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A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) foi largamente
disseminada pela populagdo humana a partir da década de 80. Diversos estudos
retrocedem o surgimento da epidemia do HIV a virus infectantes de simios africanos de
vida livre e ao conseqliente contato entre estas espécies e humanos. As rapidas taxas
evolutivas e a associacdo as inter-relagbes humanas foram suficientes para a
disseminacéo e a diversificacdo das formas virais. Desta forma, a expansdo do HIV-1
pelo mundo estabeleceu uma pandemia formada por diferentes variantes virais. O
subtipo B foi a primeira forma detectada do virus e atualmente esta presente em um
grande namero de paises, sendo responsavel por aproximadamente 10% das infeccOes
por HIV no mundo todo.

Fora da Africa, o subtipo B emergiu na regifo do Caribe, se disseminou pelos
paises vizinhos e atingiu os Estados Unidos, onde estabeleceu a pandemia. O tracado
geografico das rotas de disseminacdo nas Ameéricas a partir do Haiti €, até 0 momento,
difuso ou ausente. O presente trabalho visa investigar a histéria evolutiva do subtipo B
nas Americas e, atraveés de filogenias e analises estatisticas, examinar o papel da
América do Sul no estabelecimento da epidemia.

Os resultados obtidos sugerem uma participacdo primaria das populacbes da
América do Sul na disseminacdo do subtipo B. A estruturacdo populacional e as
filogenias corroboram uma ligacdo epidemioldgica importante entre os paises do Caribe
e 0s da Ameérica do Sul, visto que um clado agrupando isolados sul-americanos emerge
diretamente do clado caribenho. Além deste, um grande grupo, formado por sequéncias
das trés Americas, denominado cluster pandémico, compartilhna um ancestral comum
com o clado da América do Sul. Possiveis explicaces para estes resultados envolvem a
co-dispersdo para as Américas a partir do Caribe e também a intermediacdo da América
do Sul entre o Caribe e os Estados Unidos no estabelecimento da pandemia. Dados
histdéricos de migracdes populacionais a partir do Caribe reforcam estes cenarios.

Os dados apresentados revelam uma nova perspectiva a respeito da epidemia do
HIV-1 subtipo B. Além disso, destacam a utilidade de uma abordagem populacional
para o entendimento da dispersdo da epidemia, contribuindo para a avaliacdo entre a

diversidade viral e a movimentacao de popula¢ées humanas.



Infections with human immunodeficiency virus (HIV) have been widely
disseminated by the human population from the 1980's. Several studies point the onset
of the epidemic to virus infecting free-living African apes through blood contact
between these species and humans. The fast evolutionary rates and the human
relationships were sufficient for the spreading and diversification of the epidemic. Thus,
the spread oh HIV-1 established a worldwide pandemic formed by different viral forms.
Among them, subtype B was the first form detected and is currently present in a large
number of countries, accounting for approximately 10% of HIV infections worldwide.

Out of Africa, subtype B likely emerged in Haiti in the Caribbean region,
reached neighboring countries and the United States, where the pandemic was
established. The geographical layout of the routes of spread within the Americas, so far,
is diffuse or absent. This study aimed to investigate the evolutionary history of subtype
B in the Americas and, through phylogenetic and statistical analyses sought to examine
the role of South America in the pandemic.

Our main findings suggest a primary involvement of the populations of South
America in the spread of subtype B. The genetic structure of the viral population and the
phylogenetic analyses supported an epidemiological link among the countries of the
Caribbean and South American ones since a clade grouping isolates from South
America emerges directly from the Caribbean. Besides this, a large group, formed by
sequences of the three Americas, called pandemic cluster, share a common ancestor
with the clade of South America. The co-dispersion to the Americas from the Caribbean
and the intermediation of South America between the Caribbean and North America
epidemics are explanations to support our results.

The data presented here outline a new perspective on the HIV-1 subtype B
epidemic. Furthermore, we highlight the usefulness of a population-based approach to
understanding the spread of the epidemic, contributing to the assessment between the

viral diversity and the movement of human populations.



Apos trés décadas da descoberta do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e
do seu desenfreado alastramento pelos diferentes grupos populacionais (Hemelaar et al.,
2006), refletindo em mudangas nos contextos sociais, econdémicos e culturais, 0 mundo
se deparou recentemente com uma reversdo da pandemia. Apesar de aproximadamente
33 milhdes de pessoas conviverem com o virus (Figura 1.1), a epidemia, desde 1999, ja
assumiu uma queda de 19% no numero de novos casos. O numero de mortes
relacionadas a consequente Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (do inglés
Acquired Immunodeficiency Syndrome - AIDS), causada pelo virus, ndo decresceu, mas
se encontra em um patamar estavel e, no entanto, a qualidade de vida dos pacientes foi
beneficiada pela crescente disponibilidade e adeséo a terapia antirretroviral (UNAIDS,
2010).
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Figura 1.1: Prevaléncia global de individuos vivendo com HIV em 2009. Para as areas em cinza ndo ha
dados disponiveis. Fonte: UNAIDS, 2010



Estudos de origem e disseminacdo do virus também demonstram resultados
promissores (Paraskevis et al., 2007; Salemi et al., 2008; Oliveira et al., 2010; Gray et
al., 2009; Lemey et al., 2003; Guimardes et al., 2009). Ao mesmo tempo em que as altas
taxas de mutacdo e a extrema diversidade genética sdo um obstaculo para o
desenvolvimento de vacinas, drogas anti-virus e para outras variaveis terapéuticas e
prognosticas (Rambaut et al., 2004), a diversidade acumulada ao longo dos anos nos
genomas virais possibilita a reconstrucéo historica da expanséo inicial da pandemia e o
entendimento das rotas de disseminagédo das variedades virais atuais (Vidal et al., 2000;
Plenum et al., 1999; Li et al., 1988). Felizmente, a resolucdo de questbes-chave
relacionadas a biologia evolutiva do virus e a interacdo com o hospedeiro humano em
seus processos de migracdo, sem davida alguma, contribuira fundamentalmente para as
areas que visam beneficiar a vida dos pacientes, amenizar a evolucdo da doenca e

eliminar o virus da populacdo (Rambaut et al., 2004).

A AIDS foi primeiramente reconhecida nos Estados Unidos em 1981, seguida de
um crescimento na incidéncia de raras doencas oportunistas, como a pneumonia causada
por Pneumocystis carinii, em homens que fazem sexo com homens que se tornaram
imunodeficientes em decorréncia da infecgdo viral (Gottlieb et al., 2006; Ks et al.,
2002). A primeira evidéncia de que a sindrome era causada por um virus surgiu em
1983, quando particulas virais foram isoladas de pacientes sintomaticos no Instituto
Pasteur pela equipe do Dr. Luc Montaigner (Chermann et al., 2007). O virus, nesse
momento, foi denominado LAV, virus associado a linfoadenopatia (Barré-Sinoussi et
al., 1983). Na mesma edicdo da publicacdo desses resultados, o grupo de Robert Gallo,
nos Estados Unidos, relatou o isolamento de uma nova variante de HTLV (virus T-
linfotropico humano), chamada de HTLV-III, também de pacientes sintomaticos para
AIDS (Gallo et al., 1983). Posteriormente, ficou comprovado que o virus descrito pelo
grupo americano era 0 mesmo isolado pelo grupo francés (Marx et al., 1985). Em 1986,
0 Comité Internacional de Taxonomia dos Virus (ICTV) recomendou a denominacao do

agente etiologico da AIDS como virus da imunodeficiéncia humana — HIV (J. Coffin et



al. 1986). No mesmo ano, a equipe de Luc Montagnier isola um segundo virus também
causador da sindrome da imunodeficiéncia, denominado de HIV-2 (Clavel et al.,1986).

Diversos fatores biologicos, denominados fatores de risco, sdo associados a
transmissdo do HIV; entre eles a concentracdo do virus em fluidos bioldgicos, a
integridade e vulnerabilidade da mucosa envolvida, a duragdo da exposi¢éo e a amostra
viral transmitida. Os fatores comportamentais, como 0 numero de parceiros sexuais, 0
uso de preservativos e o compartilhamento de seringas também sdo diretamente
relacionados aos fatores bioldgicos. As principais formas de transmissdo do HIV
envolvem as vias sexual, sanguinea e vertical (parto ou aleitamento). Os casos de
transmissdo ocupacional sdo raros e giram em torno de apenas 0,3% dos casos de HIV
(Schwartz e Nair, 1999; Barré-Sinoussi et al., 1983; Robinson et al., 2002; Sodora e
Silvestri, 2008).

O HIV tem acesso ao organismo através das mucosas, mais usualmente, pelo
contato sexual. Esta forma de transmissdo ocorre pelo contato entre secrecOes
contaminadas pelo virus e a mucosa retal, genital ou oral. Diversas teorias foram
propostas para explicar a dindmica da infeccéo viral nas mucosas humanas, mas, até o
momento, parece nao haver um consenso. A regra geral para estas hipoteses, no entanto,
estd na infeccdo priméria das células dendriticas, células do sistema imune posicionadas
nas camadas abaixo da mucosa. Através destas células, o HIV teria a possibilidade de
encontrar e infectar as diversas células do sistema imune, seu alvo celular principal
(Hladik e McElrath, 2008; Levy et al., 1990).

A infeccdo pelo HIV resulta em uma doenga cronica e progressiva (Sodora e
Silvestri et al., 2008). O curso da infeccdo € marcado pelo aumento no nivel da
replicacdo viral e emergéncia de amostras mais virulentas. A AIDS é caracterizada por
uma gradual deplecédo de células T CD4+ que, em ultima andlise, levam a uma série
deficiéncia no estabelecimento de uma resposta imune eficaz contra patégenos (Sodora
e Silvestri et al., 2008; Cloyd et al., 2000; Schwartz e Nair, 1999).



Os retrovirus sdo virus envelopados de RNA que se caracterizam pela presenca
de uma enzima responsavel pela retrotranscricdo de RNA em DNA, denominada
transcriptase reversa (Hoffman et al.,1985). Sete géneros formam essa familia de virus,
incluindo os Lentivirus. Este género possui caracteristicas morfologicas e bioldgicas
comuns e é caracteristicamente responsavel por doencas crénicas com um longo periodo
de incubacdo. Geneticamente, estdo associados a presenca de trés genes que codificam
proteinas fundamentais para seu ciclo replicativo na célula hospedeira: 5’-gag-pol-env-

3’ ( Coffin et al.,1991).

O HIV é um retrovirus, membro do género lentivirus (Chang et al., 1993). Seu
genoma é composto por duas fitas simples positivas ndo-complementares de RNA
(Schwartz e Nair, 1999) que codificam nove genes encapsulados por, aproximadamente
2000 copias de uma pequena proteina do capsideo chamada p24. Pelo menos, sete
estruturas secundarias importantes sdo detectadas no RNA viral para auxiliar a ligacéo
de diversas proteinas (Hofacker et al.,1998). O genoma é ainda envolto por uma
protecdo lipoprotéica denominada envelope, formado pela membrana plasmatica da
célula hospedeira onde o virus foi formado (Cantin et al., 2005). Entre o envelope e 0
capsideo, espaco da matriz, pequenas proteinas preenchem e ajudam na sustentacdo da
estrutura (Figura 1.2.1).

O genoma viral é formado por aproximadamente 10.000 nucleotideos,
organizados em nove regides génicas que codificam 19 proteinas (Muesing et al.,1985)
(Figura 1.2.2). As proteinas codificadas sdo divididas em trés classes: (i) as proteinas
estruturais GAG, POL e ENV sdo responsaveis pela maquinaria de replicacdo e,
certamente, pela estrutura dos virions; (ii) as proteinas regulatérias TAT e REV séo
responsaveis pela transcricdo de genes virais; e (iii) as proteinas acessorias Nef, Vif,
Vpr and Vpu ou Vpx sdo responsaveis por diversas fungdes, incluindo o escape do

sistema imune (Costin, 1988).

O gene gag codifica uma proteina precursora de 55 kilodaltons (p55)

responsavel pela formacao do capsideo (Bryant e Ratner, 1990). Durante o processo de



maturacdo viral, a proteina precursora p55 é clivada, pela protease viral, em proteinas
menores designadas pl7 (proteina da matriz), p24 (proteina formadora do capsideo
conico), p9 (proteina do nucleocapsideo) e p6 (proteina do nucleocapsideo) (Gottlinger
etal., 1989).

Bicamada
Lipidica

Protease

Integrase

Transcriptase
Reversa

Figura 1.2.1: Estrutura do HIV. Adaptado de Schwartz e Nair (1999).

As proteinas do gene pol sdo sempre traduzidas juntamente com as do gene gag
(Jacks et al., 1988). Essas proteinas sdo entdo produzidas através de uma mudanca do
quadro de leitura do mRNA. Apenas em 5% dos casos ocorre esta mudanca GAG-POL
(Parkin et al.,1992). A poliproteina precursora POL é subseqlientemente clivada em
quatro proteinas fundamentais para a replicacdo efetiva do virus: protease (pl0),
transcriptase reversa (p50), RNAse H e integrase (Parkin et al., 1992) (Figura 1.2.2). A
proteina p10 produz uma aspartil-protease responsavel pela clivagem dos precursores
poliprotéicos durante a fase de maturagdo dos virions (Ashorn et al.,1990). A
transcriptase reversa tem funcdo de polimerase RNA-dependente e DNA-dependente,
fundamentais para o processo de transcri¢do reversa (Zack et al.,1990). A RNAse H ¢
responsavel pela degradacdo do RNA viral ap0s a transcricdo reversa e , devido a falhas
da protease na clivagem, esta em 50% dos casos associada a transcriptase reversa. Por
Gltimo, a integrase é a proteina responsavel pela insercdo do DNA retrotranscrito no

genoma do hospedeiro (Bushman et al.,1990).
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Figura 1.2.2: Organizagdo gendmica e relagdo a estrutura protéica do HIV. Adaptada de Watts et al. (2009).

O gene env codifica apenas uma proteina, a gp 160. Depois de sintetizada, esta
poliproteina (p160) € levada ao complexo de Golgi para adi¢do de carboidratos (gp 160)
(Costin et al.,2007). Subseqiientemente, € clivada por proteases celulares, originando
duas proteinas, gp 120 e gp 41 para HIV-1, ou gp 125 e gp 36 para HIV-2. A gp 41 se
associa com a gp 120 e, formando trimeros, sdo levadas a membrana plasmatica da
célula hospedeira de maneira que a gp 41, proteina transmembrana, ancore a gp 120
voltada para o lado externo (Costin et al.,2007). Estas duas glicoproteinas em conjunto
serdo parte do envelope viral e tém papel fundamental na interacédo e fusdo do virus com

a célula hospedeira para que se inicie o ciclo replicativo infeccioso (Chan et al.,1997).

A proteina regulatéria TAT é um transativador transcricional essencial para a
replicacdo do HIV (Ruben et al.,1989). Se liga, juntamente com proteinas da célula

hospedeira, a uma regido no RNA viral designada elemento de resposta a transativacéo,



localizada na regido 5° do genoma viral. Age principalmente para promover o

elongamento da transcricdo do HIV (Southgate e Green, 1991).

A exportacdo nuclear dos mRNAs virais é criticamente dependente da atividade
da proteina REV, um ligante de RNA importante para a transcrigdo efetiva dos genes do
virus. REV se liga a uma estrutura secundaria do RNA viral e auxilia na exportacdo dos
RNAs que constituirdo o genoma dos novos virus. Na auséncia da proteina REV a
maquinaria do spliceossomo da célula hospedeira atua nos transcritos virais e produz
apenas 0s mMRNAs das proteinas regulatorias do virus mas ndo RNA gendmico (Felber
et al.,1990).

Em adicdo aos genes gag, pol, env, tat e rev contidos em todos o0s retrovirus, o
HIV contém quatro genes adicionais denominados genes acessorios (Costin,1988). As
proteinas codificadas por esses genes, apesar de acessorias, sdo fundamentais, pois
representam fatores de viruléncia importantes para infeccdo das células. A proteina Nef
é a primeira a ser detectada apds a infeccdo em uma célula ( Kim et al.,1989) e sua
expressdo parece ter diversas consequéncias, incluindo a influéncia na modulagédo da
expressdao de CD4 na superficie, a ativacdo deficiente das células de células T e a
facilitacdo da infeccdo por HIV (Kim et al.,1989). A proteina Vif é incorporada aos
virions do HIV e ajuda na infectividade do virus. Recentemente, foi descoberto que esta
proteina é capaz de bloquear a funcdo da proteina celular APOBEC-3G, proteina com
funcdo de desaminar o heteroduplex de DNA:RNA no citoplasma (Wiegand et
al.,2004). Vpr também é uma proteina incorporada ao virion e participa no
direcionamento do complexo de pré-integracdo ao nucleo da célula infectada, sendo
capaz de interagir com proteinas dos poros nucleares (Vodicka et al., 1998). Vpu é
encontrado apenas no HIV-1 tendo a funcdo de garantir o brotamento do virus da
membrana plasmatica de célula hospedeira. No HIV-2, o gene codificante de Vpu é
substituido pelo gene vpx, que é estruturalmente similar ao gene vpr e também apresenta

fungdes semelhantes (Mahalingam et al., 2001).



O termo tropismo viral se refere ao tipo de células alvo de um determinado
virus. Esta “preferéncia” ¢ fundamentalmente determinada pela interacdo dos receptores
virais com os receptores celulares localizados na face externa da membrana plasmatica.
O HIV é capaz de infectar diferentes tipos de células humanas, principalmente aquelas
relacionadas com o sistema imune, interagindo com proteinas do tipo CD4. As
moléculas de CD4 sdo glicoproteinas que desempenham funcdo de amplificacdo de
sinal ou sinalizacéo e, desta forma, participam ativamente para efetividade da resposta
imune. Excepcionalmente, o HIV tipo 2 apresenta linhagens que séo capazes de infectar

células humanas independente da presenca de CD4 (Reeves et al., 1999).

O tropismo do HIV-1 por diferentes células humanas ndo é explicado apenas
pela ligacdo as moléculas de CD4 (Berger et al., 1999). Além de receptores, é necessaria
a interacdo com outras moléculas para entrada do virus. Os receptores de quimiocinas
CXCR4 e CCR5, membros dos receptores acoplados a proteina G, foram identificados
como principais co-receptores para infeccdo do HIV-1 (Berger et al., 1999). Algumas
linhagens do virus exibem alta eficiéncia na infeccdo continua de células T CD4+
primarias, mas ndo de macréfagos primarios ou monocitos, e geralmente induzem a
formag&o de sincicios. Esta linhagem utiliza predominantemente o co-receptor CXCR4
para entrada na célula hospedeira (Schwartz e Nair, 1999; Coakley et al., 2005). Em
contraste, outra linhagem do virus infecta mondcitos, macréfagos e células T primarias
com maior eficiéncia do que células T transformadas, utilizando co-receptores do tipo
CCR5 (Coakley et al., 2005). Estas linhagens foram respectivamente denominadas T-
tropicas, ou indutoras de sincicio, e M-tropicas, ou ndo indutoras de sincicio (Berger et
al., 1999). Estas diferencas no tropismo sdo provavelmente uma consequéncia das
diferencas na sequéncia de nucleotideos na regido V3 loop, subunidade da gp 120,
responsavel pela interacdo com os co-receptores (Coakley et al., 2005; Schwartz e Nair,
1999).

Particulas virais que utilizam o CCR5 como co-receptor (R5) sdo predominantes
no curso inicial da infecgéo pelo HIV-1 e, provavelmente, sdo a maioria significante de

virus que séo transmitidos de um individuo a outro (Brumme et al., 2005; Moyle et al.,



2005). Estes processos de selecdo de particulas R5 ndo sdo bem compreendidos até o
momento, mas acredita-se que na transmissdo sexual do virus os espermatozoides
carreguem apenas virus R5, pois eles possuem receptores CCR5 e ndo CXCR4
(Muciaccia et al., 2005). Aléem do mais, os macrdfagos, células importantes para o inicio
da infeccdo pelo HIV, sdo altamente susceptiveis ao virus R5 (Schwartz e Nair, 1999).
Durante o curso da infeccdo, ocorre uma adaptacdo viral para utilizacdo de co-
receptores CXCR4 ao invés de CCR5 (Koot et al., 1996). Linhagens que possuem
tropismo para os dois co-receptores séo, desta forma, consideradas uma forma viral de

transicdo (Coakley et al., 2005).

O ciclo de infeccéo e replicacdo do HIV pode ser didaticamente dividido em seis
fases: (i) interacdo e entrada; (ii) desmantelamento; (iii) transcricdo reversa; (iv)
integracdo do provirus (v) sintese de proteinas e montagem e (vi) brotamento (Fanales-
Belasio et al., 2010) (Figura 1.3.1).

Inicialmente, o processo de infeccdo da célula hospedeira pelo HIV envolve a
interacdo entre a gpl20 e as moléculas receptoras e co-receptoras da célula, CD4 e
CCR5 ou CXCR4. No momento do contato, célula CD4+ e virus, ocorre a interacdo
entre gpl120 e CD4, levando a uma complexa mudanca conformacional das proteinas do
envelope viral a fim de expor o sitio especifico de ligagdo ao co-receptor. A dupla
ligagdo da gp120 em ambos receptores celulares permite uma interagdo estavel com a
membrana plasmatica da célula, e por conseqiiéncia levam a mudangas na por¢ao extra-
envelope da gp4l. Esta segunda mudanca aproxima o envelope da membrana
plasmatica e permite a fusdo e conseqliente entrada do capsideo viral na célula
hospedeira (Schwartz e Nair, 1999; Fanales-Belasio et al., 2010).

Duas hipdteses sugerem diferentes momentos para o desmantelamento do
capsideo (Arhel et al., 2010). Na primeira, 0 capsideo é desmantelado proximo a
membrana, logo apds a fusdo com o envelope viral, e serd necessario para a formagéo
do complexo de transcricéo reversa (Bukrinsky et al., 2004). O segundo modelo propde
que o capsideo permanece intacto durante a fusdo do virus e serd desmantelado ao longo
do caminho até o nucleo, enquanto ocorre a transcricao reversa (Warrilow et al., 2009).

Neste modelo, o desmantelamento ocorre em resposta a mudancas no ambiente celular.
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Figura 1.3.1: Aspectos principais do ciclo replicativo do HIV. Adaptado de Rambaut e colaboradores
(2004).

A retrotranscricdo do genoma viral envolve inicialmente a sintese de uma fita
negativa de DNA a partir do RNA pela enzima viral transcriptase reversa. O hibrido
DNA/RNA ativa a degradacéo da fita de RNA, pela porcdo da RNAse H. Duas regides
do RNA viral resistem a degradacdo realizada pela RNAse H e servem como primers
para sintese da fita complementar de DNA. O produto final da transcricdo reversa é uma
molécula de DNA dupla-fita (Charneau et al., 1994) que sera conduzida ao ndcleo para

posterior integracdo no genoma humano (Fanales-Belasio et al., 2010).

O DNA viral dupla-fita recém sintetizado é acompanhado pela Integrase até o
nucleo da célula hospedeira (Fanales-Belasio et al., 2010). No nucleo, o genoma viral é
inserido randomicamente no genoma da célula hospedeira através da integrase. Esta
proteina cliva nucleotideos das extremidades 3’ do DNA viral dupla-fita, criando duas
extremidades adesivas e une 0 DNA viral ao DNA do hospedeiro (Schwartz e Nair,
1999).



Os processos de transcrigdo iniciais dos genes provirais resultam na sintese de
proteinas virais regulatérias como Tat e Rev. Tat se liga a0 RNA nascente da
transcricdo e estimula a formacéo de transcritos maiores. Rev facilita a transcricdo de
longos transcritos de RNA e a expressdo de genes estruturais e enzimaticos, além de
inibir a producéo de proteinas regulatérias, promovendo assim a formacdo de particulas
virais. RNAs codificantes virais migram para o citoplasma, onde as proteinas dos novos
virions serdo sintetizadas. Proximo a superficie interna da membrana plasmatica da
celula hospedeira, dois RNAs do virus se associam as enzimas virais, enquanto
proteinas do capsideo se associam a estes formando o nucleocapsideo. A partir dai,
iniciara o brotamento, processo de saida da particula viral da célula (Fanales-Belasio et
al., 2010; Schwartz e Nair, 1999; Levy et al., 1990) (Figura 1.4.1).

O brotamento do HIV é um evento de fissdo no qual a membrana plasmatica da
célula hospedeira é estruturalmente afetada, criando uma pequena membrana ao redor
do capsideo, denominada o envelope viral (Pornillos et al., 2002). Durante este
processo, 0 virus pode incorporar proteinas de membrana da célula hospedeira (Fanales-
Belasio et al., 2010). Ap6s o brotamento da particula viral, processos proteoliticos do
capsideo levam a um rearranjo estrutural do virion e geram uma particula infectante

madura pronta para infectar outra célula (Schwartz e Nair, 1999).

O inicio da historia da infecgdo do virus da imunodeficiéncia em humanos é um
exemplo catastrofico da relacdo entre diferentes espécies (Santiago et al., 2005; Nau et
al., 2009; Yamaguchi et al., 2000). As condicGes precarias de vida e a cultura de certos
povos habitantes do continente africano colaboraram sobretudo com a origem, expansao
e difusdo do novo virus pela populacdo humana (Perrin et al., 2003). Aproximadamente
um século depois do surgimento do HIV (Worobey et al., 2008), oito mil pessoas
morrem diariamente vitimas da infeccdo e o alastramento continua sem qualquer

mengcé&o de ser controlado ou exterminado (UNAIDS, 2009).



Atualmente, 40 espécies de primatas abrigam infeccbes pelo virus da
imunodeficiéncia simia (SIV) (Sharp et al., 2010). Apesar do titulo de causador da
imunodeficiéncia, o perfil patologico dessas infecgdes permanece desconhecido para a
maioria das espécies. Para alguns individuos, no entanto, é relatado um quadro
patolégico semelhante ao da infeccdo pelo HIV em humanos (Trivedi et al., 2010).
Embora espécie-especificos, a transmissdo destes virus entre diferentes espécies de
simios ja foi observada tanto em cativeiro, quanto em animais de vida livre. A
freqUéncia desses eventos e o0 impacto para a evolucdo do virus e para o
desenvolvimento da patogenia ainda estdo sendo estudados (Hahn et al., 2000).
Pesquisas recentes, baseadas em métodos moleculares, demonstram que os SIVs estdo
presentes na Africa, junto com seus hospedeiros, ha mais de 30.000 anos (Worobey et
al., 2010). Sendo assim, as diversas espécies simias representam um antigo e extenso
reservatorio de virus com o potencial para infectar e alastrar uma nova epidemia em

uma nova espécie (Hahn et al., 2000).

O surgimento de duas linhagens de HIV, HIV-1 e HIV-2, é o resultado
de, no minimo, doze transmissdes zoondticas independentes do virus simio para
humanos (Wertheim e Worobey, 2009; Nau et al., 2009). Particularmente, as duas
linhagens humanas ndo apresentam relacdo genética proxima, porém estdo relacionadas
com diferentes linhagens de SIVs, indicando diferentes origens na regido da Africa
(Wolfe et al., 2004) (Figura 1.4.1). Andlises evolutivas e filogenéticas fornecem claras
evidéncias a respeito da provavel origem e das datas de expansdo da epidemia e podem
desta forma, ajudar a desvendar os fatores genéticos que levaram a diversidade

molecular destes virus (Sharp et al., 2001).

A origem do HIV-2 é atribuida ao contato entre humanos e macacos da espécie
Cercocebus torquatus atys (sooty mangabey), distribuidos na regido do oeste da Africa,
se estendendo do Senegal a Costa do Marfim (Lemey et al., 2003; Schim e Aaby, 1999;
Yamaguchi et al., 2000). Cinco linhas de evidéncia foram usadas para conclusdo da via
zoonotica do virus tipo dois (Gao et al., 1994; Hahn et al., 2000): (a) similaridade da
organizacdo gendmica; (b) relagdo filogenética; (c) prevaléncia no hospedeiro natural;
(d) coincidéncia geografica e (e) rota de transmissdo plausivel. Devido a alta
variabilidade do HIV-2 e seu comportamento filogenético quando relacionado com
sequéncias do SIVsm (SIV infectante dos simios sooty mangabey), sdo atribuidas

diversas passagens mangabey-humanos (Sharp et al., 2000). Cada passagem pode ser



categorizada como um subtipo epidémico, classificados de A & H (Santiago et al.,
2005). Dados de soroprevaléncia sugerem que estas passagens interespécies tenham
ocorrido na regido da Guiné-Bissau, por volta de 1940 (Lemey et al., 2003), enquanto
que a difusdo efetiva do virus por populagcdes humanas s6 foi ocorrer 20 a 30 anos
depois (Poulsen et al., 2000). Atualmente o HIV-2 circula moderadamente em paises do
oeste da Africa, principalmente Senegal, Guiné, Gambia e Cabo Verde (Schim e Aaby;,
1999). E raro fora deste continente, no entanto, ja foi descrito em outras partes da
Africa, na Europa, Américas e Asia (Evans et al., 1991; Soriano et al., 1996; Poulsen et
al., 2000; Schim et al., 1999; Grant and Kevin, 2001; Rambaut et al., 2004).
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Figura 1.4.1: RelagBes filogenéticas entre os isolados de HIV e SIV. Figura adaptada de Gao e
colaboradores (1999).

Assim como o HIV-2, o virus do tipo 1 se originou através do contato
interespécies na regido da Africa. Andlises filogenéticas, relacionando SIVs de
diferentes espécies e o virus humano, indicam uma relacdo, ainda que distante, entre o
HIV-1 e o SIV infectante de chimpanzés da espécie Pan troglodytes troglodytes
(SIVcpzPtt) (Bailes et al., 2003). Essa distancia filogenética tem notavel relacdo com os
processos de recombinacdo entre diferentes linhagens virais ocorridos na populagédo
simia. Provavelmente, os chimpanzés selvagens eram infectados simultaneamente por
duas formas do virus, adquiridos quando da caca e morte de pequenos macacos de

outras espécies. Os descendentes atuais desses SIVs sdo encontrados em macacos red-



capped mangabeys (Cercocebus torquatus, SIVrcm) e macacos greater spot-nosed
(Cercophitecus nictitans, SIVgsn) (Bailes et al., 2003). A co-infeccdo gerou
oportunidade para o processo de recombinacdo génica nas células dos hospedeiros e,
assim, geraram um novo virus capaz de infectar outros simios e mais significantemente,
capaz de infectar hospedeiros humanos e causar AIDS. Segundo Bailes e colaboradores
(2003) este seria 0 processo evolutivo que governou a origem e disseminacdo do SIV
em chimpanzés. A partir destes hospedeiros o virus parece ter cruzado a barreira entre
espécies multiplas vezes e em quatro ocasifes foi capaz de se estabelecer no organismo
humano em niveis suficientes para se tornar transmissivel. Essas efetivas passagens
geraram quatro grupos filogeneticamente relacionados de HIV-1, denominados M
(major), N (new), O (outlier) e P (Gao et al., 1999; Nau et al., 2009) (Figura 1.4.2).

O grupo M é a forma viral do HIV-1 mais disseminada no mundo (Hemelaar et
al., 2006). Estudos filogenéticos indicam que o grupo M surgiu na regido do sudeste de
Camardes (Keele et al., 2006) por volta de 1908 (1884-1924) (Worobey et al., 2008) e
teve um provavel epicentro de disseminagdo em humanos na regido de Kinshasa
(Republica Democréatica do Congo, ex-Zaire) (Vidal et al., 2000). Por efeitos genéticos,
durante a disseminacédo, o grupo M diversificou-se em nove subtipos filogeneticamente
relacionados, denominados como A, B, C, D, F, G, H, J e K. O espalhamento local e
global destes subtipos esta intrinsecamente relacionado com o0 movimento de
populacdes humanas (Perrin et al., 2003). Na época de estabelecimento da epidemia na
Africa, eram relatadas altas taxas de migracdes de regides rurais para centros urbanos, o
que resultou no aumento do numero de cidades. Por conta das migracdes, houve uma
mudanca econémica e social nas novas cidades africanas, desmembrando familias
rurais, causando a perda de valores culturais, instaurando a pobreza e prostitui¢do o que,
em Ultima andlise, favoreceu a propagacao de doengas sexualmente transmissiveis como
o HIV (Perrin et al., 2003).

O grupo N provavelmente surgiu a partir da transmissdo de um SIVcpz para a
populacdo humana na regido centro-sul da Republica dos Camardes (Keele et al., 2006).
O inicio da epidemia é estimado para o ano de 1963 (1948-1977) (Wertheim e
Worobey, 2009). Curiosamente, os virus humanos do grupo N sdo descendentes de
recombinacBes entre diferentes SIVs de chimpanzés ocorridas ainda quando o virus
infectava estes simios algum tempo antes da transmissdo para humanos. Estas

concluses surgiram a partir do estudo de chimpanzés de vida livre que apresentavam



virus relacionados ao HIV grupo N para a regido pol, no entanto, a semelhan¢a nao era
corroborada pela regido ENV (Corbet et al., 2000). O grupo N € restrito a Republica dos
Camarfes onde é responsavel por um ndmero restrito de infecgdes por HIV-1
(Hemelaar et al., 2006; Keele et al., 2006).
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Figura 1.4.2: RelagBes evolutivas entre 0os grupos genéticos do HIV-1. Figura adaptada de Plantier e
colaboradores (2009).

Surpreendentemente, a linhagem de SIV imediatamente basal em relagdo ao
grupo O do HIV-1 é encontrada em gorilas (Van Heuverswyn et al., 2006). Essa relacéo
filogenética proxima sugere que gorilas foram intermediarios na transmissdo do HIV
entre chimpanzés e humanos, sendo fundamentais para o surgimento do grupo O. A
partir de analises utilizando relégio molecular, o ancestral comum mais recente deste
grupo teria sido transmitido aos humanos por volta de 1920 (1890-1940) (Lemey et al.,
2004). Considerando o elevado nimero de casos na regido préxima ao Gabdo, especula-
se ser esta area o local de origem da epidemia do grupo O (Heeney et al., 2006).
Atualmente é limitado epidemiologicamente a Africa Central, principalmente na regido

de Camardes.

Recentemente, uma nova forma viral de HIV-1 foi descrita, denominada pelos
autores como grupo P (Nau et al., 2009). Este “novo virus” foi isolado de uma paciente
de 62 anos que vive atualmente na Franga, mas estabeleceu contatos sexuais na regido

de Camardes. As relagdes evolutivas colocam o virus agrupado com SIVs de gorilas



(SIVgor), evidenciando uma possivel transmissdo gorilas-humanos. O virus ja foi
isolado em um segundo paciente na Republica de Camar@es, confirmando que o grupo
P esta circulando ativamente na populacdo humana (Vallari et al., 2010). Estes dados
revelam que assim como chimpanzés e Sooty mangabeys, gorilas também séo provaveis

reservatorios de virus capazes de infectar humanos (Nau et al., 2009).

Diversas teorias tentam explicar as transmissdes virais interespécies do HIV-1 e
HIV-2 (Wolfe et al., 2004; Marcia et al., 2005; Sharp et al., 2001). Dentre estas, a teoria
natural de transferéncia, ou teoria do cacador é largamente aceita por diversos
pesquisadores e explica de maneira plausivel o surgimento do virus em humanos (Sharp
et al., 2001). Segundo esta, os virus, HIV-1 e HIV-2, foram transmitidos de simios para
humanos quando cagadores ou vendedores de carcacas de macacos foram mordidos ou
expostos ao contato com sangue dos animais infectados. A exposigdo resultante ao
sangue ou a outros fluidos corporais dos animais contaminados pode ter levado a uma
contaminacdo humana por SIVs capazes de infectar e se multiplicar nas células do novo
hospedeiro (Sharp et al., 2001). Um estudo recente demonstra que infec¢des por SIV em
humanos n3o sdo eventos raros na Africa Central: 2,3% da populacdo geral da
Republica de Camardes apresentam sororreatividade para antigenos de SIV e 7,8% da
populacdo das vilas em que ha consumo de carne de macaco também apresentam
reatividade (Kalish et al., 2005). Desta forma, € possivel que diferentes formas de SIV
tenham sido transmitidas aos humanos antes mesmo das transmisses que levaram a
ocorréncia da atual pandemia, no entanto, tenham ocorrido em vilas isoladas e, pela

falta de hospedeiros susceptiveis, acabaram por desaparecer (Rambaut et al., 2004).

Desde sua descoberta em meados de 1981, o HIV tem evoluido e se disseminado
de diferentes formas em diferentes regi6es do mundo (Ramos et al., 1999; Bello et al.,
2006; Salemi et al., 2008; Gray et al., 2009; Hemelaar et al., 2006; Lemey et al., 2006;
Rambaut et al., 2004) . Atraves da ocorréncia de transmissdes simios-humanos, o virus

emergiu naturalmente diversificado em uma ampla variedade de tipos e grupos. Aliado



a 1sso, a expansdo na populacdo humana tem sido acompanhada por uma das mais altas
taxas evolutivas descritas para um patdégeno humano (Rambaut et al., 2004; Arién et al.,
2007). Atualmente 33,3 milhOes de pessoas estdo infectadas no mundo inteiro
(UNAIDS, 2010) abrigando variadas formas genéticas do virus e possibilitando a
emergéncia de novos padrdes moleculares (Dalai et al., 2009; Hemelaar et al., 2006;
Santoro-Lopes et al., 2000). O alto grau de variabilidade genética do HIV pode ter
importantes implicacbes para a patogénese, transmissdo, diagnéstico e para o

desenvolvimento de vacinas (Geretti et al., 2006; Hemelaar et al., 2006).

As altas taxas evolutivas descritas para o HIV (Rambaut et al., 2004) sdo
fundamentalmente conseqiiéncia do processo de transcricdo reversa. A infidelidade a
complementaridade na adicdo de nucleotideos durante 0 mecanismo de conversdo do
RNA em DNA que ocorre na transcrigdo reversa gera processos de insergoes, delecoes,
duplicacdes ou erros de pareamento de nucleotideos nos novos genomas provirais (Spira
et al., 2003). A frequéncia destes processos evolutivos é mantida devido a falta de uma
regido de exonuclease 5°-3°, responsavel pela corre¢do dos erros de incorporacao
(Preston et al., 1988). Devido a alta frequéncia dos erros, essa dindmica garante que
cada novo virus tenha praticamente um genoma Unico e diferente de seu parental. A
infidelidade da transcriptase reversa, o surgimento de aproximadamente 10'°-10%2
diferentes virions por dia dentro de um mesmo hospedeiro, o grande numero de
individuos infectados e a persisténcia da infecgdo formam um conjunto de fatores ideais
para oportunizar a geracdo e expansédo da diversidade viral atual (Ho e Huang, 2002;
Nelson et al., 2003; Perelson et al., 1996; Preston et al., 1988; Quinones-Mateu e Arts,
1999; Walker e Korber, 2001).

Além dos mecanismos intrinsecos a biologia viral, 0s processos de
recombinacdo genémica homologa também governam a plasticidade molecular do HIV
(Hemelaar et al., 2006). A recombinacéo é gerada em células hospedeiras infectadas por
duas ou mais variantes virais (grupos ou subtipos), resultando da capacidade da
transcriptase reversa trocar o template de RNA no momento da transcrigdo reversa.
Dessa forma, durante a transcricdo reversa, a enzima pode alternar de uma fita de RNA
para outra, produzindo uma fita de DNA viral mosaica. O cDNA retrotranscrito é
composto por partes de uma variante e por partes de uma ou outras variantes dos virus
co-infectantes (N4jera et al., 2002) (Figura 1.5.1). Dois tipos de formas recombinantes

sdo descritos envolvendo o HIV, denominados de formas recombinantes circulantes



(CRF) e formas recombinantes unicas (URF). A diferenga entre os dois termos esta
associada aos padrdes epidemioldgicos de surgimento e disseminacdo das formas
mosaicas. Se o recombinante, caracterizado por seqiienciamento completo do genoma
viral, ¢é identificado em trés individuos epidemiologicamente ndo ligados, as formas séo
designadas CRF. Ja, genomas com padroes de recombina¢do unicos, sem “valor”
epidemioldgico, sdo denominados URFs (Peeters e Sharp, 2000). Atualmente sdo
descritos 50 CRFs, incluindo 49 para HIV-1 e apenas um para HIV-2, aléem de diversas
formas URF (http://hiv-web.lanl.gov/CRFs/CRFs.html).
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Figura 1.5.1: Evolucdo da diversidade do HIV durante o ciclo replicativo e a consequente formacdo de

virus recombinantes. Adaptado de Taylor e colaboradores (2008).

Desde a descoberta do HIV como agente infeccioso, cientistas de todo o0 mundo
mobilizam forgas para entender os fatores de origem, transmissdo e expansdo do virus
nos hospedeiros humanos. Nesse sentido, estudos sobre a diversidade molecular das
formas virais em circulacdo e o impacto dessas nos diversos aspectos relacionados a
infeccdo estdo continuamente sendo investigados e atualizados (Bello et al., 2008;
Carrion et al., 2003; Hemelaar et al., 2006; Kandathil et al., 2005; Rambaut et al., 2004;
Geretti et al., 2006). Atualmente, a pandemia é entendida e compartimentalizada
primariamente através das relacBes filogenéticas entre os isolados de HIV nas mais

diversas partes do mundo.
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A epidemiologia molecular tem se mostrado uma ferramenta valiosa para o
estudo das epidemias de doencas infecciosas, uma vez que permite que as informacdes
moleculares acumuladas nos genomas dos microorganismos sejam utilizadas para
reconstruir e prever o seu curso (McDade e Anderson, 1996; Pinto e José, 2006). A
permanente circulagdo geografica dos grupos, subtipos e CRFs permite que estas
variantes sejam empregadas como marcadores da epidemia e que a caracterizacdo dos
virus circulantes em cada pais seja Util aos programas de vigilancia epidemioldgica
locais (Pinto e José, 2006).

Em uma escala mundial, enquanto os outros grupos sao raros, o HIV-1 Grupo M
é o tipo mais frequente na populacdo humana, representando aproximadamente 95% dos
casos de HIV (Hemelaar et al., 2006) (Figura 1.5.2). As distancias genéticas de
aminoacidos na regido do env entre os nove subtipos deste grupo chegam a 35%,
enquanto na regido gag essa diferenca gira em torno de 15%. Dentro dos subtipos A e F,
devido a uma variacdo genética mais acentuada, existe a formacéo de diferentes grupos
geneticamente relacionados denominados sub-subtipos. Dentro do subtipo A, quatro
sub-subtipos sdo reconhecidos: Al, A2, A3 e A4, enquanto que para o subtipo F dois
clados sao descritos (F1 e F2) (Taylor e Hammer, 2008; Thomson et al., 2002).

A Africa, por ser o local de origem do HIV, é o continente com a maior
diversidade de grupos e subtipos (Figura 1.5.2). O subtipo C, responsavel por metade
das infec¢Bes por HIV no mundo, é predominante no sul e no leste do continente
africano (Hemelaar et al., 2006), além de ter grande prevaléncia na india. InfeccBes
pelos subtipos A, B, D, F, G, H, J, K e ainda pelo CRF01_AE e CRF02_AG séo
também importantes epidemiologicamente (Taylor e Hammer, 2008).

A epidemiologia molecular do grupo M nas Americas nao é tdo complexa como
aquela instaurada na Africa (Russell et al., 2000; Mehta et al., 2010; Nadai et al., 2009).
Atualmente, ha a circulacdo predominante do subtipo B na regido, no entanto, na
América do Sul, o subtipo F e recombinantes BF também possuem grande valor
epidemioldgico. Outros subtipos e formas recombinantes como CRF12_BF, URFs BF
(Liebert et al., 2002; Thomson et al., 2002; Bello et al., 2010; Leal et al., 2007), subtipo
A (Aulicino et al., 2005) e o0 CRF02_AG (Carrion et al., 2003) ja foram também
notificados. Recentemente, o subtipo C tem se disseminado pela regido sul da América
do Sul e propiciado o surgimento de recombinantes BC (Bello et al., 2008; Fontella et



al., 2008; Brigido et al., 2007). A América Central possui também uma epidemia
baseada na circulacdo do subtipo B, alem de abrigar menor quantidade dos subtipos C,
D, F, G, He J (Hemelaar et al., 2006).
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= other recombinants

Figura 1.5.2: Distribuicdo Regional dos subtipos do HIV-1 grupo M. Adaptado de Hemelaar e
colaboradores (2006).

As epidemias da Europa Oriental e da Europa Ocidental parecem diferir e
abrigar diferentes subtipos de HIV-1. A epidemia da Europa Ocidental, assim como as
Américas e a Oceania, € composta principalmente pelo subtipo B (88% das infecces).
O restante das infeccdes € dividido pelos subtipos C, A, G e CRF02_AG. Na Europa
Oriental e na Asia Central, 79% das infeccBes sdo causadas pelo subtipo A e apenas
15% pelo subtipo B. Além disso, esta regido é a unica no mundo onde o CRFO3_AB
parece circular significativamente. Finalmente, a Asia parece ser dominada
epidemiologicamente pelo CRFO1_AE e em menores quantidades circulam o subtipo B
e os recombinantes CRFO1_AE, CRF07_BC e CRF08_BC (Hemelaar et al., 2006).

A relacdo entre os subtipos do HIV-1, a transmissibilidade e a progressdo da
doenca sdo topicos de continuas discussdes. Dados recentes, envolvendo transmisséo do
HIV de mée para filho durante a gravidez, mostraram que o subtipo C foi mais
freqlientemente transmitido que o subtipo B (Renjifo et al., 2004). Mulheres gravidas
infectadas com o subtipo C no Quénia mostraram-se mais propensas a liberar células
vaginais infectadas do que aquelas portadoras do subtipo B, implicando em uma

transmissdo sexual mais provavel pelo subtipo C (John-Stewart et al., 2005). No



Senegal, 54 profissionais do sexo foram avaliadas e os resultados mostraram que
aquelas que estavam infectadas pelos subtipos B, C ou D tiveram uma progressdo da
doenga mais rapida que aquelas infectadas pelo subtipo A (Kanki et al., 1985). Além
disso, diversas observagdes sugerem que o CRF02_AG tem um potencial patogénico
aumentado e que esta caracteristica facilitaria sua dispersdo. No entanto, a maioria dos
estudos nesta area € caracterizada por um baixo numero de pacientes, curto
acompanhamento, controles controversos, comparacdes ndo especificas (subtipos VS.
ndo-B) e um grande numero de fatores de confusdo como variagdo imunoldgica, grupos

étnicos, nutricdo e co-infeccdo (Geretti et al., 2006).

O HIV-1 grupo M subtipo B ¢é a forma genética viral mais disseminada fora da
Africa. Esta presente nas Américas, na Europa Ocidental, na Europa Oriental, Asia
Central, Asia Oriental, Oceania e norte da Africa. O nimero de infeccdes causadas por
este subtipo chega a 10% de todas as infec¢des por HIV no mundo (Figura 1.6.1)
(Hemelaar et al., 2006).

Historicamente, foi o primeiro subtipo a ser detectado no mundo. Os primeiros
casos de AIDS, relatados em um grupo de homens que fazem sexo com homens nas
cidades de Nova York e Los Angeles, foi uma conseqliéncia da infecgdo pelo subtipo B
(Hymes et al., 1981). Atualmente, é a forma circulante na maioria dos paises
desenvolvidos, caracteristicamente relacionado ao comportamento homossexual e ao
uso de drogas injetaveis (Chalmet et al., 2010; Cohen et al., 1995). Devido a essa
prevaléncia nestes paises, pioneiros em pesquisas de ponta, foi o subtipo modelo usado
para o desenvolvimento das primeiras drogas antirretrovirais (Geretti et al., 2009;
Kosakovsky e Smith, 2009).

A disseminacdo do subtipo B, apds o surgimento na Africa, ocorreu através da
introducdo do virus no Haiti por volta de 1966. Tracados historicos revelam que esta

introducdo estd relacionada com a independéncia do Congo, ocorrida em 1960, e o



conseqliente retorno de Haitianos ao Caribe. Apos disseminagdo pelo Haiti, o virus foi
provavelmente introduzido em paises vizinhos no Caribe e levado aos Estados Unidos
em torno do ano de 1969 (Gilbert et al., 2007).

= other recombinants.
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Figura 1.6.1: Distribuicio global de subtipos e formas recombinantes. Os nimeros de
infecgBes causadas pelos subtipos do HIV-1 e formas recombinantes € mostrado como
proporcdes do nimero global de casos de HIV. Figura adaptada de Hemelaar e
colaboradores. (2006)

A relagcdo entre Haiti e Estados Unidos na epidemia do subtipo B foi
anteriormente uma questdo de especulacdo (Pape et al., 2008; Farmer, 1992). Apos 0s
inimeros relatos de Haitianos que viviam nos Estados Unidos manifestando sintomas
relacionados a AIDS (Barry et al., 1984), em 1983, o CDC (Center for Disease
Control), 6rgéo do governo responsavel pelo controle de doengas nos Estados Unidos,
classificou esta populagdo como um efetivo grupo de risco. A este grupo, designado por
“4H”, também pertenciam as profissionais do sexo (Hookers), homossexuais
(Homosexuals) e usuérios de drogas injetaveis (Heroin addicts) (Pitchenik, 1983). Esta
medida criou uma situacdo de estigmatizacdo e discriminacdo da populacdo Haitiana
que perdurou mesmo depois da retratacdo do CDC em 1985 (Greco, 1983). A partir de
entdo, hipotetizou-se uma transferéncia da epidemia do Haiti para os Estados Unidos.
Diversos pesquisadores (na época e ainda hoje) negam esta transferéncia e especulam
que a origem da epidemia, na verdade, se estabeleceu de forma contréria (Farmer, 1992;
Pape et al., 2008), ou seja, que a introducdo do virus no Haiti diretamente dos Estados

Unidos teria ocorrido como conseqiiéncia do turismo sexual. Esta hipdtese é baseada em



testes retrospectivos que demonstram a auséncia de casos de AIDS no Haiti antes de
1979 (Liautaud et al., 1983; Farmer, 1992; Pape et al., 2008).

Recentemente, amostras de sangue periférico de pacientes haitianos que viviam
nos Estados Unidos na década de 80 foram recuperadas e através de analises
moleculares, o0s pesquisadores identificaram a presenca de HIV em cinco dessas
amostras. Utilizando analises filogenéticas os autores puderam mostrar um sinal
genético ancestral para estes isolados e sugerir que a epidemia dos Estados Unidos é
derivada do Haiti com 99,79% de probabilidade. Ainda, através das relagdes evolutivas,
0s autores sugeriram uma expansao da epidemia do subtipo B para 0 mundo através dos
Estados Unidos (Gilbert et al., 2007).

Dados do inicio da epidemia mostram que a Europa também foi atingida
inicialmente pelo subtipo B. As caracteristicas da transmissdo, devido ao contato
Europa-Estados Unidos, eram semelhantes aquele apresentado nos paises da América
do Norte, estando principalmente relacionado ao contato homossexual (Melbye et al.,
1984; Casado et al., 2000). Ao contrario das Americas, onde a introducéo do virus foi
provavelmente monofilética, a epidemia da Europa é derivada de diferentes introducfes

por diferentes rotas (Paraskevis et al., 2009).

Para outras regides do mundo, como América do Sul, Caribe, Africa e Asia, a
epidemia do subtipo B € estudada com foco em prevaléncia (Nadai et al., 2009; Castro
et al., 2003; Thorne et al., 2010; Esteves et al., 2009; Liebert et al., 2005; Liebert et al.,
2002). Dados de origem, evolucédo e disseminacgdo nessas regioes ainda sdo pontuais ou
inexistentes (Bello et al., 2006; Deng et al., 2008; Li et al, 2010).

Além da extensa disseminacdo, o subtipo B exibe certo grau de variabilidade
genética em arvores filogenéticas (Leal e VillaNova, 2010). Curiosamente, isolados de
Trinidad e Tobago, Tailandia, China e Coréia sdo notaveis pela sua relacdo genética
com isolados de ouros paises (Gilbert et al., 2007; Leal e VillaNova, 2010; Nadai et al.,
2009). Além destes, isolados que apresentam um motivo GWGR na regido V3 loop do
envelope ja foram observados em diversos paises, como China, Franca, Filipinas,
Republica Tcheca e Cuba (Leal e VillaNova, 2010). No entanto, altas frequéncias destes
isolados sdo vistas apenas no Brasil (Di Mascio et al., 2004; Diaz et al., 2008; Santoro-

lopes et al., 2000). A total variabilidade genética dentro do subtipo B e sua real



importancia para aspectos envolvendo a infecgdo ainda ndo sdo completamente

entendidos.

O conteudo genético dos virus em circulagdo contém informagdes que podem
remontar a histéria demografica da populacéo de onde o virus foi amostrado (Harvey et
al., 1996). A construcdo de filogenias, ou arvores filogenéticas, permite representar as
estimativas genéticas a respeito da relacdo entre tdxons e sua descendéncia dentro de um
determinado tempo evolutivo (Posada et al., 2002). Como resultado, a inferéncia de
parametros demograficos a partir de dados genéticos se tornou uma importante
ferramenta em diversas areas do conhecimento, incluindo a genética estatistica,

antropologia, biologia da conservacéo, epidemiologia e virologia (Harvey et al., 1996).

A epidemia do HIV difere de outros patdgenos infecto-contagiosos pela
variabilidade molecular extrema e pela cronicidade da infecgdo, dado que individuos
mesmo ndo sintomaticos sdo ainda hospedeiros para evolucao e disseminacdo do virus.
Desta forma, a abordagem epidemiolégica dada ao estudo de origem, disseminacdo e
diversidade da epidemia do HIV teve que tomar diferentes rumos a partir da
epidemiologia convencional e partir para métodos que envolvessem um carater
evolutivo (Pilcher et al., 2008). A partir de entdo, com a abundancia de dados genéticos,
diversos trabalhos vem construindo o cenério atual de entendimento da difuséo do HIV
pelo mundo através de analises filogenéticas e filogeograficas (Gilbert et al., 2007;
Gray et al., 2009; Salemi et al., 2008; Paraskevis et al., 2007; Robbins et al., 2003;
Bello et al., 2008; Tee et al., 2009; Plenum et al., 1999).

Partindo do simples pressuposto que dez sequéncias divergem de seu ancestral
comum ao longo do tempo, é possivel assumir que o nimero de diferengas nucleotidicas
entre elas ir4 se alterar. A constru¢cdo de uma arvore filogenética a partir destas
sequéncias parece uma tarefa simples: apenas contar as diferencas entre as sequéncias e
agrupar aquelas mais proximas. A simplicidade de tal algoritmo subestima a
complexidade dos problemas da inferéncia filogenética. Como a taxa de mudanca dos

nucleotideos nédo é constante ao longo do tempo, a simples contagem das diferengas nao



é necessariamente uma indicacdo confiavel de quanto elas divergiram. Acima de tudo as
filogenias devem levar em conta a incerteza dos processos evolutivos (Holder e Lewis,
2003).

A inferéncia filogenética é um processo de inferéncia estatistica que definird a
melhor relacdo histdrico-evolutiva entre os individuos analisados, denominados taxons.
As relacdes evolutivas sdo baseadas na relagdo entre tdxons ancestrais e tdxons atuais.
No entanto, para a maioria dos organismos, geralmente o0s tdxons ancestrais ndo podem
ser amostrados, pois estdo restritos ao passado. No caso do HIV, estdo restritos a um
ciclo replicativo anterior dentro de um mesmo hospedeiro. Sendo assim, 0s métodos
filogenéticos avaliardo estas relacGes e, com base no modelo evolutivo assumido,

elegerdo arvores que se adéquam melhor aos dados (Miyaki et al., 2001).

As arvores filogenéticas podem ser representadas de duas maneiras estabelecidas
conforme a relagdo com um grupo sabidamente ancestral: arvores ndo-enraizadas e
arvores enraizadas. A primeira forma nao aponta onde esta a espécie ancestral de todo o
grupo, mostrando apenas as relagdes de topologia (a forma da arvore) entre os tdxons. J&
as arvores enraizadas permitem o estabelecimento da direcdo das modificacdes
evolutivas. O grupo externo, responsavel pelo enraizamento, determina os estados
primitivos de certo carater dentro daquele grupo de organismos (Miyaki et al., 2001). O
nimero exato de possibilidades de relagGes evolutivas entre taxons, estabelecendo

arvores filogenéticas enraizadas, é dado pela formula (Felsenstein, 1978):

(2n — 3)!
N =2 =2

onde n corresponde ao nimero de taxons. Conforme se aumenta o n, maior o nimero de
possiveis arvores filogenéticas e maior o tempo computacional para processamento dos
dados. Sendo assim, um n de apenas 10 tdxons pode formar até 34.459.425 arvores
enraizadas. Dentro desse grupo de arvores é ainda necessario escolher aquela que

melhor explica a evolugdo dos taxons analisados.

A reconstrucdo filogenética € um complexo processo que envolve uma série de
passos necessarios para preparacdo dos dados para analise. O alinhamento é o primeiro
passo nesse estudo evolutivo. A metodologia filogenética é baseada no pressuposto que

os caracteres sdo homologos, ou seja, os nucleotideos observados em determinada



posicao séo derivados da mesma posi¢do no genoma do organismo ancestral comum das
sequéncias analisadas. Atualmente, diversos softwares computacionais realizam

automaticamente este processo (Harrison, 2006).

Depois que o alinhamento foi proposto, diversos métodos podem ser usados para
estimar as filogenias das sequéncias sob estudo. Todos os métodos usualmente
utilizados atualmente levam em conta dois critérios: a especificacdo do modelo de busca
para achar as arvores e a especificagdo de um critério-6timo necessario para avaliar a

arvore proposta (optimality criteria) (Posada et al., 2002).

Idealmente, para um dado conjunto de sequéncias, todas as arvores formadas
deveriam ser analisadas para garantir a escolha da melhor &rvore como resultado final.
No entanto, dependendo do numero de taxons a ser avaliados, a analise de todas as
arvores é exaustiva e geralmente impraticavel computacionalmente (Crandalll e Posada,
2002). Como no exemplo demonstrado anteriormente, com apenas 10 taxons,
aproximadamente 34,5 milhGes de &rvores serdo analisadas em busca da melhor. Desta
forma, para obtencdo de uma arvore filogenética, faz-se necessaria a escolha de
algoritmos que vasculhem o maior nimero de arvores em busca da melhor. Dois grupos
de algoritmos sdo destacados: os algoritmos exatos, que consideram todas as arvores
possiveis (busca exaustiva e branch-and-bound) e os algoritmos heuristicos, que
procuram a arvore 6tima dentro de um conjunto de arvores, gastando menos tempo
computacional (Miyaki, Russo, and Pereira 2001). Atualmente, devido ao tempo e a
exigéncia computacional, os métodos heuristicos sdo preferidos aos exatos. Como
desvantagem, repetidos processos de procura em um mesmo conjunto de sequéncias
pode levar a resultados diferentes, dependendo da arvore que é construida inicialmente
pelo algoritmo (Crandalll e Posada, 2002). As arvores iniciais também sofrem a
influéncia de algoritmos para serem montadas, entre eles: neighbour-joining, stepwise
addition e star decomposition. O neighbour-joining, algoritmo mais popular atualmente,
converte as diferencas entre os tdxons em distancias simples (contando o nimero de
diferencas entre duas sequéncias) e constrdi uma arvore inicial (Holder and P. O. Lewis
2003).

O critério-6timo é por definicdo o critério utilizado para verificar a adequacao
dos dados a uma determinada topologia associada aos tamanhos de ramos — em termos
do esperado numero de mudancgas por sitio desde a derivacdo do ancestral (Edwards,



1996). O principal critério usado em filogenias de HIV é a maxima verossimilhanca
(ML) (Crandalll e Posada, 2002), no entanto, recentemente, a estatistica Bayesiana,
fundamentada também na maxima verossimilhanca, invadiu a construcdo de filogenias
(Holder e Lewis, 2003; Liao et al., 2009; Gilbert et al., 2007; Keng et al., 2009; Fontella
et al., 2008). Devido aos processos evolutivos que governam as modificacdes do
genoma do HIV (Holder e Lewis, 2003), o dois métodos parecem se adequar as analises
do virus (Lemey et al., 2003; Dalai et al., 2009; Bailes et al., 2003; Fontella et al., 2008;
Bello et al., 2007) (Tabela 2.1)

Tabela 1.7.1: Comparagdo de métodos filogenéticos. Adaptado de Holder e colaboradores (2003).

Método Vantagens Desvantagens Software

A probabilidade

Pode ser muito lenta PAUP
captura totalmente o

Verowimithanga Sl dos dados para - (GRS ORRCECRIER  pAML
¢ construcao de uma computacionais)
filogenia P phyML

Tem grande ligacéo
com a maxima
verossimilhanca; pode
ser mais rapida para
encontrar o suporte
estatistico dos ramos

Os parametros para as
“distribui¢des anteriores” devem  Mr. Bayes
ser especificados; pode ser
dificil especificar quando a BEAST
cadeias convergiram

Estatistica Bayesiana

O calculo do “valor-6timo” de uma arvore filogenética, dado um determinado
critério, requer um modelo que indique a probabilidade de substituicdo de um
nucleotideo por outro, denominado de modelo de substituicdo (Crandalll e Posada,
2002). A taxa de evolucdo das sequéncias ndo é constante ao longo do tempo, portanto,
a quantidade de diferencas genéticas entre as sequéncias nao necessariamente indica ha
quanto tempo elas divergiram. Além disso, existem outros fatores presentes na histéria
do organismo que pode levar a alteragbes no ritmo de divergéncia das sequéncias. Os
modelos de substitui¢do sdo abstracdes ou simplificacdes da real evolucdo dos genomas,
mas incluem as caracteristicas mais importantes desses processos (Penny et al., 1994).

Como modelos, existem certas constancias nos mais diversos métodos:

1. As substituicdes sdo descritas por um processo de Markov homogéneo,
onde a probabilidade de substituicdo de um nucleotideo X pelo Y néo

depende do estado prévio do nucleotideo X;



2. Os eventos de substituicdo sdo independentes ao longo dos sitios das
sequéncias nucleotidicas;

3. Os eventos de substituicdo sdo reversiveis. No entanto a probabilidade
dos eventos permanece a mesma;

4. As taxas de mudanca sdo as mesmas para todos os sitios, ou seja, todos
0s sitios evoluem nas mesmas taxas.

5. A composicdo de nucleotideos é estacionaria, ou seja, a frequéncia
esperada das bases nitrogenadas ndo muda em diferentes partes da

arvore.

Os modelos de substituicdo sdo representados por matrizes 4 x 4, onde cada
elemento representa as taxas instantaneas de mudanga de um nucleotideo X (linha) para
0 Y (coluna) (Posada et al., 2002). Andlises tipicas de substituicdo incluem o GTR
(generalised time-reversible) (Tavaré, 1986), modelo que requer seis parametros para
taxa de substituicdo e também quatro parametros para a frequéncia das bases. Os
diversos modelos como um todo também consideram o parametro r, que define a taxa
de mudanca de um par de nucleotideos, e o parametro n, que reflete as frequiéncias dos

nucleotideos, conforme abaixo (adaptada de Posada et al., 2002):
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Uma importante extensdo desses modelos de substituicdo incorpora a
possibilidade de variacdo nas taxas evolutivas entre os sitios, permitindo ao modelo
mais realismo (Yang, 1993). Desta forma, para cada sitio no DNA sera atribuida uma
probabilidade de evolugdo a uma taxa contida em um intervalo discreto de
probabilidades. O método mais comum de heterogeneidade de taxas evolutivas para o
estudo do HIV atualmente é modelado através da distribuicdo gama (I'). Essa
distribuicdo considera um numero especifico de taxas de evolucdo para os sitios do
DNA. A aplicabilidade deste modelo nas inferéncias filogenéticas é facilitada pela
simplicidade do método, j& que apenas um tnico parametro (alfa, o)) controla a forma da
distribuicdo gama (Figura 1.7.1). Quando a < 1, existe um grande nimero de taxas de

evolucdo entre os sitios das sequéncias em andlise, ou seja, quanto maior o, menor a



heterogeneidade. Algumas vezes, uma proporcao de sitios invaridveis (I), no qual uma
determinada proporcdo de sitios é assumida como incapaz de sofrer substituicao
também pode ser usada para modelar a heterogeneidade entre os sitios (Posada et al.,
2002).

-
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-
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25 340

Taxa de Substituigio (1)

Figura 1.7.1: Diferentes formas da distribuicdo gama conforme o valor

do parametro o.

Apos a escolha do modelo de substituicdo e a construcdo da filogenia, €
necessario verificar o grau de confianca das relacBes estabelecidas na arvore.
Tipicamente, a confianga das relagdes entre os ramos é acessada utilizando o bootstrap.
Recentemente, abordagens Bayesianas associadas a inferéncia filogenética tém
fornecido meios para estimacdo simultanea da topologia e das medidas de incerteza de
cada ramo, fornecendo, ao final das analises, as probabilidades posteriores (Holder e
Lewis, 2003).

As analises de Maxima Verossimilhanca (ML) reconstroem de maneira acurada
a relacdo entre sequéncias homologas que se distanciaram ao longo do tempo. Neste
método de avaliacdo das arvores construidas, a hipétese (topologia, comprimento dos
ramos e modelo de substituicdo) é avaliada pela capacidade de predizer os dados

(sequéncias de nucleotideos) observados - verossimilhanca (Holder e Lewis, 2003), ou



seja, a verossimilhanga de uma arvore é proporcional & probabilidade de observar o
dado dada a arvore. A sequéncia de nucleotideos é tomada como dados, pois a
probabilidade de observar os nucleotideos em um determinado sitio da sequéncia de
DNA depende da topologia da arvore, do tamanho dos ramos que sustentam os tdxons e
do modelo evolutivo associado a substituicdo de nucleotideos. Além disso, segundo este
método, o numero de substituicGes em um intervalo de tempo de duracdo T, segue uma
distribuicdo de Poisson com parametro AT. O pardmetro A é derivado de uma
distribuicdo exponencial que estima o tempo entre uma substituicdo e outra. Finalmente,
a probabilidade de observar os dados em um sitio particular é a soma de todos 0s
possiveis nucleotideos que poderiam ser observados nos nés internos da arvore. O
numero das possiveis combinacBes de nucleotideos rapidamente se torna muito grande
para ser enumerados (Huelsenbeck e Bollback, 2001). No entanto, através do algoritmo
criado por Felsenstein esses céalculos podem ser realizados de uma maneira
computacionalmente eficiente (Felsenstein, 1981). Os numeros infinitesimais
resultantes desses processos sdo submetidos aos célculos de logaritmo para torna-los

“processaveis” nos atuais computadores (Huelsenbeck e Bollback, 2001).

O ML estima os pardmetros através da procura por arvores onde a combinacao
de todos os parametros maximize o valor da fungéo de probabilidade. Na problematica
das filogenias, a maioria dos computadores segue 0s seguintes passos para encontrar a

arvore com maior verossimilhanca (Huelsenbeck e Bollback, 2001):

1. Uma arvore com determinada topologia € construida;

2. Os parametros para esta arvore sdo modificados até ter a verossimilhanca
aumentada;
O valor de méxima verossimilhanca para esta arvore é¢ armazenado;

4. OQOutras topologias sdo construidas e seus parametros também sdo
avaliados;

5. Finalmente, a arvore que possuir o valor de maxima verossimilhanca é a
melhor estimativa evolutiva para o dado conjunto de sequéncias e

modelo evolutivo.

Embora estes processos simplifiquem os verdadeiros processos que governam a
evolucdo de uma sequéncia, eles parecem ser relativamente robustos para estimar as

relagBes evolutivas entre os taxons. Além disso, as estimativas de confiabilidade, ou



suporte estatistico, para os diversos ramos clados de uma arvore podem ser acessadas,
como ja exposto anteriormente, através do metodo de bootstrapping (Crandalll e
Posada, 2002).

A inferéncia Bayesiana (IB) é baseada nas probabilidades posteriores de um
parametro, ou seja, a probabilidade de um pardmetro condicionado a observacdo dos
dados. Nas analises de Maxima verossimilhanca, pelo contrario, a melhor arvore
maximiza a probabilidade de observar os dados, dados os parametros. As probabilidades
posteriores podem ser calculadas utilizando a formula de Bayes (Huelsenbeck e
Bollback, 2001), conforme segue:

Pr(drvore) Pr(seqs|drvore)

Pr(drvore|seqs) = Pr (seqs)

O termo Pr(arvore|seqs) € a probabilidade posterior e é dado pela
probabilidade da hipotese (arvore) dados os dados (alinhamento de sequéncias). O
termo Pr(seqs|arvore) € 0 mesmo para a fungdo de ML e o multiplicador Pr(arvore)
é a probabilidade incondicional da hipotese, também chamado de probabilidade anterior
(prior probabilities). Atraves da multiplicacdo da probabilidade anterior pela
verossimilhanga (Huelsenbeck e Bollback, 2001; Holder e Lewis, 2003), encontramos a
probabilidade posterior. O denominador Pr (seqs) € uma integracédo sobre todas as
possibilidades de topologias, tamanhos de ramo e valores para 0s parametros do modelo

evolutivo, o que garante que a soma da probabilidade posterior para todos eles seja 1.

As probabilidades anteriores de diferentes hipoOteses sdo especificadas pelo
pesquisador. Na maioria dos aplicativos que lidam com IB, existem distribuicGes
uniformes associadas as probabilidades anteriores que assumem que todos os valores
possiveis sdo dados pela mesma probabilidade. Desta forma, as diferencas nas
resultantes probabilidades posteriores sdo atribuidas a diferencas na verossimilhanca.

Apesar disso, as arvores finais de uma anélise de ML e uma gerada por IB podem ter



diferencas, pois estes dois métodos tratam alguns pardmetros de maneiras diferentes
(Holder e Lewis, 2003).

Como as fungdes de probabilidade associadas aos calculos da verossimilhanca
sd0 muito complexas para serem calculados rapidamente, os métodos de inferéncia
filogenética Bayesiana utilizam a Cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC) para
aproximar as distribuicBes probabilisticas em uma grande variedade de contextos
(Holder e Lewis, 2003). Desta forma, o tempo computacional exigido é menor que no
método de ML. A MCMC realiza uma série de processos na forma de uma conceitual

cadeia:

1. Uma determinada topologia X é construida;

2. A probabilidade posterior relativa a esta arvore é calculada;

3. Perturbacgdes aleatdrias em alguns parametros sdo realizadas no presente
estado da filogenia e geram uma filogenia Y;

4. A probabilidade posterior € novamente calculada para este novo estado;

5. Se essa filogenia Y tem uma probabilidade posterior maior do que a
razdo das probabilidades posteriores (da arvore X e da arvore Y), essa
arvore serd continuara na cadeia. Caso contrario, a arvore do passo X
continuarg;

6. Supondo que a arvore Y teve valores melhores, ela sofrerd uma nova
perturbacdo aleatoria nos parametros. 1sso gerara a arvore W;

7. Todas estas arvores amostradas sdo armazenadas para posterior

comparagao.

Repetindo este processo milhdes de vezes, uma longa cadeia no “espaco de
parametros” ¢ criada. Como, na maioria das vezes, ocorre a rejeicdo de arvores com
menor probabilidade do que a arvore no estado atual, a cadeia tende a amostrar
filogenias semelhantes. Se as novas propostas de filogenias sdo muito préximas ao
estado atual, a cadeia devera “correr” por muitos passos. Estimar o quanto a cadeia deve
percorrer para amostrar um suficiente numero de arvores de todas as arvores possiveis
para as sequéncias dadas (espaco de arvores) e um fator fundamental para obter bons
resultados em uma analise Bayesiana. A figura 2.2 exemplifica o andamento da MCMC
para amostrar as arvores em um espaco de arvores. Supondo que os quadrados em a, b e

c representem todas as filogenias possiveis para um conjunto de sequéncias e que 0s



pontos pretos sejam as filogenias que vao sendo amostradas com o desenvolvimento da
MCMC, vemos que, ao final do processo (Figura 2.1 ¢), amostrou-se um grande namero

de filogenias representativo do espaco de arvores total (Lewis et al., 2001).
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Figura 2.2: Espaco de possiveis arvores analisados pela Cadeia de Markov Monte Carlo. (a) um milhdo
de passos percorridos pela cadeia ; (b) Trinta milhGes de passos percorridos pela cadeia e (c) Cem
milhdes de passos percorridos pela cadeia. Retirado de Lewis e colaboradores (2001).

Os métodos Bayesianos de inferéncia filogenética ainda tém a vantagem de
aplicar modelos que envolvem rel6gios moleculares. As distancias genéticas, depois de
“tratadas” pelos modelos de substitui¢ao, nao tem qualquer significado sozinhas quando
se deseja estimar, por exemplo, a idade do ancestral comum mais recente de dois
taxons. Esta e outras questdes podem ser avaliadas quando aplicamos uma medida de
tempo nas inferéncias, a fim de calibrar as taxas evolutivas. Seqlenciamentos de
amostras isoladas em diferentes épocas podem fornecer a calibracdo adequada para
inferéncias temporais, pois se assume uma taxa evolutiva constante ao longo de um
tempo t para todos os ramos de uma filogenia. Esse modelo de evolugdo constante é
conhecido como reldgio molecular estrito (Kumar, 2005; Bromham e Penny, 2003). As
taxas evolutivas dependem de diversos fatores e podem variar, nem sempre seguindo a
constancia proposta por este modelo. Recentemente, um novo modelo para relogios
moleculares foi proposto, sendo denominado de reldgio molecular relaxado. Segundo
esse, as taxas de evolucdo podem variar ao longo da &rvore para diferentes grupos e ndo
sdo correlacionadas, ou seja, grupos evolutivamente proximos ndo necessariamente
terdo taxas de evolucdo semelhantes (relogio molecular relaxado ndo correlacionado)
(Drummond et al., 2006).

Adicionalmente, complexos modelos de dindmica populacional podem ser
analisados sob uma perspectiva Bayesiana. Quando o conjunto de sequéncias submetido

as analises sdo isolados de uma populagdo homogénea, os parametros de histéria



demografica podem ser usados para modelar as mudangas populacionais ao longo to
tempo. Modelos ndo paramétricos, como o Bayesian Skyline Plot, e modelos
paramétricos, que podem assumir um numero populacional constante, um crescimento
exponencial da populagdo ou ainda um crescimento logistico estdo incluidos entre os

modelos disponiveis para analise Bayesiana (Drummond e Rambaut, 2007).



Este trabalho teve como principal objetivo identificar o padrdo de disseminacéo

do HIV-1 subtipo B pelas Américas.
Obijetivos especificos:

1. Descrever a possivel rota de entrada do subtipo B nas Américas;

2. Estimar o ano de entrada do subtipo nas Américas;

3. Entender o envolvimento da Ameérica do Sul no estabelecimento da
epidemia;

4. Tracar possiveis rotas de disseminagcdo entre os diversos paises
componentes da América do Sul, América Central e América do Norte.

5. Contribuir para o delineamento do cenario epidemiolégico atual de

disseminacédo do HIV-1.
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Abstract:

The diffusion of HIV-1 subtype B (HIV-1B) is a reflection of the movement of human
populations tied to social, political and geographical issues. The initial dissemination of
the virus outside of Africa seems to have a passive involvement of Caribbean
populations in the spreading to the United States; however the exact pathways for the
full implementation of the pandemic in the Americas are still uncertain. Here we
propose a geographical scenario to the dissemination of HIV-1B in the Americas
applying phylogenetic analyses and genetical statistics on 313 available sequences of
pol gene from 27 countries. Maximum likelihood and Bayesian inference were used to
explore phylogenetic relationships between HIV-1B sequences and Fsr estimations
were applied to infer the genetic structuring in the viral population. We found that the
initial dissemination and consequent spreading of subtype B in the Americas occurred
through a single introduction in the Caribbean around 1964 (1950-1967). Phylogenetic
trees presented evidences for several events of primary outbreaks in countries from
South America directly seeded by the Caribbean epidemic. Cuba provides an exception
where its epidemic seems to be a result of a South American introduction. One clade
comprising isolates from different countries emerged in the most derived branches
reflecting the intense circulation of the virus in the American continent. Statistical
analyses supported the genetic compartmentalization among Americas, revealing a close
relationship between the South American and Caribbean epidemics. These findings
highlight de complex patterns of human migration and the intrinsic dissemination of the
HIV epidemic.



Introduction:

The intense displacement of human populations is reflected in the current
diffusion and expansion of the HIV epidemic around the world (1-3). Population
bottlenecks, recombination, genetic drift and founder effects are characteristics
associated with the viral dissemination within these human populations and define the
variability and deployment of the HIV / AIDS pandemic (4, 5). A single event of
transmission in an unaffected area may result in the rapid spread of a unique viral form
within a group with defined risk behavior (6, 7) and therefore be responsible for the
establishment of the epidemic in that area (8, 9) . However, in consequence of the rapid
evolution of HIV and its global diffusion, the exact pathways of dissemination are often

uncertain.

The emergence of HIV-1 resulted from the cross-species transmission of simian
immunodeficiency viruses from chimpanzees to humans in West-Central Africa at the
beginning of the twentieth century (10). Group M, responsible for the vast majority of
HIV infections worldwide, initially spread throughout Africa and, by the action of
several genetic forces, has diversified into different subtypes (11-14). The spreading of
these variants in the human population was not noticed for nearly eight decades. The
first records of infection date from 1981, in American patients infected with subtype B

viruses presenting clinical symptoms of what nowadays is known as AIDS (15, 16).

The spread of subtype B out of Africa occurred initially through a single
introduction in Haiti in the 1960s and is probably associated with the return of Haitian
professionals from work missions in the Congo (5). After expansion in Caribbean,
current evidence points to the dissemination of the virus from there directly to North
America. The subsequent transmission and spread of the virus in the United States
allowed the epidemic to grow and expand to other parts of the world (5, 17-19).
Nowadays, subtype B occupies an important position in the epidemiological profile of
various countries in Europe, Asia and Africa and is also the only subtype circulating in

several countries of the Americas (19-23).

The dissemination of an infectious disease reflects complex interactions between
the infectious agent, host and the environment (7). Thus, a strategy widely used in
epidemiological research to identify pathways of dissemination of an infectious agent,

combines the analysis of sociodemographic evidence as a complement to phylogenetic



data (3, 5, 24, 25). In a recent study, Gilbert et al. (2007) demonstrates the geographic
sequence for the emergence of the pandemic caused by HIV-1 subtype B out of Africa
(starting in the Haiti) by taking 117 sequences from 19 countries (5). However, South
America is poorly represented in this work by only nine sequences from four countries.
Considering that Caribbean has close economical, historical, social, and even
geographic relationships with several countries in South America (26-28), it is possible
to assume that HIV-1B transmission could have occurred directly from Caribbean to
South America. In the present study we further investigated the evolutionary history of
subtype B in the Americas using a set that encompasses 313 available sequences of pol
gene from 27 countries and, through phylogenetics, examined the role of South America

in the establishment of the HIV pandemic.
Material and Methods:

Dataset Selection:

Around 6000 HIV-1 subtype B sequences of protease and partial reverse
transcriptase segments of the pol gene (2253-3233 relative to HXB2) were selected
from the Los Alamos HIV Sequence Database (http://www.hiv.lanl.gov/) and Genbank.
To ensure the selection of high quality data this set of sequences should meet the
following criteria: (a) samples isolated from patients living in the Americas; (b) country
of origin clearly established; (c) only one sequence per patient; (d) no report of
intersubtype recombination; (e) no evidence of hypermutation and (f) no occurrence of
premature stop codons, frameshift mutations or ambiguities saturation. In order to
understand the spread of the virus by as many countries without losing quality of results
all sequences were examined for evidence of inter-subtype recombination. We selected
sequences with minimum confidence threshold of 0.95 pure subtype B in a window size
of 200 using RIP tool at Los Alamos HIV Sequence Database. Moreover, the dataset
was reevaluated using additional reference sequences by obtaining a neighbor-joining
phylogeny in order to guarantee the selection of non-inter-subtype recombinants. Even
though all HIV sequences currently described can be considered intrasubtype
recombinants at some level, these evolutionary events are likely insignificant in the

context of origin and geographical grouping (29, 30).

Sequence alignments were created using MUSCLE (31) and manually edited for

optimization. Additionally, four sequences of subtype D and two of subtype C were



selected as outgroup. Three different alignments were built for this study, and all of

them are available upon request.
Phylogenetic Reconstruction:

The reconstruction of phylogenetic trees was performed by maximum likelihood
(ML) using a set of 313 subtype B sequences that met our quality criteria (SI Table 1).
The ML analysis was conducted with the program phyML (32) under the GTR model of
nucleotide substitution with proportion of invariable sites and substitution rate
heterogeneity (GTR+G+1). The nearest neighbor interchange was used for heuristic tree
searches. Support for internal nodes was obtained via parametric bootstrap using 1000

replicates.

A Bayesian Markov Chain Monte Carlo approach as implemented in BEAST
v1.5.4 (33) was performed in a set of 263 sequences (supporting information (SI) Table
1) in order to reconstruct the phylogenetic tree and estimate the date of the most recent
common ancestor of the epidemic in Americas. The evolutionary history was inferred
with a Bayesian Skyline (BSP) coalescent tree prior, under an uncorrelated lognormal
relaxed clock, GTR + | + G model of nucleotide substitution. Three independent runs of
300 million steps sampled every 30000 generations were performed and the effective
sample size was evaluated in TRACER (34). The maximum sum of clade credibilities

tree was selected from the posterior tree distribution.
Genetic Diversity:

Population genetic structure of HIV subtype B among countries of North
America, Central America, South America and Caribbean were quantified using
estimates of F statistics (35). A set of 308 sequences were built, excluding countries
represented by only one sequence and changing any ambiguity by “N”. Estimations
were calculated using an analysis of molecular variance (AMOVA) (36) in Arlequin
Ver 3.5.1.2 (37) under the Kimura two parameter model and 10.000 randomizations.
Invariable sites were included and sites with gaps/missing data were considered. A

nonmetric multidimensional scaling (MDS) plot was obtained using SPSS v.8.



Results:

Phylogenetic Analysis:

We inferred a Maximum likelihood phylogeny to investigate the role of South
America in the HIV subtype B epidemic. A set of 313 public sequences of protease and
partial reverse transcriptase genes from 27 countries representing North America, South
America and Caribbean (including two countries of the Central America) were carefully
selected. Additionally, four African strains of subtype D and two of subtype C were
used as outgroup. This approach supported the relationship between sequences from
Caribbean and South America. Notably, sequences from Colombia, Venezuela, Brazil,
Suriname e Guyana were intermingled with sequences from Trinidad e Tobago,
Dominican Republic and Haiti.

To further explore these relationships Bayesian trees were inferred using 263
sequences (SI Table 1), representing North America (n=71), Central America and the
Caribbean (n=88) and South America (n=104) under uncorrelated relaxed clock and
with a Bayesian Skyline coalescent tree prior. The effective sample size (ESS) was
calculated by combining the output of the three runs for each model, excluding 10%
steps as a burn-in for each chain. Bayesian MCMC independent runs converged for

similar values and all parameter estimates showed ESS values more than 200.

Bayesian genealogies pointed to topologies similar to ML trees, supporting an
ancient clade including isolates from different countries of the Caribbean (Figure 1 and
Sl Figure 1). Sequences from Haiti, Dominican Republic, Trinidad and Tobago, Santa
Lucia and St. Vincent were nested together in these deep branches. Interestingly, eight
isolates from South American countries, including Suriname, Guyana, Brazil, Colombia
and Venezuela and one from the United States were intermingled within this clade.
Aside from two clusters of Trinidad and Tobago isolates, no other country showed
compartmentalized grouping of sequences. The finding that 52% of the HIV-1B
Caribbean sequences could be traced back to a unique most recent common ancestor
suggests a single major introduction of HIV-1B from Africa followed by local epidemic
spread (SI Table 2). Using an evolutionary time-scale spanning 26 years Bayesian
analysis indicates that the HIV-1B epidemic in the Caribbean countries evolved from a

common ancestor introduced around 1964 (1950-1967).



The Caribbean clade is followed by three pandemic clusters intermingling
sequences from North America, Central America, South America and the Caribbean.
The small cluster (pandemic clade A, Figure 1) positioned basal to the pandemic clades
is composed of six isolates, including three of Venezuela and one from Colombia
indicating that the dispersion of subtype B out of the Caribbean seeded the epidemic of
nearby countries. Those sequences occupying more derived positions are grouped into
two clusters (pandemic clade B and pandemic clade C) sharing a common ancestor with
the pandemic clade A. The pandemic clade B is mainly composed of South American
isolates (48%, Si Table 2), including 41% of the total sequences from South American
countries. Among this clade those sequences positioned nearer the tree root were also
obtained from South American countries suggesting an origin of this clade in that
region. Brazilian isolates form a monophyletic cluster and it seems to represent the main
evolutionary history of the pandemic in that country since only four Brazilian sequences
grouped outside this clade. Similarly twelve isolates from Cuba grouped together with
sequences from South America indicating that the Cuban epidemic may have arise in

the South American countries.

Within the pandemic cluster B, in a recent time in the evolutionary scale, the
grouping of South American sequences with North American isolates, mainly the
United States, could indicate an ongoing viral gene flow between the two Americas in
both directions. The existence of several independent South American clades was also
an indication of separate transmission networks, originated from different introductions

of the virus at different times.
Genetic Diversity Analysis:

We used a statistical genetics framework to understand the relationship between
the epidemics of HIV-1 subtype B in North, Central and South America. Differences in
the degree of genetic diversity among continents evidenced by ®sr estimations provide
further evidence for genetic structuring in the subtype B population of the Americas
(Table 1 and Figure 2). The highest level of molecular variation among continents
suggested a separation of Central America and North America (®st: 0.04373,
p<0.00001). Despite being structured, Fsr estimates indicated a closer relationship
between Central America and South America (®st: 0.03022, p<0.00001) (Table 1).



In addition, we constructed a multidimensional scaling plot based on Fst from
22 countries (Figure 2). South American countries grouped among a cluster of North
America and a cluster primarily composed of countries from Central America (Figure
2). It is interesting to note that South American countries, with the exception of Guyana
and Suriname, are more thightly clustered than the isolates from Central America or
North America. Guyana and Suriname grouped together with Trinidad and Tobago in
the “Central America” cluster. Mexico and the United States seem to be genetically
related to the epidemic of Brazil and other South American countries. Finally, Canada,
despite being positioned away from other countries of North America still maintains a

closer relationship with the United States.
Discussion:

Emergence and dispersion pattern of HIV-1 subtype B from the epicenter of
Africa is a major event in the history of the epidemic and a major public health issue.
The pandemic has been the focus of several research groups from different areas of
human knowledge since it was the first subtype to be isolated in industrialized nations
and the first to spread among mobile populations (17, 38-40). In the field of
phylogeography, it is subject of a continuing debate. Several suppositions were made
about the temporal and geographical patterns, including its origin and diffusion (5, 41-
44). Gilbert et al. (2007) fueled the discussions tracing back the beginning of the
epidemic out of Africa to 1966 (1962-1970) arising most likely from Haiti in a
monophyletic cluster (5). The authors suggested that Haiti was the key conduit for the
introduction of subtype B in the United States before it reaches a global dissemination.
Our results add another piece to this epidemiological puzzle providing evidence that the
spread of HIV-1B in the early 1960s in the Americas is not as unidirectional as initially
suggested. Phylogenetic and statistical approaches employed here point to an important
participation of South American countries in the transmission and evolution of subtype

B epidemic in the Americas.

The Caribbean countries had undoubtedly an important role in the HIV-1
subtype B epidemic. On the pol gene phylogeography, a consistent clade of isolates
from the Caribbean fell on deep branches suggesting that these countries were the first
populations to encounter HIV-1 in the Americas. However we could not state Haiti, as

previously suggested (5), or another country as the predecessor of the dissemination due



to the absence of sequences from the early introduction. Together, within the Caribbean
clade, Trinidad and Tobago seems to have its epidemic primarily derived from two or
more effective HIV-1 introductions, as in all trees obtained most of the sequences of
this country form two distinct clades (Figure 1). This result adds to previous studies that
used gag, env and, even the nearly complete genome and found a monophyletic
epidemic in that country (5, 19, 45). Additionally, we provide evidence for an
introduction of the virus at the beginning of the epidemic in the northern countries of
South America, such as Suriname, Guyana, Brazil, Colombia and VVenezuela. Due to the
presence of only one isolate from the United States in the Caribbean clade our results do
not suggest a significant event of direct transmission of the HIV-1B in the Caribbean to
the United States early in the epidemic. The direct introduction of the virus in the
United States would generate a genetic signature and when dealing with appropriate
viral genetic markers the phylogenetic pattern expected under such model, should
effectively group a significant number of sequences from the United States dating to the
beginning of the epidemic nested within the basal Caribbean strains. Our evolutionary
analyses of HIV-1B agreed about the timing events of introduction in Americas (5)
estimating the date of the MRCA to 1964 (1950-1967). The clustering of Caribbean
strains together in deep branches could be the result of founder effects from one or few

introductions in that region at 1960s.

Although the low probability, both methods Bayesian and ML analyses
evidenced a cluster derived from the Caribbean clade grouping isolates collected at
different times from South American countries (pandemic clade A). This cluster
occupies the basal position of the pandemic clades within subtype B (Figure 1)
providing evidence for two epidemiological scenarios: (a) the direct introduction of
HIV-1B in South America and the seeding of a secondary outbreak in the United States

or; (b) the concomitant spread from the Caribbean to South and North America.

Supporting the scenario a, the beginning of HIV epidemic in Americas coincides
with a boom in oil producing experienced by Venezuela (26, 27). Deepest changes in
the economical context implemented policies to attract immigrant people from
Colombia, Ecuador, Peru, Cuba, Trinidad and Tobago, Dominican Republic and the
United States (26, 27). The population of migrants from other Latin American countries
tripled in Venezuela’s censuses between 1970 and 1980 (26). It would not be surprising

if the circumstances surrounding this movement of people from the Caribbean could



also introduce and disseminate the HIV epidemic in South America. The pandemic
clade A and the pandemic clade B (Figure 1) Furthermore, reinforcing our hypothesis,
Leal et al. (2010) using 66 HIV-1 subtype B near full length genome (8160-bp) of
worldwide isolates found that the epidemic in Brazil, a south American country, share a
common ancestor with a “North American-European cluster” while Haitian strains
occupy the deepest positions (45). The most recent common ancestor for the subtype B
epidemic in Brazil (1967 and 95% high posterior probabilities between 1946- 1984)
estimated by Bello et al. (2007) is only a few years more recent than our estimations to
the beginning of the epidemic in Americas. Together, these evidences suggest a link
between the Caribbean epidemic and the direct introduction of HIV-1B in the South

America.

Yet according to the scenario a, after the spreading in countries of South
America the virus were introduced in North America. Emigrations from Mexico to the
United States have been the largest migratory movement on the planet (26). In this way,
Mexico could represent the “entrance door” of the epidemic to the United States.
Interestingly, of ten phylogenetic relationships encompassing Mexican sequences
through the whole ML tree, eight are linked with South American strains (80%).
Bayesian trees included only two Mexican sequences due to the information about the
sampling date (SI Table 1).

Finally, the bi-directional spread of HIVV-1B from the Caribbean as suggested by
the scenario b may also have taken part in the implementation of the epidemic in the
Americas since two distinct clusters, including the pandemic cluster B, arise from that
clade in the Bayesian trees. The historical factors involved in scenario a could also be
applied to support the scenario b. In addition, the historical registers of AIDS cases
among Haitian individuals in the 1970s (46) at the United States would be an indication
of the entry pathway of the epidemic in North America from the Caribbean. After all,
one could also assume a pandemic in the Americas constituted from the co-existence of
the two scenarios. In this case, South American countries might have an epidemic
originated from virus circulating in the Caribbean countries and from the pandemic

expansion at the United States.

The epidemic in Cuba deserves special attention since in addition to the
extraordinary genetic diversity and the lower prevalence of HIV in the Americas (47,



48); the country seems to have also a remarkable subtype B epidemic. One clade
encompassing 12 Cuban sequences is clearly related to samples of South American
countries, suggesting an alternative epidemiological link in the Caribbean region. Such
relationship credits the hypothesis that the expansion of the epidemic from the
Caribbean countries is not especially directed to the United States as previously
suggested (5). After all, historically, South American countries played an important role
in the definition of the politics in Cuba (49).

Besides the phylogenetic analyses the degree of differentiation between
continent compartments was calculated using AMOVA. Human migrations are a
confusing factor in the already complex HIV dissemination. The exchange of people
among countries can mix viral subpopulations and mask the historical processes that
create patterns of genetic variation and the geographic signatures beyond an epidemic
(7). Despite the high rate of migration in the Americas the data presented here
demonstrate a significant degree of population structure between continents (Table 1
and Figure 2). Such structuring can have a source in the selection effects of the host’s
immune system, in the recombination processes and in the founder effects (19);
however there is a lack of evidence for selection (19) and all sequences used here met
the criteria of no intersubtype genetic mixing. Thus, founder effects that acted in the
viral population in the beginning of the epidemic and are still detectable 40 years later

seem to better explain the genetic compartmentalization.

The ®gr estimates testing the viral structuring of the Caribbean, North America
and South America revealed that the Caribbean epidemic has a closer genetic
relationship to that established in South America (Figure 2), suggesting a
epidemiological link between the two Americas. Yet, ®sr estimates from South
American and North American epidemics point to the circulation of genetically related
viruses. This low differentiation among regions indicate a substantial similarity among
the epidemics in North America and Central America and support the grouping of the
pandemic clades mixing sequences of different countries from these regions.
Furthermore, in order to gather information on the relationship among countries we
conducted a comparison among the Americas including those as subpopulations. The
relationship among countries is show in the Figure 2 and explicit some of the results
found in our trees. Again, it seems that Central America is genetically related to South

American countries than North America. Moreover, aside from Guyana and Suriname



which have epidemics related to that of Trinidad and Tobago, all countries of South
America are closely related suggesting an intricate epidemic for that continent. Finally,
the role of Mexico in the HIV-1B dispersion throughout the America could be rethought
since our phylogenetic analyses and genetic statistics point to a connection among
United States, Mexico and South American countries.

We recognize that the pol gene may not offer enough genetic variation to ensure
a strong phylogenetic signal and thus obtain a high statistical support for the branches of
the trees. However, our analysis was able to recover the dating and geographic tracing
of previous studies using different genes such as env and gag (5, 19, 45). Likewise, it
was recently demonstrated that this gene is useful to the identification of transmissions
events by phylogenetic means (50). Together, pol provided the larger set comprising
dated sequences sampled in the wider possible number of countries in the Americas.
The recovery of ancestral sequences from American countries, especially South
American ones, would undoubtedly better trace the spread of the HIV-1B strengthening
the occurrence of a scenario or another. Our work do not contradicts previous studies, in
fact, through statistical genetics and phylogenetic analyses, our results add one more
piece to the history of HIV-1 subtype B in the Americas, revealing that part of the
epidemic in South America is directly derived from the Caribbean. We support a
scenario that begins with the introduction and spread of the virus locally in the
Caribbean region followed by the dispersion of the virus in the northern South America,
establishing an epidemic genetically similar to that one in the Caribbean. Due to several
migration waves from the various countries of Latin America toward the United States
(26), the epidemiological link between South America and North America could be
easily established. However, a direct link between the Caribbean and North America
also contributed to the dissemination of HIV-1B since historical registers point to this
connection (51, 52). The data presented here show a new perspective for addressing the
epidemic of HIV-1 subtype B in the Americas. In addition, this work highlights the
usefulness of methods of population genetics in understanding the evolution and spread
of the epidemic, contributing primarily to the evaluation of interactions between the
virus and the migration processes governing the diffusion of human populations.
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Legends:

Figure 1. Majority-rule Bayesian consensus tree of 268 HIV-1 subtype B pol sequences isolated from 25
countries in the Americas. Out-grouped are the subtype C and D. Branches are colored due to sample
origin. Orange branches include isolates from Central America (including the Caribbean); green branches
include South American isolates and blue branches, isolates from North America. Branches are not drawn
to scale. Posterior probabilities are shown for key nodes. Tips of the tree contain isolate information
regarding the subtype, country, year of isolation and GenBank accession number. Abbreviations of
countries are as follows: AR, Argentina; AG, Antigua and Barbuda; BH, Bahamas; BR, Brazil; BW,
Botswana; CA, Canada; CD, Democratic Congo; CM, Cameroon; CO, Colombia; CU, Cuba; DO,
Dominican Republic; EC, Ecuador; ET, Ethiopia; GD, Grenada; GY, Guyana; HT, Haiti; JM, Jamaica;
LC, Santa Lucia; SR, Suriname; TT, Trinidad and Tobago, TZ, Tanzania; UG, Uganda; US, United
States; VC, St. Vincent; VE, Venezuela.

Figure 2. Synthetic map illustrating the distribution and geographic origin of strains isolated in the
Americas and the genetical structuring among continents and countries. (a) Countries of sample isolation
are colored-divided by geopolitical continents comprising South America, Central America (including
Caribbe) and North America. Isolates from the gray-colored countries were not included in this study.
Countries located in Central America are represented by numbers: (1) Bahamas; (2) Puerto Rico; (3)
Antigua and Barbuda; (4) Santa Lucia; (5) St. Vincent; (6) Grenada; (7) Jamaica; (8) Honduras and (9)
Panama. Red dotted lines represent Fst estimates between continents. South America is genetically
intermediary related to Central America and North America. (b) Non-metric multidimensional scaling
plot of the Fgr estimates among 22 South American countries. Dimension 1 separates the 308 isolates by
country.

Sl Figure 1. Part of the 50% majority rule consensus tree from the Bayesian MCMC (BEAST). This is
the full version of the collapsed group in the Figure 1 showing the evolutionary relationships among the
sequences in the pandemic clade. Orange branches include isolates from Central America (including the
Caribbean); green branches include South American isolates and blue branches, isolates from North
America. Branches are not drawn to scale. Abbreviations of countries are as follows: AR, Argentina; AG,
Antigua and Barbuda; BH, Bahamas; BR, Brazil; BW, Botswana; CA, Canada; CD, Democratic Congo;
CM, Cameroon; CO, Colombia; CU, Cuba; DO, Dominican Republic; EC, Ecuador; ET, Ethiopia; GD,
Grenada; GY, Guyana; HT, Haiti; JM, Jamaica; LC, Santa Lucia; SR, Suriname; TT, Trinidad and
Tobago, TZ, Tanzania; UG, Uganda; US, United States; VVC, St. Vincent; VE, Venezuela.
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Tables:

Table 1. Analysis of molecular variance (AMOVA) of HIV-1 subtype B isolates from North,
Central and South Americas.

Division (number of Source Fixation
populations tested) of Variation index
North America (3) vs. Central ~ Among divisions dct: 0.00663

America (11) vs. South America Among populations within divisions  @sc: 0.06225*
®) within populations Ds1:0.06847*

North America vs. Central I . «
America vs. South America Among divisions dst: 0.02457

*p<0.05




Supporting Information (SI):

Table 1. Geographic origin, time spanning and the number of sequences used to trace back the
dissemination of HIV-1 subtype B in the Americas.

. Number of Sequences | Time
Country Region dated ndated Tota frame
1. Antigua and Barbuda Caribbean 3 2 5 2000
2. Argentina South America 9 4 13 1998-2007
3. Bahamas Caribbean 4 - 4 2004-2005
4. Bolivia South America 1 - 1 1999
5. Brazil South America 22 - 22 1990-2005
6. Canada North America 9 - 9 1992-2000
7. Chile South America - 25 25 -
8. Colombia South America 27 - 27 2001-2006
9. Cuba Caribbean 19 - 19 1999-2003
10. Dominican Republic Caribbean 12 - 12 2000-2005
11. Ecuador South America 5 - 5 1989-2006
12. Grenada Caribbean 3 - 3 2000
13. Guyana South America 1 - 1 2000
14. Honduras Central America 4 - 4 2003
15. Haiti Caribbean 8 - 8 2004-2005
16. Jamaica Caribbean 7 - 7 2001-2009
17. Santa Lucia Caribbean 1 - 1 2000
18. Mexico North America 2 8 10 2004
19. Panama Central America 4 - 4 2004-2005
20. Peru South America 1 - 1 2004
21. Puerto Rico Caribbean - 1 1 -
22. Suriname South America 4 - 4 2000
23. Trinidad and Tobago Caribbean 19 - 19 2000-2001
24. United States North America 60 - 60 1983-2006
25. Uruguay South America 2 - 2 2001
26. St. Vincent Caribbean 4 - 4 2000
27. Venezuela South America 32 10 42 2004-2008
- - 263 50 313 1983-2009




Table 2. Number of sequences grouped within each clade of the HIV-1 subtype B Bayesian
phylogeny and the percentage of the sequences by the sampled region considering 71 sequences
from North America, 08 sequences from Central America, 80 sequences from Caribbean and 104
from South America.

Number of Number of

Clade (number of

sequences)

Region

sequences
(% of the clade)

sequences
(% of the region)

Caribbean Clade
(51 sequences)

Pandemic Clade A
(06 sequences)

Pandemic Clade B
(90 sequences)

Pandemic Clade C
(116 sequences)

North America
Central America
Caribbean

South America
North America
Central America
Caribbean

South America
North America
Central America
Caribbean

South America
North America
Central America
Caribbean

South America

1/51 (1.96%)
0/51 (0%)
42/51 (82.35%)
8/51 (15.69%)
1/06 (16.67%)
0/06 (0%)
1/06 (16.67%)
406 (66.66%)
21/90 (23.33%)
1/90 (1.11%)
25/90 (27.78%)
43/90 (47.78%)
48/116 (41.38%)
7/116 (6%)
12/116 (10.35%)
49/116 (42.24%)

1/71 (1.41%)
0/08 (0%)
42/80 (52.5%)
8/104 (7.69%)
1/71 (1.41%)
0/08 (0%)
1/80 (1.25%)
4/104 (3.85%)
21/71 (29.58%)
1/08 (12.5)
25/80 (31.25%)
43/104 (41.35%)
45/71 (67.6%)
7/08 (87.5%)
12/80 (15%)
49/104 (47.11%)
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Os resultados descritos neste trabalho indicam que parte da atual epidemia do
subtipo B na América do Sul ocorreu a partir de introducdes de virus circulantes em
paises do Caribe. A concordancia de dois métodos de construgdo de arvores
filogenéticas (ML e IB) em conjunto com os métodos estatisticos de analise da
populacéo viral fornece robustez as nossas conclusdes destacando uma nova perspectiva

para o entendimento da dispersédo e estabelecimento da pandemia nas Ameéricas.

Neste sentido, o Caribe tem um papel importante na histéria epidemioldgica do
subtipo B. Concordando com trabalhos anteriores, nossos dados sugerem uma Unica
entrada do virus na regido por volta de 1964 (1950-1967). Como esperado, a
proximidade geogréfica e cultural levaram o virus a se disseminar por diversos paises da
regido, incluindo Trinidade e Tobago, Republica Dominicana, Haiti, Sdo Vicente e
Santa Lucia. Nossos resultados ndo reproduzem os achados de trabalhos anteriores que
sugerem uma entrada inicial do virus no Haiti (Gilbert et al., 2007). A indisponibilidade
de isolados que datam do inicio da epidemia de paises do Caribe em bancos de dados
publicos impossibilitou a utilizacdo de sequéncias mais antigas que 2004. Os sinais
filogenéticos de sequéncias antigas permitem um melhor ajuste na calibracdo do relogio
molecular utilizado na analise Bayesiana e podem influenciar na organizacao topologica

das filogenias (Bromham e David, 2003).

A circulacao do virus em diversos paises do Caribe foi provavelmente suficiente
para alimentar uma introducdo direta em alguns paises do norte da América do Sul,
como Suriname, Guiana, Venezuela e Colémbia. Analises classicas de genética
estatistica, utilizando as estimativas F, também revelaram esta relacdo. A presenca de
um grupo formado por sequéncias isoladas na América do Sul, emergindo do clado

basal do Caribe, antes do cluster que compreende ao clado pandémico, alimenta a



formacdo de duas hipoteses principais. Primeiramente, o virus apos circular no Caribe,
pode ter sido introduzido na América do Sul e depois levado a América do Norte. Apos
0 estabelecimento da epidemia nos Estados Unidos, o virus pode ter sido re-introduzido
na América do Sul. Em uma segunda hipdtese, haveria uma co-dispersdo para a
América do Norte e para a América do Sul a partir da epidemia do Caribe.

Considerando os aspectos geograficos, a hipbtese de co-dispersdo parece mais
provavel. O clado formado principalmente por sequéncias sul americanas, neste caso,
ndo seria um clado basal ao pandémico, mas sim um clado monofilético de introducéo
do virus a partir do Caribe. Ainda para esta hipotese, a saida do virus do Caribe (e a
efetiva expanséo) teria acontecido, pelo menos, duas vezes: uma para a América do Sul
e outra, provavelmente para a América do Norte. Este cenario também é sustentado
pelas analises de AMOVA, que sugerem uma estruturacdo populacional diferente para a

América do Sul e a América do Norte.

Em um trabalho recente, Leal e colaboradores (2010) mostram que a epidemia
do Brasil emerge da epidemia corrente no Caribe e compartilna um ancestral comum
com os virus circulantes na América do Norte e na Europa (Figura 4.1). A monofiliae a
separacdo do clado “Estados Unidos — Europa” e Brasil sustenta a hipdtese de que a
epidemia do subtipo B foi diretamente introduzida na América do Sul a partir do Caribe,
sem a intermediacdo da América do Norte. Além disso, a andlise da situagdo histdrica
nas Américas, na década de 60, indica a ocorréncia de um grande processo migratorio
de diversos paises da América Latina em direcdo a Venezuela. Dados de pesquisadores
venezuelanos, notificam a deteccdo de trés casos de HIV em indios amazonenses, cujo

sangue total foi coletado em 1968 (Rodriquez et al. 1985).

O Brasil, em meio a este cenario, parece ter sido um importante ponto de
disseminacédo da epidemia, ja que diversos isolados deste pais agrupam dentro do clado
sul-americano derivado do Caribe. Este clado abriga a maioria dos isolados brasileiros,
evidenciando uma possivel entrada monofilética no pais. Ainda assim, ndo é possivel
descartar a introducdo do virus por outras origens, dado que isolados do mesmo pais
ocupam outras posi¢Oes da arvore. Curiosamente, a epidemia do subtipo B no Brasil é
caracterizada por uma variante denominada B’. Esta variante representa em torno de 40-
60% do subtipo B circulante no pais e é raro (<1%) em paises da América do Norte e da
Europa (Bongertz et al. 2000; Potts et al. 1993; Bello, Eyer-Silva, José C Couto-



Fernandez, Monick L Guimaré&es, Chequer-Fernandez, Teixeira, and Mariza G Morgado
2007b). De forma especulativa, extrema peculiaridade pode ser atribuida a uma agéo do

efeito fundador apds a entrada unica do virus no Brasil a partir do Caribe.
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Figura 4.1: Arvore Bayesiana extraida de Leal et al. (2010) utilizando 66 sequéncias do HIV-1 subtipo B
(8160 pares de base) isoladas de diversas partes do mundo. A area amarela marca o clado formado por
sequéncias isoladas no Brasil. O nome dos isolados indica o pais de coleta, 0 ano e a informacdo a

respeito da identificacdo da sequéncia.

Nossos achados envolvendo a epidemia do subtipo B em Cuba reiteram a idéia
de que o Caribe alimentou a epidemia da América do Sul e revelam que a populagéo da
América do Sul também “exportou” o virus. Nossos resultados sdo pioneiros, visto que
analises sobre origem e disseminacdo do HIV-1 nas Américas sdo ainda bastante

€SCasso0s.

As estimativas de estatistica F revelaram uma estruturacdo populacional
importante na epidemia do subtipo B nas Ameéricas e, de certa maneira, corroboram com

as analises filogenéticas. Apesar de ser incomum 0 uso de estatistica genética em



trabalhos de disseminacdo de HIV, estas estimativas foram importantes para avaliar e
clarear o entendimento das relacdes entre as epidemias dos diferentes paises. A
estruturagdo populacional foi capaz de separar cada uma das Américas em grupos
geneticamente distintos e ainda revelou uma situacdo genética proxima entre as
epidemias da América do Sul e do Caribe. Os trés paises que compdem a América do
Norte provavelmente abrigam epidemias geneticamente distantes aquela do Caribe. Este
resultado pode ter sido mascarado pelo grande movimento populacional turistico que

ocorre na regido, principalmente nos Estados Unidos e Canadé (Pellegrino, 2000).

Trabalhos como esse podem ser de fundamental interesse para 0 monitoramento
da disseminacdo de variantes virais resistentes a medicamentos antirretrovirais e podem
servir como um modelo para o estudo da difusdo de outras doencas infecto-contagiosas.
Perspectivamente, estudos sobre a “interacdo” e estruturacdo entre epidemias de paises
vizinhos podem ajudar na avaliacdo da influéncia das bordas geograficas na dinamica
global da pandemia. Da mesma forma, futuros trabalhos, utilizando sequéncias do inicio
da epidemia e envolvendo um numero maior de paises serdo necessarios para rever o
papel da América do Sul e definir o real caminho da disseminagdo do HIV-1B dentro

das Américas.

A difusdo em massa do HIV-1 subtipo B em paises desenvolvidos marca o inicio
de um importante evento na histéria da saude mundial e na histéria da humanidade.
Evidéncias diversas demonstram que a cooperagdo entre paises e 0s investimentos em
resposta a epidemia do HIV podem gerar claras reducdes das alarmantes estatisticas
envolvendo morte de pessoas no mundo todo. Além destes, a participacao definitiva dos
setores de pesquisa contribuiu fundamentalmente para o esclarecimento, tratamento e
aumento da expectativa de vida de individuos contaminados com o virus (UNAIDS,
2010).
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