a quarta
variante mais prevalente globalmente (8%) e circula principalmente na Africa
Ocidental, Africa Central, Africa do Norte e Oriente Médio. A CRF01_AE é a quinta
variante mais prevalente no mundo (5%) e € encontrada principalmente no Sul,
Sudeste e Leste da Asia. Outros CRFs e URFs est&o principalmente distribuidos na
Asia Oriental (44%), Africa Central (32%), Africa do Norte e Oriente Médio (22%),
América Latina (22%), Africa Ocidental (14%), e Africa Oriental (11%).
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Figura 1.6 Distribuicdo geografica e prevaléncia global dos subtipos do HIV-1 grupo
M e formas recombinantes. Fonte: Hemelaar et al., 2011.

1.5 Epidemiologia molecular do HIV-1 no Brasil

No Brasil, a epidemia de aids é impulsionada principalmente pelo HIV-1
subtipo B, seguido pelos subtipos F1, C e formas recombinantes entre esses
subtipos, embora a prevaléncia relativa das diferentes variantes genéticas varie
muito entre as regides brasileiras (Figura 1.7). Nas regides Sudeste[12]-[17],
Centro-Oeste [18]-[22], Norte [23]-[26] e Nordeste [27]-[30] a epidemia de HIV é
dominada pelo subtipo B (responsavel por 70-90% das infec¢des) seguido pelo
subtipo F1 e recombinantes BF1 (responsaveis por 10-20% das infecgdes). Na
regido Sul o cenario epidemioldgico € bastante diferente do restante do pais devido
a uma elevada prevaléncia do subtipo C nos estados do Parana (20-30%), Rio
Grande do Sul (30-55%) e Santa Catarina (50-80%) [31]-[37]. Estudos recentes
documentaram um aumento na prevaléncia do HIV-1 subtipo C entre individuos de
diferentes estados do Sudeste, Centro-oeste e Norte, apoiando uma propagacgéao

desta linhagem para o norte do Brasil [35].



Atualmente, grande parte das linhagens virais do subtipo F1 que circulam no
Brasil fazem parte das diversas formas recombinantes BF1 (URFs e CRFs), sendo
poucos 0s genomas completos “puros” deste subtipo descritos. Entre os CRFs_BF
descritos no pais destacam-se os CRF28 BF, CRF29 BF e CRF46_BF descritos no
estado de Sao Paulo [38], [39], [40], os CRF39_BF e CRF40_BF descritos no estado
do Rio de Janeiro [41], os CRF70_BF e CRF71_BF descritos no estado de
Pernambuco [42], e 0 CRF72_BF descrito no estado de Minas Gerais [43]. Diversas
variantes URFs_BC foram detectadas na regidao Sul assim como um unico CRF_BC,
denominado CRF31_BC [44], o qual é responsavel por aproximadamente 10% das

infecgdes no Rio Grande do Sul [44].
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Figura 1.7 Distribuicdo dos subtipos de HIV-1 e formas recombinantes por regido do
Brasil. B/F (URFs e CRFs). Fonte: [12]-[35]



1.6 Origem e disseminagao da epidemia de HIV-1 subtipo B nas Américas

A alta taxa de mutagdo e a extrema diversidade genética acumulada no
genoma do HIV sdo um obstaculo para o desenvolvimento de vacinas e estratégias
terapéuticas eficientes, ao mesmo tempo possibilitam a reconstrugdo da origem e
das rotas de disseminagao geografica do virus [45] [46].

A disseminagdo global do subtipo B do HIV-1 grupo M foi provavelmente
iniciada pela introdugéo desta variante a partir da Republica Democratica do Congo
(RDC) no Haiti em torno dos anos 1960 [47], [48] (Figura 1.8). No final dos anos 60,
uma variante do subtipo B foi propagada do Haiti para os EUA e disseminada com
grande sucesso dentro deste pais e posteriormente para outros paises em todo o
mundo, levando ao estabelecimento de uma linhagem globalmente distribuida
conhecida como variante pandémica (Bpanoemico) [47], [48]. Outras variantes do
subtipo B permaneceram restritas a regidao do Caribe e foram nomeadas como

variantes nao-pandémicas ou caribenhas (BcaRr) [47], [48].
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Figura 1.8 Arvore que resume os resultados das analises bayesianas de genes env
completos para maximizar as hipéteses de origem e disseminag¢ao do HIV-1 subtipo
B nas Américas e variantes do subtipo B, Bcaribe e Bpandemico e suas prevaléncias
no cenario global. Fonte: Gilbert et al, 2007.
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Estudos recentes conduzidos pelo nosso laboratério demonstraram que as
variantes Bcar foram disseminadas desde a ilha Hispaniola (compartilhada pelos
paises Haiti e Republica Dominicana) em varias ocasifes independentes desde o
inicio dos anos 70, atingindo alguns paises vizinhos do Caribe assim como diversos
paises das Américas [49] [50]. Diferente da variante Bpanpemico, as variantes Bcar
nao foram capazes de se disseminar em grande escala e representam uma fragao
minoritaria (£5%) das infecgdes pelo subtipo B na maioria dos paises analisados. As
unicas excegdes foram alguns paises localizados no Caribe (Haiti, Republica
Dominicana, Jamaica, Bahamas e nas Antilhas Menores) e no extremo norte da
América do Sul (Guiana Francesa e Suriname) onde as variantes Bcar representam

>40% das infec¢des pelo subtipo B (Figuras 1.9 e 1.10).

B Bpanpemico

Haiti
N=31

. Puerto Rico Guadeloupe

N-?ﬂ N=243

Martinique
. N =452
~ Y= .
Dominican = :
Jamaica -

n Republic US Vir In Islands o
N=146 N= 188 g

Other S
Lesser Antilles + - Frsa-
N=39 Yo

Trinidad and
Tobago
N=52

Figura 1.9 Prevaléncia dos clados Bpanpemico € Bcar nas infecgdes pelo HIV-1
subtipo B no Caribe. Fonte: Cabello et al, 2014.
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Figura 1.10 Prevaléncia dos clados Bpanpemico € Bcar nas infecgdes pelo HIV-1
subtipo B na América Latina. Fonte: Cabello et al, 2015.

1.7 Origem e disseminagao da epidemia de HIV-1 subtipo B no Brasil

Estudos desenvolvidos pelo nosso laboratério, com base em sequéncias
isoladas principalmente nos estados do Rio de Janeiro e Sao Paulo, sugerem que o
subtipo B teria sido o primeiro subtipo de HIV-1 a ser introduzido no Brasil
provavelmente entre os anos de 1965 e 1970 [51][52]. Apds sua introdugado, o
subtipo B teria se expandido de forma exponencial na populagao brasileira por um
periodo de aproximadamente 20 anos, antes de se estabilizar. A taxa média de
crescimento da epidemia do subtipo B durante a fase exponencial foi estimada em
0,5 anos™, o que corresponde a um periodo médio de duplicacado da epidemia de um
ano.
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Estudos mais recentes conduzidos pelo nosso grupo demonstraram a
existéncia de multiplas introdugdes tanto da variante Bpanpemico cOmo das variantes
Bcar No Brasil. Um dos estudos aponta que as linhagens Bcar foram disseminadas
desde a ilha Hispaniola e desde Trinidad e Tobago para o Brasil em multiplas
ocasides [50]. Algumas dessas migragdes virais, ocorridas entre o inicio dos anos
1970 e inicio dos anos 1980, semearam epidemias secundarias de pequeno
tamanho que resultaram na origem de pelo menos trés subclados Bcar no Brasil
denominados Bcar-Br-1, Bear-sril € Bear-sr-n- Outro estudo também apontam para a
existéncia de multiplas introdugbes da variante Bpanpemico no Brasil [53]. Quatro
destas introducdes, ocorridas entre o final dos anos 1960 e inicio dos anos 1980,
originaram epidemias de grande tamanho que resultaram nos subclados
pandémicos brasileiros Bpanpemico-r-1, BranDeEmICO-BR-I € BranpeEmico-BR-Il € Branpemico-
Br-lv. Embora a origem dos clados Bpanpemico-sBr € Bcar-sr tenha sido estimada na
mesma época, a sua dindmica de disseminacdo subsequente foi muito diferente.
Enquanto as trés linhagens Bcar-sr identificadas compreendem <2% das infecgdes
pelo subtipo B no Brasil, as quatro linhagens Bpanpemico-sr cOrrespondem a
aproximadamente 30% das infecgdes por este subtipo no Brasil.

Estas estimativas, no entanto, estdo baseadas em conjuntos de dados
unicamente representativos das regides Sudeste, Sul, e Centro-Oeste ja que
existiam muito poucas sequéncias de HIV-1 disponiveis das regides Norte e
Nordeste do Brasil. Diversos estudos voltados para o conhecimento da
epidemiologia molecular do HIV-1 foram realizados nos ultimos dois anos em varios
estados brasileiros das regides Norte (Acre, Amapa, Amazonas, Para, Rondénia e
Roraima) [23]-[26] e Nordeste (Maranhdo, Pernambuco e Piaui) [28]-[30]. Estes
estudos apontam para uma predominancia do subtipo B em todos os estados
analisados, embora sua prevaléncia varie de forma importante entre os diferentes
estados, desde 63% em Rondénia até 92% no Acre. Estes resultados confirmam
que o padrdo epidemioldgico molecular da epidemia de HIV-1 pode variar entre
diferentes estados brasileiros, refletindo uma epidemia complexa com diferentes
fluxos migratoérios e multiplas introdugdes virais independentes. Desta forma, se faz
necessario determinar a prevaléncia das linhagens Bpanpemico € Bcar Nas diferentes
regides do Brasil no sentido de compreender a real disseminacao das diferentes
variantes do subtipo B no pais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar a dinamica de disseminagao espaco-temporal das variantes BCAR

do HIV-1 subtipo B no Brasil, no sentido de estimar a prevaléncia e identificar a

origem e rotas de disseminagao destas variantes no pais.

2.2 Objetivos Especificos

1. Estimar a frequéncia das variantes BPANDEMICO e BCAR em individuos infectados

pelo subtipo B residentes em distintos estados do Brasil.

2. Estimar a frequéncia das variantes B e BCAR em individuos infectados

PANDEMICO
pelo subtipo B residentes nos paises que fazem fronteira com o extremo norte

do Brasil.

3. Reconstruir a dindmica de disseminacado espacial e temporal das variantes

BCAR que circulam em diferentes estados do Brasil.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Sequéncias de HIV-1 subtipo B provenientes do Brasil.

Um total de 2.682 sequéncias do gene pol do HIV-1 subtipo B
provenientes das regides Sudeste (n = 1.512), Norte (n = 457), Nordeste (n =
253), Centro-Oeste (n = 252) e Sul (n = 208) do Brasil foram utilizadas no
presente trabalho (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 Sequéncias do gene pol do HIV-1 subtipo B provenientes do Brasil.

Sequéncias Sequéncias

Regiao Estado Cadigo (Los Alamos)  (Novas) Periodo
Parana PR 50 - 2001-2009
Sul Rio Grande do Sul RS 138 - 1998-2009
Santa Catarina SC 20 - 2005-2009

Espirito Santo ES 59 - 1997
Minas Gerais MG 69 - 2002-2010

Sudeste

Rio de Janeiro RJ 179 - 2002-2010
Sao Paulo SP 1,205 - 1998-2010
Goias GO 150 - 2003-2010
Centro-Oeste Mato Grosso MT 64 - 2008-2009
Mato Grosso do Sul MS 38 - 2008-2010

Bahia BA 14 - 2009

Maranhao MA 70 - 2012

Nordeste

Pernambuco PE 97 - 2009-2010
Piaui PI 72 - 2011-2012
Acre AC - 11 2010-2011

Amapa AP - 73 2013
Amazonas AM 104 - 2009-2011
Norte Para PA 89 - 2010-2011

Tocantins TO 46 - 2008
Rondénia RO - 32 2010-2011
Roraima RR - 102 2010-2013
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As sequéncias utilizadas compreendem um fragmento de
aproximadamente 1.000 nucleotideos correspondente a PRO e parte da TR
(posicdes 2253-3272 referente ao HXB2). Todas as sequéncias das regides
Sudeste, Sul, Centro-Oeste e Nordeste assim como uma pequena fragéo (n
= 68) das sequéncias da regiao Norte foram obtidas a partir do banco de

dados de HIV de Los Alamos (http://www.hiv.lanl.gov). As demais

sequéncias da regido Norte (n = 389) foram geradas a partir de trés estudos
conduzidos no Laboratério de AIDS e Imunologia Molecular da Fundagéao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) do Rio de Janeiro em parceria com: 1) o
Laboratério Central do Estado de Amapa (LACEN-AP); 2) a Fundagéo de
Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado de Manaus, e 3) o Instituto
Lebdnidas e Maria Deane (ILMD) da FIOCRUZ de Manaus.

No primeiro estudo, publicado na revista AIDS Research and Human
Retroviruses em abril de 2016 [25], foram identificadas 73 sequéncias HIV-1
subtipo B a partir de uma populagdo de individuos virgens de terapia
antirretroviral provenientes do estado do Amapa que foram atendidos no
Servico de Assisténcia Especializada do Amapa (SAE-AP) entre 2013 e
2014. As amostras de sangue foram coletadas no SAE-AP, processadas no
LACEN-AP e posteriormente encaminhadas para o LABAIDS para
amplificagdo e sequenciamento do DNA viral. Este projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (nimero CAAE
35785214.5.1001.5248).

No segundo estudo, publicado na revista AIDS Research and Human
Retroviruses em setembro de 2016 [26], foram identificadas 245 sequéncias
HIV-1 subtipo B a partir de uma populagdo de individuos em tratamento
antirretroviral que faziam acompanhamento nos ambulatérios do Sistema
Unico de Saude dos estados do Acre, Amazonas, Para, Rondénia e Roraima
entre 2010 e 2011. As amostras de sangue dos pacientes foram enviadas
para genotipagem na Fundagdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira
Dourado (Manaus) e no LABAIDS, no ambito da Rede Nacional de
Genotipagem do HIV do Ministério da Saude do Brasil (RENAGENO). Este
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo de
Medicina Tropical Dr Heitor Vieira Dourado (Number CAAE:
09121512.8.0000.0005).
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3.2

No terceiro estudo, submetido para publicagdo em setembro de 2016,
foram identificadas 71 sequéncias HIV-1 subtipo B a partir de uma
populacdo de individuos virgens de terapia antirretroviral e em tratamento
antirretroviral, atendidos pelo Laboratério Central do Estado de Roraima
(LACEN-RR) entre 2012 e 2013. As amostras de sangue foram processadas
no LACEN-RR e posteriormente encaminhadas para o ILMD (FIOCRUZ-
Manaus) para amplificacdo e sequenciamento do DNA viral. Este projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Roraima (numero CAAE 15629013.8.0000.5302).

Sequéncias de HIV-1 subtipo B provenientes do Suriname, Guiana

Francesa e Guiana.

No sentido de reconstruir com maior precisao as rotas de disseminagao
das variantes Bcar no extremo norte da América do Sul, foram obtidas um total
de 411 sequéncias do gene pol do HIV-1 subtipo B provenientes da Guiana
Francesa, Suriname e Guiana a partir do banco de dados de HIV de Los
Alamos (Tabela 3.2). As sequéncias da Guiana Francesa foram obtidas a partir
de individuos virgens de terapia antirretroviral atendidos em dois hospitais
localizados nas cidades de Caiena e Saint-Laurent-du-Maroni entre 2006 e
2012 [54]. As sequéncias do Suriname foram obtidas a partir de individuos
virgens de terapia antirretroviral atendidos em diversos hospitais e ambulatorios
da capital Paramaribo e arredores durante 2009 [55]. Sequéncias Bcar da
Guiana classificadas previamente [50] foram obtidas durante o periodo 2000-

2002 a partir de individuos virgens de terapia antirretroviral[56].

Tabela 3.2. Sequéncias do gene pol do HIV-1 subtipo B provenientes da
Guiana Francesa, Suriname e Guiana.

Pais N Periodo
Guiana Francesa 304 2006-2012
Suriname 100 2009

Guiana* 7 2000-2013

*Sequéncias Bcar identificadas por Cabello et al (2015).
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3.3 Sequéncias referéncia dos clados BcAr e BPANDEMICO do HIV-1 subtipo B.

Foram selecionadas 500 sequéncias de referéncia do gene pol do
HIV-1 subtipo B isoladas no Caribe (n = 200), EUA (n = 150) e Franga (n
=150) representativas dos clados Bcar (Caribe) e Bpanpemico (EUA e Franga)
anteriormente descritas [49] e que se encontram disponiveis na base de
dados de HIV de Los Alamos, devidamente discriminadas na Tabela 3.3. A
maior parte das sequéncias Bcar € proveniente da ilha Hispaniola, que se
divide entre os paises de Haiti e Republica Dominicana e foi apontada como
a porta de entrada e epicentro da disseminacéo inicial do HIV-1 subtipo B no
continente. Outras ilhas caribenhas representadas sdo Jamaica, Trinidade e
Tobago e varias outras Antilhas menores onde as variantes Bcar atingem
uma alta prevaléncia (= 50%) [49]. As sequéncias correspondentes ao clado
Branpemico s@o provenientes dos EUA, apontado como principal epicentro da
disseminagao global deste clado [51], e da Franga, que foi um dos primeiros
paises da Europa Ocidental a descrever a disseminacao do HIV-1 subtpo B

na sua populagao.

Tabela 3.3. Sequéncias de referéncia dos clados BCcAR e BPANDEMICO do HIV-1
subtipo B provenientes do Caribe, EUA e Franca.

Clado Pais N Periodo
Republica Dominicana 61 2005-2010
Haiti 8 2004-2005
Bcar Jamaica 62 2005-2010
Trinidad and Tobago 48 2000-2003
Outros Paises do Caribe* 21 2000-2004
EUA 165 1997-2009

BpanpEMICO

Fianga 135 1985-2008

*Antiga e Barbuda (n = 4), Bahamas (n = 5), Dominica (n = 1), Granada (n = 2),

Montserrat (n = 1), Santa Lucia (n = 4) e Sao Vicente e Granadinas (n = 4).
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3.4

3.5

Confirmagao do subtipo viral.

O subtipo de todas as sequéncias utilizadas no presente estudo foi
confirmado o através da ferramenta “Rega HIV subtyping tool”

(http://www.bioafrica.net/reqa-genotype/html/subtypinghiv.html) a fim de

utilizar somente sequéncias confirmadas como subtipo B [57].

Classificagao das sequéncias de HIV-1 subtipo B nos clados Bcar

BranpeEmico-

As sequéncias de HIV-1 subtipo B pol do Brasil foram subdivididas em trés
subsets contendo sequéncias das regides: 1) Sudeste (Sdo Paulo, n =
1.205), 2) Sul, Sudeste (menos Sao Paulo) e Centro-Oeste (n = 767), e 3)
Norte e Nordeste (n = 710). Um quarto subset foi construido com as
sequéncias HIV-1 subtipo B pol provenientes da Guiana Francesa e do
Suriname. Cada um destes subsets foi alinhado com as 500 sequéncias do
HIV-1 subtipo B representativas dos clados Bcar € Bpanpemico descritas
anteriormente e apods retirar as posi¢gdes de resisténcias, submetidas a
analises filogenéticas por Maxima Verossimilhanga (MV) para sua
classificagdo nos respectivos clados.

As arvores de MV foram reconstruidas com o programa PhyML [58] através
do servidor web on-line [59]. Foi usado o modelo de substituicdo nucleotidica
mais apropriado para cada subset, selecionado através do programa
jModeltest [60], e o algoritmo de busca heuristica denominado “SPR branch-
swapping”. A confiabilidade da topologia foi avaliada pelo método de
“approximate likelihood-ratio test (aLRT)” [61] com base no procedimento de
Shimodaira-Hasegawa. As arvores foram visualizadas utilizando o programa
FigTree v1.4.2 [62]. Sequéncias que agrupavam com alto suporte (aLRT =
0.85) dentro do clado Bpanpemico foram classificadas como pertencentes a
variante pandémica do subtipo B. Sequéncias que na arvore filogenética se
localizavam junto com as sequencias referencia Bcar, fora do clado
BranDeEmico € mais perto da base da arvore, foram classificadas como
variantes ndo-pandémicas do subtipo B.
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3.6 Analises evolutivas e filogeograficas.

Analises evolutivas e filogeograficas foram realizadas no sentido de avaliar o
tempo e numero de introdugdes assim como as possiveis rotas de entrada e
disseminagao das variantes Bcar no Brasil. Numa primeira analise, todas as
sequéncias de HIV-1 subtipo B do Brasil classificadas como BCcAR numa
etapa previa e com informacdo disponivel de ano de isolamento foram
combinadas com sequéncias Bcar provenientes da ilha Hispaniola, Jamaica
e Trinidade e Tobago e sequéncias do subtipo D da RDC como grupo
externo. As trés ilhas caribenhas foram selecionadas por que: 1) sdo as
unicas que apresentam um numero de sequencias Bcar no fragmento
PRO/RT disponiveis relativamente grandes (n > 10); 2) compreendem a
maioria dos individuos infectados pelas variantes Bcar Nno Caribe; e 3) foram
apontadas como os principais centros de disseminacao destas linhagens no
continente [49] [50]. Numa segunda etapa, as sequéncias dos principais
clados Bcar identificados no Brasil, Guiana Francesa e Suriname foram
combinadas com sequéncias Bcar provenientes da ilha Hispaniola, Jamaica,
Trinidade e Tobago e Guiana assim como com sequéncias do subtipo D
como grupo externo.

A reconstrugcdo da historia evolutiva e filogeografica foi realizada
simultaneamente usando o método de Cadeia de Markov Monte Carlo
(MCMC) implementado no programa BEAST v1.8.3 [63]. Para estas analises
utilizamos o modelo de substituicdo nucleotidica GTR+I+I4, o modelo de
coalescencia nao-paramétrico “Bayesian Skyline plot” [64], o modelo de
relégio molecular relaxado [65] e 0 modelo discreto e reversivel de dispersao
geografica entre as localidades [66]. As vias de migragdo mais relevantes
foram estimadas usando o método “Bayesian stochastic search variable
selection” (BSSVS). Os “priors” utilizados para os diferentes parametros séao
mostrados na Tabela 3.4. Para cada analise, trés cadeias Byesianas de
MCMC foram processadas por 5x10° geracdes e posteriormente
combinadas usando o programa Logcombiner do pacote BEAST v1.8.3. A
convergéncia dos parametros nas analises Bayesianas foi avaliada através
do calculo do tamanho amostral efetivo utilizando o programa Tracer v1.5

[67], apbs excluir os 10% iniciais para cada corrida. A arvore Bayesiana de
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maxima credibilidade foi gerada a partir da distribuicdo posterior de arvores
(ap6s excluir os 10% iniciais) com o programa TreeAnnotator do pacote
BEAST v1.8.3 e visualizada com o programa Figtree v1.4.2. Os eventos
migratorios e as taxas de fator Bayes (BF) dos mesmos foram visualizados
usando o aplicativo SPREAD [68].

Tabela 3.4. “Priors” utilizados nas analises Bayesianas para cada um dos
parametros.

Parametro Prior
ac/ag/at/cg/gt Gamma [0.05, 10], initial=1
frequéncias Uniform [0, 1], initial=0.25
ulpha Exponential [0.5]], initial=0.5
plnv Uniform[0, 1], initial=0.5
ucld.stdev Exponential [0.333333], initial=0.333333
ucld.mean Uniform [0.002, 0.003], initial=0.0025*
location.clock.rate Approx. Reference Prior, initial=1
treeModel.rootheight Using Tree Prior in [30, infinit]
skyline.popsize Uniform [0, 1E100], initial=300
meanRate Indirectly Specified Through Other Parameter
covariance Indirectly Specified Through Other Parameter
coefficientOfVariation Indirectly Specified Through Other Parameter
location.frequencies Uniform [0, 1], initial =0.25
location.rates Gamma [1, 1], initial=1
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4 RESULTADOS

4.1 Frequéncia das variantes Bpanpemico € Bcar nos distintos estados do

Brasil.

As sequéncias HIV-1 subtipo B do Brasil foram divididas em trés subsets: o
primeiro contendo sequéncias do estado de Sao Paulo (n = 1.205), o segundo das
regides Sul, Sudeste (exceto S&o Paulo) e Centro-Oeste (n = 767), e o terceiro das
regides Norte e Nordeste (n = 710). Cada subset foi combinado com sequéncias de
referencia dos clados Bpanpemico (1 = 300) e Bcar (n = 200). As arvores de MV
permitiram comprovar que, como esperado, todas as sequéncias de referencia do
clado Bpanpemico formavam um grupo monofilético com alto suporte estatistico (aLRT
=2 0.90 (Figura 4.1).

Do total de 2.682 sequencias HIV-1 subtipo B do Brasil analisadas no
presente trabalho, 2.580 (96%) foram classificadas dentro do clado Bpanpemico € as
102 restantes (4%) como Bcar. Foi observada, no entanto, uma grande variagéo na
frequéncia relativa das variantes Bpanpemico € Bcar entre as diferentes regides assim
como também entre diferentes estados de uma mesma regido (Figura 4.2). A maior
prevaléncia das variantes Bcar foi detectada na regido Norte (17%), seguida pelas
regides Nordeste (4%), Sudeste (1%), Centro-Oeste (1%) e Sul (1%). Na regido
Norte se observa também a maior diferenca na prevaléncia das variantes Bcar por
estado, variando entre 2% (Tocantins) e 41% (Roraima). Quando analisado por
estado, as maiores prevaléncias de variantes Bcar foram detectadas em Roraima
(41%), Amazonas (14%), Maranhdo (14%) e Acre (9%). Em nove estados, a
prevaléncia de sequéncias Bcar foi entre 1-5%, enquanto que nos outros sete

estados foi detectada uma prevaléncia <1%.
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Figura 4.1. Arvores filogenéticas de MV das sequéncias HIV-1 subtipo B
provenientes do estado de Sao Paulo (A), das regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste
(B) e das regides Norte e Nordeste (C) do Brasil. As sequéncias brasileiras foram
analisadas conjuntamente com sequencias referéncias dos clados Bpanpemico €
Bcar- Os ramos sdo coloridos de acordo com a legenda. O clado Bpanpemico foi
colapsado para melhor clareza visual. Os valores de suporte estdo indicados nos
nos principais. As arvores foram enraizadas usando sequéncias de referéncia HIV-1
subtipo D.
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Figura 4.2. Proporgcao estimada dos clados BPANDEMICO e BCAR nos diferentes
estados do Brasil de acordo com as analises filogenéticas de MV. O numero total de
sequencias proveniente de cada estado (N) esta indicado no topo de cada grafico.
Os estados incluidos no estudo encontram-se coloridos e com sua respectiva sigla,
de acordo com a regido de origem como indicado na legenda. Em branco estao
indicados os cinco estados sem sequéncias HIV-1 subtipo B disponiveis para analise
(Alagoas, Cear4, Paraiba, Rio Grande do Norte e Sergipe).
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4.2 Dinamica de disseminagao espago-temporal das variantes Bcar do HIV-1

do Caribe para o Brasil.

Das 102 sequéncias do Brasil classificadas como Bcar, 97 tinham data de
amostragem conhecida e foram selecionadas para as proximas analises. As
sequéncias Bcar do Brasil foram classificadas em 15 locais geograficos discretos de
acordo com o estado de origem e combinadas com sequéncias Bcar do Caribe
(Hispaniola, Jamaica e Trinidad e Tobago) previamente identificadas (Tabela 4.2).
Foram também incluidas na analise sequéncias do HIV-1 subtipo D provenientes da
RDC, que foi apontado como o local mais provavel de origem do subtipo B
introduzido nas Américas.

A reconstrucéo filogeografica Bayesiana confirmou a localizagdo da raiz do
subtipo B nas Américas, na ilha da Hispaniola (Republica Dominicana/Haiti)
(Probabilidade Posterior de Localidade [PSP] = 0,92) e estimou data de origem da
epidemia no continente na década de 1960 (Figura 4.3 e Tabela 4.1), consistente
com estudos anteriores [32],[33]. O subtipo B foi entdo disseminado desde a
Hispaniola para outras ilhas do Caribe em torno do inicio da década de 1970,
iniciando epidemias secundarias que resultaram na origem dos subclados Bcar-tT €
Bcar-om €m Trinidad e Tobago e Jamaica, respectivamente, descritos anteriormente
[32],[33] (Figura 4.3 e Tabela 4.2). A analise Bayesiana também revelou multiplas
introdugdes independentes das variantes BCAR desde a Hispaniola (n = 11) e
Trinidad e Tobago (n = 3) para o Brasil (Figuras 4.3 e 4.4). Das 14 introdugdes
independentes de variantes Bcar No Brasil identificadas, sete foram pela regido
Norte, quatro pela regido Sudeste, uma pela regido Nordeste, uma pela regido
Centro-Oeste e uma pela regido Sul. Esta analise indicou uma disseminagao direta
de variantes Bcar desde a ilha Hispaniola para estados brasileiros do Sul (Rio
Grande do Sul), Sudeste (Rio de Janeiro e Sado Paulo), Centro-Oeste (Mato Grosso
do Sul), Nordeste (Maranhdo) e Norte (Acre, Roraima e Tocantins), bem como a
disseminagao de variantes BcArR desde Trinidade e Tobago para Roraima e Séao
Paulo. Os testes de BF para deteccao das migragcdes mais significativas apoiam
uma ligagado epidemiolégica entre a Hispaniola e alguns estados brasileiros (Acre,

Tocantins e Sdo Paulo), bem como entre Trinidad e Tobago e Roraima (Tabela 4.3).
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Tabela 4.1. Sequéncias HIV-1 Bcar pol do Brasil e do Caribe utilizadas nas analises
filogeograficas Bayesianas.

Pais Regiio Estado Localidade N Ano
AC AC 1 2010
AM AM 15 2009-2011
Norte AP AP 3 2013
PA PA 3 2010
RR RR 42 2010-2013
TO TO 1 2008
MA MA 10 2012
Brasil Nordeste PI PI 1 2011
Centro-Oeste Go GO ! 2008
MS MS 2 2008-2010
ES ES 2 1997
Sudeste MG MG 1 2009
RJ RJ 3 2004-2009
SP SP 9 1999-2008
Sul RS RS 3 1998-2005
Republica - i HISP 123 2003-2011
Dominicana
Haiti ® - - HISP 12 2004-2005
Jamaica * - - M 73 2005-2010
Trinidade ¢ - ; TT 50 2000-2003
Tobago
RDC " - - CD 10 1983-2007

@ Sequéncias Bcar identificadas anteriormente [49]. ® RDC: sequencias do subtipo D da
Republica Democratica do Congo.

Tabela 4.2. Estimativas Bayesianas do Tyrca dos principais clados Bcar do Brasil e
do Caribe.

Clado Tmrca Twmrca _ Turea
(Este trabalho) (Cabello et al, 2014) (Gilbert et al, 2007)

Subtipo B 1969 (1964-1974) 1964 (1959-1969) 1966 (1962-1970)

BearTT 1973 (1970-1976) 1969 (1966-1973) 1973 (1970-1976)

Bearam 1974 (1970-1979) 1971 (1967-1975) -
BcarBr 1978 (1975-1981) - -
BcarBra 1978 (1974-1982) - -
BecarBran 1979 (1974-1983) - -
Bear-BRIV 1982 (1977-1986) - _
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Figura 4.3 Arvore Bayesiana de maxima credibilidade de sequéncias pol de HIV-1
de linhagens Bgar do Brasil (n = 97) e Caribe (n = 258) e sequéncias de referéncia
do subtipo D (n = 10) da RDC. Os ramos estao coloridos de acordo com o estado de
localizacdo mais provavel de seus nés descendentes, conforme indicado na legenda
a direita. As caixas coloridas indicam as posi¢cdes dos principais clados Bcar
detectados no Brasil, Jamaica e Trinidad e Tobago. Os comprimentos dos ramos
estdo representados em unidades de tempo (anos). A arvore foi enraizada
automaticamente sob a suposicdo de um relégio molecular relaxado. AC: Acre; AM:
Amazonas; AP: Amapa; CD: Republica Democratica do Congo; ES: Espirito Santo;
GO: Goias; HISP: Hispaniola; JM: Jamaica; MA: Maranhao; MG: Minas Gerais; MS:
Mato Grosso do Sul; PA: Para; Pl: Piaui; RJ: Rio de Janeiro; RR: Roraima; RS: Rio
Grande do Sul; SP: Sao Paulo; TO: Tocantins; TT: Trinidad e Tobago.
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Figura 4. 4 Representacdo esquematica da dinamica de disseminag&o das variantes
Bcar do HIV-1 entre o Caribe e Brasil. As linhas entre os locais representam ramos
na arvore Bayesiana onde ocorreram transi¢cdes de localizagdo. As linhas foram
coloridas de acordo com o local de origem da transicdo, conforme indicado na
legenda a direita. AC: Acre; AM: Amazonas; AP: Amapa; CD: Republica Democratica
do Congo; ES: Espirito Santo; GO: Goias; HISP: Hispaniola; JM: Jamaica; MA:
Maranhdo; MG: Minas Gerais; MS: Mato Grosso do Sul; PA: Para; Pl: Piaui; RJ: Rio
de Janeiro; RR: Roraima; RS: Rio Grande do Sul; SP: Sdo Paulo; TO: Tocantins; TT:
Trinidad e Tobago.
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Tabela 4.2. Taxas de fator de Bayes (BF) das ligacbes epidemioldgicas entre as
diferentes localidades do Caribe e do Brasil na dispersao das variantes Bcar.

Regiodes Localidades BF*
HISP-TT 36
Caribe-Caribe HISP-]M 73,321
TT-IM 16
HISP-SP 149
HISP-AC 10
Caribe-Brasil HISP-TO 23
TT-RR 73,321
Outros <3
RR-AM 73,321
RR-AP 287
RR-SP 188
RR-PI 18
MA-GO 8
MA-PA 3
MA-SP 57
Brasil-Brasil SP-ES 28
SP-GO 4
SP-MS 11
SP-PA 28
SP-RJ 38
SP-RS 145
RJ-MG 334
Outros <3

BF> 100 indica suporte decisivo, 30 < BF < 100 indica suporte muito forte, 10 < BF <
30 indica suporte forte e 6 < BF < 10 indica suporte substancial para a migragao
entre os locais.
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4.3 Dinamica de disseminagao espago-temporal dos clados Bcar do Brasil.

Das 14 introdugbes independentes de variantes Bcar no Brasil identificadas,
quatro originaram epidemias locais que resultaram nos clados brasileiros aqui
denominados como Bcar-eri, Bcarsri, Bcarsrin € Bcearsriv (Figura 4.3) que
compreendem 51%, 16%, 10% e 8% das sequéncias Bcar brasileiras identificadas
nas analises, respectivamente. Todos os clados Bcar brasileiros exibiram um alto
suporte (PP > 0,80) com excec¢éao do clado Bcar-sr-n (PP = 0,35).

O clado Bgar-er- inclui @ maioria das sequéncias Bcar de Roraima (79%) e
todas as sequéncias detectadas no Amazonas. Este clado parece ter se originado
pela introdugdo de uma variante Bcar-tr desde Trinidade e Tobago em Roraima
(PSP = 0,82) no final da década de 1970 (Tabela 4.2), com posterior disseminagao
para Amazonas, Amapa, Piaui e Sao Paulo (Figuras 4.3 € 4.4).

O clado Bcarsri compreende todas as sequéncias Bcar detectadas no
estado do Maranhdo. Este clado parece ter surgido pela introdugdo de uma variante
Bcar da Hispaniola no Maranhao (PSP = 0,90) no final da década de 1970 (Tabela
6), com subsequente disseminagao para Para, Goias, Mato Grosso do Sul, Sao
Paulo e Espirito Santo (Figuras 4.3 € 4.4).

O clado Bcar-sr-i cOmpreende a maioria das sequencias Bcar detectadas no
Sudeste. Esta linhagem provavelmente surgiu pela introdugdo de uma cepa Bcar da
Hispaniola no estado de S&o Paulo (PSP = 0.35) no final da década de 1970 (Tabela
6), com posterior disseminagédo para Rio de Janeiro, Minas Gerais, Rio Grande do
Sul e Para (Figuras 4.3 e 4.4).

O clado Bcar-sr-iv Surgiu provavelmente pela introdu¢cado de uma variante Bcar
da Hispaniola no estado de Roraima (PSP = 1) no inicio da decada de 1980 (Tabela
4.2). Desde Roraima esta variante foi disseminada para Sao Paulo e Espirito Santo
(Figuras 4.3 e 4.4).

Os testes de BF apoiam uma ligagao epidemioldgica significativa de Roraima
com Amazonas/Amapa/Piaui/Sdo Paulo, do Maranhdo com Goias/Para/Sao Paulo,
de Sao Paulo com Espirito Santo/Goias/Mato Grosso do Sul/Para/Rio de Janeiro/Rio

Grande do Sul, bem como entre Rio de Janeiro e Minas Gerais/ (Tabela 4.3).

30



4.4 Frequéncia das variantes Bpanpemico © Bcar € identificagdo dos principais

clados Bcar Nos paises do extremo norte da América do Sul.

Um estudo anteriormente desenvolvido pelo nosso grupo estimou uma alta
prevaléncia (>40%) de variantes Bcar Na Guiana Francesa e Suriname [50], mas a
falta de sequéncias cobrindo o fragmento PRO/TR do gene pol impediu uma
avaliagdo mais detalhada da relacdo destas sequéncias com as detectadas nos
outros paises das Américas. Em 2016 foram publicadas sequéncias da PRO/TR do
HIV-1 da Guiana Francesa [54] e Suriname [55], o que permitiria fazer uma
reconstrucdo da dinamica de disseminagao das variantes Bcar entre o Caribe, os
paises do extremo norte da América do Sul e o Brasil. Para isto, recuperamos um
total de 361 sequéncias HIV-1 subtipo B pol provenientes da Guiana Francesa (n =
271) e Suriname (n = 90) a partir do banco de dados de Los Alamos. Destas, 207
(57%) foram classificadas como variantes Bcar nas analises filogenéticas por MV
(Figura 4.5), incluindo 60% (n = 162) das sequéncias da Guiana Francesa e 50% (n
= 45) das sequéncias do Suriname.

As 207 sequéncias Bcar da Guiana Francesa e Suriname foram combinadas
com sequéncias Bcar do Brasil (n = 86) correspondentes aos quatro clados descritos
na Figura 4.3 e com sequencias Bcar do Caribe (n = 200). A analise filogenética por
MV destas sequéncias apontam para multiplas introducdes de variantes Bcar desde
o Caribe para Guiana Francesa e Suriname (Figura 4.6). Algumas destas
introducdes deram origem a epidemias locais de grande tamanho que geraram os
clados denominados Bcar-sa, Bcar-crisr-1, Bcar-grisr-l € Bear- arisran (Figura 4.6). O
clado Bcar-sa compreende 30% (n = 49) das sequéncias Bcar da Guiana Francesa,
9% (n = 4) das sequéncias Bcar do Suriname e todas as sequéncias brasileiras do
clado Bcar-sr- O clado Bcar-crisr- compreende 12% (n = 20) das sequéncias Bear
da Guiana Francesa e 51% (n = 23) das sequéncias Bcar do Suriname. O clado
Bcar-crisri compreende 10% (n = 16) das sequéncias Bcar da Guiana Francesa e
20% (n = 9) das sequéncias Bcar do Suriname. O clado Bcar-crisr-ii compreende 6%
(n = 10) das sequéncias Bcar da Guiana Francesa e 4% (n = 2) das sequéncias Bcar
do Suriname. Os clados brasileiros Bcar-sr1, Bcar-sr-l € Bear-sriv @aparecem como
linhagens independentes, n&o relacionadas com sequéncias da Guiana Francesa ou

do Suriname.

31



A) B)

0.91 _ ‘ 0.90

Figura 4.5 Arvores filogenéticas de MV das sequéncias HIV-1 subtipo B
provenientes da Guiana Francesa (A) e Suriname (B). As sequéncias da Guiana
Francesa e Suriname foram analisadas conjuntamente com sequencias referéncias
dos clados Bpanpemico € Bcar- Os ramos em laranja na arvore A correspondem as
sequéncias da Guiana Francesa e os ramos em lilas na arvore B correspondem as
sequéncias do Suriname. O clado Bpanpemico (na cor vermelha) foi colapsado para
melhor clareza visual. Os ramos em azul sdo correspondentes as sequencias
referencias de Bcar. Os valores de suporte estdo indicados nos nds principais. As
arvores foram enraizadas usando sequéncias de referéncia HIV-1 subtipo D.
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Figura 4.6 Arvore filogenética de MV das sequencias HIV-1 subtipo B pol de
variantes B¢ar provenientes do Brasil (n = 86), Guiana Francesa (n = 162), Suriname
(n = 45) e diversas ilhas do Caribe (n = 200). Os ramos s&o coloridos segundo o
local de origem: em laranja as sequéncias brasileiras, em verde as sequéncias da
Guiana Francesa, em rosa as sequéncias do Suriname e em preto sequéncias das
ilhas caribenhas. As caixas coloridas indicam as posi¢gdes dos principais clados Bcar
detectados no Brasil, Guiana Francesa e Suriname. A arvore foi enraizada usando

sequéncias de referéncia HIV-1 subtipo D.
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4.5 Dinamica de disseminagao espago-temporal dos principais clados Bcar

que circulam no extremo norte da América do Sul.

Para a reconstrugao da histéria evolutiva e filogeografica dos principais clados
Bcar que circulam no extremo norte da América do Sul, combinamos as sequéncias
dos clados Bcarsa , BearGrisri, Bear-GFisril € Bear- grisr-il € Bearsri com todas as
sequéncias Bcar provenientes da Hispaniola, Jamaica, Trinidad e Tobago e Guiana
previamente identificadas assim como com sequéncias do subtipo D da RDC
(Tabela 4.4).

Tabela 4.4. Sequéncias HIV-1 Bcar pol do Brasil, Guiana Francesa, Suriname,
Guiana e do Caribe utilizadas nas analises filogeograficas Bayesianas.

Pais Regido Estado Localizacao N Ano
AM AM 14 2009-2011
AP AP 3 2013
Norte
PA PA 2 2010
RR RR 32 2010-2013
MA MA 10 2012
Brasil Nordeste
PI PI 1 2011
GO GO 1 2008
Centro-Oeste
MS MS 1 2008
ES ES 1 1997
Sudeste
SP SP 2 2003-2006
Guiana Francesa - - GF 94 2007-2012
Suriname - - SR 41 2009
Guiana ¢ - - GY 7 2000
Republica ] i HISP 123 2003-2011
Dominicana
Haiti ¢ - - HISP 12 2004-2005
Jamaica * - - M 73 2005-2010
Trinidad and ; . TT 50 2000-2003
Tobago
RDC’ - - CD 10 1983-2007

2 |dentificadas em estudo prévio [50] ® Sequéncias do Subtipo D referentes a RDC.
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A nova reconstrugédo filogeografica Bayesiana confirmou mais uma vez a
localizag&o da raiz do subtipo B nas Américas, na ilha da Hispaniola na década de
1960 (PSP = 1) e estimou a sua disseminagao para Trinidade e Tobago e Jamaica
no inicio da década de 1970 (Tabela 4.5 e Figura 4.7) consistente com estudos
anteriores[37],[38]. A analise Bayesiana também revelou cinco introdugdes
independentes das variantes BCAR na América do Sul a partir da Hispaniola (n = 4) e
Trinidade e Tobago (n = 1), assim como um intenso fluxo viral entre Guiana
Francesa, Suriname, Guiana e o estado de Roraima (Tabela 4.5 e Figuras 4.7 e 4.8).

O primeiro clado foi introduzido desde Trinidade e Tobago (PSP = 0.98) na
Guiana Francesa (PSP = 0.95) por volta de 1977 originando o clado Bcar-sa, que
posteriormente se disseminou desde a Guiana Francesa para o Suriname, Guiana e
diversos estados brasileiros incluindo Amapa, Piaui e Roraima. Esta variante foi
introduzida em Roraima por volta de 1981 onde se disseminou localmente assim
como para o Amazonas, Amapa e Sao Paulo, originando o clado Bcar-sr-- Também
houve uma disseminacdo local desta variante na Guiana onde foi introduzida por
volta de 1982 e originou o clado Bcar-cy, que desde a Guiana se disseminou para
Roraima e para Guiana Francesa.

O segundo clado foi introduzido desde a Hispaniola (PSP = 0.98) no Suriname
(PSP = 0.95) por volta de 1978, originando o clado Bcar-crisr., que posteriormente
se disseminou desde o Suriname para Guiana Francesa. No mesmo periodo, houve
uma introducdo independente de uma variante Bcar desde a Hispaniola (PSP = 1)
no Maranhao (PSP = 1) onde se disseminou localmente assim como para o Para,
Sé&o Paulo, Espirito Santo, Goias e Mato Grosso do Sul, originando o clado Bcar-Briii-
Finalmente, foram inferidas duas disseminagdes independentes desde a Hispaniola
(PSP = 0.99) para Guiana Francesa (PSP = 0.96) entre 1980 e 1984, que geraram
os clados Bcar-crisr-il € Bear- grisr-ii. Ambas linhagens Bcar foram subsequentemente
disseminadas desde a Guina Francesa para o Suriname em multiplas

oportunidades.
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Tabela 4.5. Estimativas Bayesianas do Tyrca dos principais clados Bcar do Brasil,
Guiana Francesa, Suriname e Guiana.

Clado TMmrcA
Subtype B 1968 (1962-1973)
Bear-tr 1974 (1970-1978)
Bcaram 1975 (1970-1980)
Bcar-sa 1977 (1973-1981)
Bear-sr1 1981 (1978-1983)
Bear-srnt 1979 (1975-1984)
Bear-Grisr1 1978 (1974-1983)
Bear-risrnn 1980 (1975-1985)
Bear-grisrm 1984 (1979-1988)
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Figura 4.7 Arvore Bayesiana de maxima credibilidade de sequéncias pol de HIV-1
das maiores linhagens B¢ar do Brasil (n = 67), Guiana Francesa (n = 94) e Suriname
(n =41), sequéncias Bcar da Guiana (n = 7) e ilhas do Caribe (n = 258) e sequéncias
de referéncia do subtipo D (n = 10) da RDC. Os ramos estao coloridos de acordo
com o estado de localizagdo mais provavel de seus nés descendentes, conforme
indicado na legenda a direita. As caixas coloridas indicam as posi¢cdes dos principais
clados Bcar detectados no Brasil, Guiana Francesa, Guiana, Suriname, Jamaica e
Trinidad e Tobago. Os comprimentos dos ramos estao representados em unidades
de tempo (anos). A arvore foi enraizada automaticamente sob a suposi¢cdo de um
reldgio molecular relaxado. AM: Amazonas; AP: Amapa; CD: Republica Democratica
do Congo; ES: Espirito Santo; GO: Goias; GF: Guiana Francesa; GY: Guiana; HISP:
Hispaniola; JM: Jamaica; MA: Maranhao; MS: Mato Grosso do Sul; PA: Para; PI:
Piaui; RR: Roraima; SP: Sdo Paulo; SR: Suriname; TT: Trinidad e Tobago.
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Figura 4 8 Representacdo esquematica da dindmica de disseminagao das variantes
Bcar do HIV-1 entre o Caribe, Brasil, Guiana Francesa, Guiana e Suriname. As
linhas entre os locais representam ramos na arvore Bayesiana onde ocorreram
transicdes de localizagao. A) As linhas coloridas do mapa representam as migragoes
virais originadas a partir da Hispaniola e Trinidad e Tobago. B) As linhas coloridas do
mapa representam as migragdes virais originadas a partir da Guiana Francesa,
Guiana, Suriname, Roraima e Maranhdo. AM: Amazonas; AP: Amapa; ES: Espirito
Santo; GO: Goias; GF: Guiana Francesa; GY: Guiana; HISP: Hispaniola; JM:
Jamaica; MA: Maranhao; MS: Mato Grosso do Sul; PA: Para; Pl: Piaui; RR: Roraima;
SP: Sao Paulo; SR: Suriname; TT: Trinidad e Tobago.
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5 DISCUSSAO

Estudos recentes nos permitem ter uma imagem muito mais precisa da dinamica
de disseminacdo do HIV-1 subtipo B no continente. O subtipo B do HIV-1 foi
provavelmente introduzido no Haiti desde a RDC na década de 1960 [47]. Desde o
Haiti o virus se disseminou paralelamente para os EUA (dando origem ao clado
Branpemico) € para outras ilhas do Caribe (dando origem aos clados Bcar) [48]-[50].
Embora as variantes Bcar € Bpanpemico tenham sido introduzidas simultaneamente
na América Latina entre o inicio dos anos 70 e inicio dos anos 80, a variante
Branpemico foi disseminada de forma muito mais eficiente e compreende mais de
95% das infecgdes pelo subtipo B na maioria dos paises analisados, incluindo o
Brasil [50].

Nosso estudo mostrou que as variantes Bcar foram introduzidas multiplas
vezes no Brasil e circulam em pelo menos 16 dos 21 estados brasileiros aqui
analisados. Embora a epidemia do HIV-1 subtipo B na maioria dos estados
brasileiros € claramente dominada pelo clado Bpanpemico, hossas analises
demonstram que as variantes Bcar atingem uma alta prevaléncia em alguns estados
do Norte (Roraima = 41% e Amazonas = 14%) e Nordeste (Maranhdo = 14%). Uma
alta prevaléncia dos clados Bcar foi também detectada em alguns paises do extremo
norte da América do Sul como a Guiana Francesa (60%) e Suriname (50%), o que
corrobora observagdes anteriores de nosso grupo [50]. Estes resultados indicam que
a epidemia do HIV-1 subtipo B em algumas regides da América do Sul incluindo
Guiana Francesa, Suriname e Roraima esta fortemente relacionada com a epidemia
do Caribe.

Nossas anadlises filogeograficas indicam que as ilhas da Hispaniola e
Trinidade e Tobago foram provavelmente as principais fontes de linhagens Bcar
introduzidas na América do Sul e apontam ainda para um intenso fluxo viral entre a
Guiana Francesa, Suriname, Guiana e os estados do Norte do Brasil. Nossas
analises também mostraram que varios estados brasileiros do Norte (Roraima, Acre,
Amapa e Tocantins), Nordeste (Maranhao e Piaui), Sudeste (Rio de Janeiro e Séo
Paulo), Centro-Oeste (Mato Grosso do Sul) e Sul (Rio Grande do Sul) atuaram como
porta de entrada de variantes Bcar NO pais e que pelo menos trés paises
(Hispaniola, Guiana Francesa e Guiana) foram o epicentro dessas introdugdes.
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A maioria das variantes Bcar introduzidas na América do Sul (principalmente
no Brasil) n&o foi capaz de se estabelecer localmente e ficaram limitadas a um ou
uns poucos individuos. Algumas poucas variantes, no entanto, estabeleceram
epidemias locais e originaram linhagens aqui designadas como Bcar-sa, Bcar-Grisr,
Bcar-GFisril, Bear- GFisrll, Bear-gy, Bearsri, Bearbri, Bear-ri, € Beareriv. Todas
estas linhagens parecem ter surgido num curto intervalo de tempo entre o final da
década de 1970 e o inicio da década de 1980, o que coincide com a data estimada
de origem das principais linhagens do clado Bpanpemico ha América Latina [50]. Isto
confirma que as linhagens Bcar € Bpanpemico foram introduzidas simultaneamente na
América Latina e que a variante Bpanpemico foi disseminada de forma muito mais
eficiente na maioria das regides analisadas, com exceg¢do da Guiana Francesa,
Suriname, o estado de Roraima e possivelmente a Guiana, onde tanto as variantes
Bcar como o clado Bpanpemico foram disseminadas em grande escala.

A linhagem com maior disseminagao regional na América do Sul foi a Bcar-sa
que compreende 35% de todas as sequéncias Bcar da América do Sul aqui
identificadas. Esta linhagem deriva da linhagem Bcar-tr que circula em Trinidad e
Tobago e foi provavelmente introduzida na Guiana Francesa no final da década de
1970. Desde a Guiana Francesa esta variante se disseminou rapidamente para o
Suriname, Guiana e para os estados brasileiros de Roraima, Amapa e Piaui. Na
Guiana e Roraima, esta linhagem estabeleceu epidemias secundarias que
originaram os clados Bcar-cy © Bcar-er1 respectivamente, no inicio da década de
1980. Desde Roraima, a linhagem Bcar-sr.1 foi disseminada principalmente para o
estado do Amazonas. Também foi detectada uma disseminagdo secundaria da
linhagem Bcar-cy desde Guiana para Roraima e Guiana Francesa.

As outras linhagens Bcar foram introduzidas nas Américas provavelmente
desde a Hispaniola na: Guiana Francesa (Bcar-crisr-i € Bcear- Grisr-i), Suriname
(BCAR-GF/SR-I), Maranhao (BCAR-BRII), Sao Paulo (BCAR-BRIII) e Roraima (BCAR-BRIV)- Foi
detectado um intenso fluxo das variantes BCAR-GF/SR-I, BCAR-GF/SR-II, BCAR- GF/SR-lII entre
a Guiana Francesa e Suriname, assim como uma disseminac¢ao da variante Bcar-sri
desde o Maranhdo para outros estados brasileiros das regides Norte, Sudeste e
Centro-Oeste, da variante Bcar-srii desde S&o Paulo para outros estados das
regides Sudeste, Norte e Sul, e da variante Bcar-sriv desde Roraima para estados da
regidao Sudeste.
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As multiplas introducdes e a elevada prevaléncia de variantes Bcar Observada
na Guiana Francesa e no Suriname coincidem com um intenso fluxo migratorio entre
estes paises e as ilhas do Caribe [69], mobilidade essa facilitada ndo somente pela
proximidade geografica, mas também por questdes -culturais, linguisticas e
econdmicas. A Guiana Francesa, assim como o Suriname e a Guiana, sao paises
essencialmente povoados na faixa atlantica, isolados dos demais paises da América
do Sul pela floresta amazénica e que falam idiomas (francés, inglés, neerlandés, e
diversas linguas crioulas como o papiamento) comuns com as ilhas do Caribe [70].
Suriname e Guiana sdo também membros do Mercado Comum do Caribe
(CARICOM), organizagdo de 15 nacgdes e dependéncias caribenhas que inclui
também Bahamas, Belize, Haiti, Jamaica, Trinidad e Tobago e varias outras ilhas
das Antilhas menores. O CARICOM nao apenas promove a integracdo econdémica e
politica, mas também facilita a livre circulagao de pessoas para o turismo ou trabalho
entre os paises. Por sua vez, a Guiana Francesa tem uma forte conexdao com as
ilhas caribenhas que fazem parte das Antilhas francesas (Martinica, Guadalupe, Séo
Bartolomeu e Sao Martinho).

A Guiana Francesa foi apontada pelas nossas analises como o principal
epicentro da disseminagao regional da linhagem Bcarsa nha América do Sul.
Algumas evidéncias, no entanto, sugerem que a Guiana pode ter se desempenhado
como um importante ponto de entrada e disseminagao desta variante, mas que sua
participacdo pode ter sido subestimada devido ao pequeno numero de sequéncias
do HIV-1 disponiveis deste pais. Primeiro, note-se que uma proporgao significativa
(10%) de imigrantes em Trinidad e Tobago sdo da Guiana [69], o que poderia
explicar a disseminagao da variante Bcar.tt desde esta ilha caribenha para Ameérica
do Sul. Segundo, todas as sequéncias Bcar pol da Guiana disponiveis (n = 7)
agruparam dentro do clado Bcar.sa 0 que aponta para uma alta prevaléncia desta
linhagem no pais. Terceiro, existe um fluxo migratério muito mais intenso entre o
estado de Roraima e a vizinha Guiana, do que entre Roraima e a Guiana Francesa
com a qual nao faz fronteira[71]—-[78]. De fato, uma das estirpes Bcar detectadas em
Roraima foi isolada de um individuo da cidade guianense de Lethem, localizada na
fronteira com Roraima, que era acompanhado na capital Boa Vista. Por tanto, a
geracao de um maior numero de sequéncias do HIV-1 subtipo B da Guiana sera
fundamental para reconstruir com maior preciséo as rotas de disseminagao do clado

Bcar-sa o extremo norte da América do Sul.
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Dados histéricos podem nos auxiliar a entender a introducdo de variantes
Bcar tanto em Roraima como no Maranhdo. A data estimada de origem dos clados
Bcar em Roraima coincide com um periodo de rapido crescimento populacional e
maior acessibilidade geografica no estado. A populagdo de Roraima aumentou de
41.000 para cerca de 220.000 habitantes entre 1970 e 1990 [79][80]. Muitos desses
migrantes brasileiros inicialmente atraidos pelo surgimento de atividades de
mineracdo legal/ilegal em Roraima migraram posteriormente para a Guiana e o
Brasil € hoje um dos principais paises de origem de migrantes para aquele pais[71].
A crise econ6mica na Guiana também produziu um fluxo migratério crescente do
povo guianés para Roraima desde a década de 1960, particularmente para o
municipio vizinho do Bonfim e a capital do estado Boa Vista[71]. Estas mudancas
drasticas na estrutura demografica de Roraima e na mobilidade da populagéo
podem ter alimentado a introdugado de linhagens Bcar desde Guiana para Roraima.
Por sua vez, a disseminagao do clado Bcar.sr1 desde Roraima para o Amazonas é
esperado considerando que estes dois estados vizinhos mantém um fluxo
populacional muito intenso através da rodovia BR-174 que foi também inaugurada
na década de 1970.

O Brasil também sofreu no inicio da década de 1980 uma grave crise
econdmica que motivou um aumento no processo de emigragdo aos paises
fronteiricos. Guiana, Suriname e Guiana Francesa contabilizam hoje
aproximadamente 42 mil brasileiros imigrantes, particularmente dos estados de
Maranhao, Para e Amapa [71]-[78]. A migracao através da fronteira com a Guiana,
Suriname e Guiana Francesa esteve (e ainda esta) diretamente relacionado ao
movimento de garimpeiros e profissionais do sexo [71]. Relatos historicos
demonstram um ambiente promiscuo e com redes de prostituicio amplamente
disseminadas nos garimpos dessas regides de fronteira. Estudos também mostram
gue os migrantes sao frequentemente mais vulneraveis do que as populagdes locais
a contrair infecgao pelo HIV e enfrentam maiores obstaculos no acesso a cuidados
meédicos. Ao mesmo tempo, muitos desses garimpeiros e profissionais do sexo
retornam ao Brasil de tempos em tempos [71] gerando assim uma alta
interconectividade entre os estados do Norte e Nordeste do Brasil com a Guiana,
Suriname e Guiana Francesa, o que pode ter facilitado a propagacao das variantes

Bcar desde esses paises.
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Embora a alta prevaléncia de variantes Bcar detectadas no Norte e Nordeste
do Brasil pode estar correlacionada com o intenso fluxo migratério para a Guiana,
Suriname e Guiana Francesa nas décadas passadas, os resultados das nossas
analises apontam algumas inconsisténcias para esta hipotese. Primeiro, as nossas
analises filogeograficas suportam uma disseminagao direta de variantes Bcar desde
o Caribe para o Maranhdo, e ndao uma disseminacao desde a Guiana, Suriname ou
Guiana Francesa. Segundo, muitas pessoas dos estados do Amapa e Para
migraram para a Guiana Francesa, Suriname e Guiana desde meados da década de
1960 [71]-[78]. Apesar disso, detectamos uma baixa proporgéo (3-4%) de variantes
Bcar nesses estados e escassas evidéncias de uma propagagéao direta de variantes
Bcar desde esses paises do extremo norte da América do Sul para o Amapa ou
Para. Isto sugere que outros fatores, além das migragdes historicas através da
fronteira norte do Brasil, desempenharam um importante papel na introducéo e na
disseminacgao de variantes Bcar do HIV-1 no Norte e Nordeste do Brasil.

A importancia de fatores estocasticos na disseminacao de variantes Bcar para
o Brasil pode ser exemplificada através da linhagem Bcar-srii- O clado Bcar-sr-n
parece ter sido a unica linhagem brasileira ndo-pandémica de subtipo B que se
originou fora das regides Norte/Nordeste. Este clado foi provavelmente introduzido
do Caribe no estado de Sao Paulo e de |4 foi disseminado ao Rio de Janeiro, Minas
Gerais, Rio Grande do Sul e Para. Um estudo anterior realizado pelo nosso grupo
indica que este clado (anteriormente denominado Bcar-sr1) também foi disseminado
do Brasil para a Argentina [50], o que aponta para a existéncia de uma linhagem
Bcar com origem em Sao Paulo e circulando principalmente na regido sul da
América do Sul. A relevancia de Sao Paulo como potencial porta de entrada e
disseminagdo de novas cepas de HIV-1 pode ser explicada pela alta
interconectividade deste estado com outros paises e estados brasileiros ja que Sao
Paulo recebe um grande numero de visitantes através do seu aeroporto
internacional e hospeda uma alta propor¢gdo dos imigrantes que chegam ao Brasil.
Por outra parte, estes resultados devem ser interpretados com cautela porque o

clado Bcar-sr-ii1 fOi 0 Unico a ter um baixo suporte estatistico.
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6 CONCLUSOES

e As linhagens Bcar representam uma elevada proporgéo (>10%) das infecgbes
pelo HIV-1 subtipo B em alguns estados das regides Norte (Roraima e
Amazonas) e Nordeste (Maranh&o) do Brasil.

e A epidemia de HIV-1 subtipo B em Roraima apresenta um perfil molecular
singular caracterizado por uma elevada proporgéo (>40%) de variantes Bcar €
BranpEmico, Similar aquele observado em paises do extremo norte da América
do Sul (Guiana Francesa e Suriname) e em algumas ilhas do Caribe
(Bahamas e Jamaica).

e Varios estados de todas as regides do Brasil atuaram como porta de entrada
de variantes Bcar N0 pais e pelo menos trés locais (Hispaniola, Guiana
Francesa e Guiana) foram apontados como epicentros dessas introdugoes.

¢ Umas poucas variantes B¢ar introduzidas nos estados de Roraima, Maranhao
e Sao Paulo entre o final da década de 1970 e o inicio da década de 1980
conseguiram se disseminar e estabelecer epidemias locais no Brasil.

e O processo de emigracao relacionada ao garimpo para Guiana, Suriname e
Guiana Francesa, ocorrido durante as décadas de 1970 e 1980, podem
explicar parcialmente a elevada prevaléncia das variantes Bcar em estados
das regides Norte e Nordeste do Brasil.

e As populagdes de migrantes através das fronteiras do extremo norte do Brasil
podem representar uma fonte de introdugdo de novas variantes do HIV no
pais e devem um importante alvo de campanhas de prevencdo da
transmissao do virus.

e A relevancia de eventos estocasticos (ndo relacionados a processos
histéricos de migragdes de grande escala) na disseminacao de variantes Bcar
para o Brasil deve ser também considerada.
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