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RESUMO

A epidemia de HIV-1 no sul do Brasil € predominantemente causada pelo
HIV-1C, com co-circulagdo de subtipos B, F1 e formas recombinantes. O estado de
Santa Catarina apresenta elevadas taxas de detecgdo, mortalidade e incidéncia,
sendo Floriandpolis a capital com o pior cenario epidemiologico. Os fatores que
contribuem para as contrastantes diferengcas observadas na epidemiologia de
HIV/aids nessa regido ainda ndo sdo bem compreendidos, contudo podem estar
relacionadas ao comportamento de risco diferenciado desta populagdo ou pela
diversidade molecular unica encontrada nessa regido. Embora diversos estudos
tenham procurado descrever a diversidade molecular, os dados coletados focaram
nos maiores centros afetados pelo HIV, ndo descrevendo a populagdo do estado
como um todo. Esse trabalho tem por objetivo descrever a diversidade genética do
HIV-1 em Santa Catarina em amostras coletadas de pacientes em falha terapéutica,
detalhando variagdes de prevaléncia no tempo e espacgo territorial, além de
associagdes com dados epidemioldgicos, tentando elucidar as redes de transmissao
intermunicipais, interestaduais e internacionais envolvidas na disseminagcdo da
epidemia utilizando-se, para isso, abordagem filogenética. O HIV-1C mostrou-se
como a forma viral mais relevante na epidemia em Santa Catarina, com significativo
aumento de prevaléncia ao longo dos anos, se sobrepondo a formas virais mais
raras. Esse estudo indicou também que HIV-1C e B circulam em populagdes
epidemiologicamente distintas, sendo a infecgao por subtipo C mais associada ao
género feminino e individuos com baixa escolaridade, enquanto o B mostrou-se mais
presente em homens e individuos com maior grau educacional. O aumento
evidenciado para esse subtipo pode estar associado a introdugdo do HIV-1C em
grupos HSH (homens que fazem sexo com homens), visto que, embora tenha-se
evidenciado forte associacdo entre HIV-1B e individuos possivelmente HSH, o
subtipo C foi encontrado em alta propor¢do nesses individuos, indicando uma
intercomunicacdo das redes de transmissdo. Foi observado também uma
distribuicdo heterogénea de subtipos pelas regides intermediarias do estado,
podendo esse fato estar associado as redes de disseminacido virais, fluxos
migratorios, regides de fronteira e turismo. O subtipo C apresentou as maiores taxas
de clusterizacdo quando comparado aos outros subtipos, além de maior numero,
tamanho e distadncia entre os membros contidos nos agrupamentos identificados,
sugerindo que as redes de transmissdo onde esse subtipo circula é mais abrangente
e a epidemia mais disseminada. Somado a isso, esse subtipo apresentou maior
relevancia em interagcdes epidemioldgicas internacionais e interestaduais, indicando
que as redes de transmissao atuantes em Santa Catarina podem contribuir para a
disseminagao de subtipo C para outras localidades. Em conclusao, esse estudo
corrobora a importancia epidemiologica do subtipo C para o estado de Santa
Catarina, bem como indica que as redes de transmissao atuantes no estado podem
contribuir para o potencial expansivo dessa epidemia, principalmente, em outras
regides do pais.

Palavras-chave: HIV, Subtipo C, Epidemiologia Molecular, Redes de
Transmissao, Dispersao Viral.



ABSTRACT

The HIV-1 epidemic in southern Brazil is mostly caused by HIV-1C, with co-
circulation of subtype B, F1 and recombinant forms. The Santa Catarina state
presents high detection, mortality and incidence rates, with Floriandpolis being the
national capital with the worst epidemiological scenario. The factors that trigger the
contrasting differences observed in the epidemiology of HIV /AIDS in this region are
not well understood yet, and may be related to the differentiated risk behavior of the
population or the unique HIV molecular diversity. Although other studies have aimed
to describe the molecular diversity, data collection has focused on the major cities
affected by HIV, not describing the state population as a whole. This work aims to
describe the genetic diversity of HIV-1 in the state of Santa Catarina, detailing the
variations in time and space and associations with demographical features, as well
as trying to elucidate the intrastate, interstate and external transmission networks
involved in the spread of the epidemic using phylogenetic approach. HIV-1C proved
to be the most relevant viral form in the Santa Catarina epidemic, with a significant
increase in prevalence over the years overlapping with rarer viral forms. This study
also indicated that HIV-1C and B circulate in epidemiologically distinct populations,
with subtype C infection being more associated with females and individuals with low
education, while B was more present in men and individuals with higher educational
level. The increase seen for this subtype may be associated with the introduction of
HIV-1C in MSM groups, although although there was a strong association between
HIV-1B and possibly MSM individuals, subtype C was found in high proportion in
these individuals, indicating an intercommunication of the transmission networks. It
was also observed a heterogeneous distribution of subtypes across the intermediate
regions of the state, which may be associated with viral dissemination networks,
migratory flows, border regions and tourism. The subtype C presented the highest
clustering rates when compared to the other subtypes, besides the larger number,
size and distance between the limbs contained in the identified clusters, suggesting
that the transmission networks where this subtype circulates is broader and the
epidemic more widespread. In addition, this subtype was more relevant in
international and interstate epidemiological interactions, indicating that the
transmission networks operating in Santa Catarina may contribute to the
dissemination of subtype C to other locations. In conclusion, this study corroborates
the epidemiological importance of subtype C for the state of Santa Catarina, as well
as indicates that the transmission networks operating in the state may contribute to
the expansive potential of this epidemic, especially in other regions of the country.

Key words: HIV, Aids, Subtype C, Molecular Epidemiology, Phylodynamics,
Viral Dispersion, Brazilian Southern Region.
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1. INTRODUGAO

1.1 O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e a aids

O HIV é um virus pertencente a familia Retroviridae, sendo capaz de
sintetizar, durante seu ciclo replicativo, um genoma intermediario de DNA a
partir de uma molécula molde de RNA. Apds a infecgdo apresenta um longo
periodo de incubagao e lento desenvolvimento da sintomatologia, semelhante
ao observado em outros virus do género Lentivirus (Hoffmann et al., 2007).
Existem dois tipos de HIV: HIV-1 e HIV-2. Ambos apresentam morfologia
semelhante, contudo apresentam diferencas marcantes quanto a
patogenicidade e dispersdo mundial. O HIV-1 é conhecido por ser o agente
causador da pandemia mundial de aids enquanto o HIV-2 mostra-se menos
disperso, sendo relatado como causador de infecgdes restritas ao oeste da

Africa e algumas localidades da Europa (Rambaut et al., 2004).

O genoma do virus é composto por duas fitas simples e idénticas de
RNA, contendo aproximadamente 10 mil nucleotideos cada, que codificam
nove genes (Figura 1). Destes, trés sao vitais para o processo infeccioso e
encontram-se presentes em todos os retrovirus: env, gag e pol. O gene env
codifica para glicoproteinas de superficie (gp120 e gp41), que compde o
envelope viral; o gene gag é responsavel pela codificagcdo de proteinas
estruturais constituintes do capsideo; o gene pol codifica as enzimas virais
transcriptase reversa, protease e integrase (Hoffmann et al., 2007). Os outros
seis genes denominados vif, vpu, vpr, tat, rev e nef desempenham fungdes
acessorias ao mecanismo de infecgao do HIV-1 (Miller e Sarver, 1997; Cullen,
1998).

O ciclo de replicagao do virus inicia com a interagdo das glicoproteinas
do envelope viral com o receptor CD4 presente na superficie de células do
sistema imunolégico tais como linfécitos T, mondcitos, macrofagos, células
dendriticas e microglia. Esta primeira interacdo nao é suficiente para que
ocorra a fusdao das membranas da célula hospedeira e viral, necessitando ser
estabilizada mediante interacdo com co-receptores, sendo os mais utilizados

CCR5 ou CXCR4. Ap6s a entrada do virus na célula, o capsideo é
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desintegrado, liberando o material genético viral no citoplasma. Depois disso,
as enzimas virais iniciam o processo de transcricdo reversa da fita de RNA,
sendo que o DNA dupla fita é translocado até o nucleo e integrado no genoma
celular. Apés o evento de integragdo, o segmento de DNA viral € transcrito
como uma poliproteina clivada pela enzima protease, possibilitando que as
proteinas virais se organizem adequadamente na montagem do virion, para

posterior brotamento (Hoffmann et al., 2007).
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Figura 1: Representagédo esquematica do mapa genémico do HIV-1, obtido a partir do Los
Alamos HIV Database (2019).

Representagdo do posicionamento dos segmentos génicos compondo o genoma do HIV-1
e sua distribuicdo segundo as fases de leitura de leitura. O inicio do gene encontra-se indicado
pelo pequeno numero no canto superior esquerdo de cada retangulo, normalmente registrando a
primeira posi¢cao do codon de inicio ATG para esse gene, enquanto o numero no canto inferior

direito registra a ultima posi¢do do codon de parada.

A principal célula-alvo da infecgao viral por HIV-1 s&o linfécitos T CD4.
Este tipo celular sofre deplecdo ao longo da evolugdo da doenga, sendo sua
reducao associada ao quadro de imunodeficiéncia e acometimento do paciente
por doengas oportunistas. A histéria natural da doenga (Figura 2) pode ser
dividida em trés fases: aguda (logo apos a infecgdo), crénica e fase de aids. Na
fase aguda o individuo apresenta elevada viremia, entretanto os sintomas,
quando acontecem, sao inespecificos e semelhantes a um quadro gripal. Apos
algumas semanas, a carga viral circulante € reduzida devido a agao de

linfocitos T citotoxicos HIV-especificos (Mellors et al., 1995).

A fase crénica da infecgado tem como principal caracteristica um periodo

de equilibrio entre a replicagao viral e resposta imune do hospedeiro frente ao
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processo infeccioso. Esta fase € assintomatica e pode perdurar anos; contudo,
ha progressiva deplegao de linfocitos T CD4. Com a redugao destas células, o
individuo passa a exibir um perfil de imunossupressdo, tornando-se mais
susceptivel a infecgbes oportunistas. A fase de aids é atingida quando a
contagem de linfécitos T CD4 encontra-se inferior a 350 células/puL de sangue
associada ao aparecimento de infec¢des oportunisticas fungicas e bacterianas
ou neoplasia, tal como sarcoma de Kaposi (Ministério da Saude, Coordenagéao
de HIV/aids, 2018). Neste momento o paciente apresenta elevada viremia
devido a ineficiéncia do sistema imunolégico em controlar a replicagédo viral,
bem como grave imunossupressado e deficiéncia em combater infecgbes por

patégenos oportunistas (Hoffmann et al., 2007).
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Figura 2: Representagao grafica da histéria natural da infeccéao pelo HIV-1.
Adaptado de Goulder et al., 2004 e obtida de Graf, 2015.

A linha azul claro representa o comportamento de declinio em numero das
células T CD4 e em roxo os linfocitos T citotdxicos, abundantes durante a fase
aguda de infecg¢do. A linha vermelha representa o comportamento da carga viral
ao longo da infecgao, apresentando um aumento drastico durante o inicio da fase
aguda, reducgdo e estabilizacdo durante o final da fase aguda e fase crénica,
seguido de um aumento acentuado durante o final da fase crénica e inicio da aids.
Em verde é representado o aumento na deteg¢ao de anticorpos anti-HIV durante o

curso clinico, sendo mais abundantes e de facil deteccao durante a fase crénica.

Com avangos no desenvolvimento de novos medicamentos e o manejo
de diferentes vias para controle da infeccao viral pelo HIV, a implementacao da

TARV (terapia antirretroviral) propiciou um aumento progressivo nas taxas de
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resposta terapéutica. A partir de 2014, o Ministério da Saude brasileiro
preconizou que todo paciente diagnosticado com HIV inicie terapia de forma
imediata (Ministério da Saude, 2017), alternando o antigo regime de inicio de
tratamento apds o individuo atingir contagem de células T CD4+ inferior a 200
células/mm? de sangue. Com os esquemas antirretrovirais modernos, cerca de
80% dos pacientes passam a apresentar carga viral indetectavel (inferior a 50
copias/mL) apdés o primeiro ano de tratamento, sendo a maioria capaz de
manter essa supressao viral medicamentosa pelos anos seguintes. Contudo,
ainda ha uma parcela dos pacientes em tratamento que apresentam falha ao
tratamento inicial, sendo necessario a aplicagdo de uma TARV de resgate
(Ministério da Saude, Coordenagdo de HIV/AIDS, 2018). Atualmente
encontram-se aprovados para utilizacdo em terapia antiretroviral 25

medicamentos divididos em 6 classes distintas (Broder, 2010):

i. Inibidores nucleosidicos da transcriptase reversa (NRTI): o
mecanismo de acdo baseia-se na atuacdo como falso substrato
para a enzima RT, competindo com os nucleotideos da célula
infectada, ocorrendo um impedimento na sintese de DNA pré-
viral;

ii. Inibidores nao-nucleosidicos da transcriptase reversa (NNRTI):
atuam ligando-se proximo ao sitio catalitico da enzima RT,
retardando a incorporacado de novos nucleotideos na fita de DNA
em elongacgéo;

iii. Inibidores da protese (Pl): atuam inibindo a acdo enzimatica da
protease viral, impedindo a formacédo de proteinas constituintes
do capsideo viral e outras enzimas do HIV;

iv.  Inibidores de fusdo: o0 mecanismo de agao € baseado na ligacao
dele com sequéncias peptidicas de carater hidrofébico presentes
na gp41 responsaveis pela fusdo do envelope viral com a
membrana plasmatica da célula hospedeira, impedindo a entrada
do virus;

v. Inibidores de entrada: essa classe de antirretroviral € composta

por moléculas sintéticas que apresentam efeito de antagonista ao
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receptor de quimiocinas CCRS5, impedindo que ocorra correta
interagdo da gp120 viral com o co-receptor de auxilio;

vi. Inibidores de integrase (INTI): ligam-se a enzima integrase,
impedindo que ocorra o processo de incorporagdao do DNA pro-

viral no DNA gendmico da célula hospedeira.

O resgate no controle da viremia de pacientes refratarios ao esquema
medicamentoso € dependente do reconhecimento precoce da falha viroldgica e
emprego cuidadoso de estratégias para correto delineamento do novo
tratamento. A falha virolégica pode ser caracterizada por carga viral detectavel
apos seis meses do inicio ou modificacdo de tratamento, como também por
aumento inesperado na carga viral de pacientes que ja haviam atingido a
supressao viral sob tratamento. Esse processo de aumento da carga viral
prejudica a recuperagao imunologica dos niveis de células T CD4+, além de
aumentar o risco de progressao da doenga e emergéncia de cepas resistentes
aos ARV. A supressao parcial e a persisténcia dos niveis detectaveis de virus
circulante facilitam ndo sé o acumulo de mutagdes que conferem resisténcia
frente a medicagdo em uso, como também reduz, a longo prazo, as opg¢des
terapéuticas (Ministério da Saude, Coordenagao de HIV/AIDS, 2018).

Uma vez detectada e confirmada a falha virolégica a partir de duas
coletas subsequentes de sangue (com intervalo de quatro semanas entre elas),
recomenda-se a genotipagem da populagao viral e pesquisa de resisténcia aos
ARV, auxiliando assim a elaboragdo de um esquema de resgate mais efetivo
na supressao viral. No Brasil, o teste de genotipagem de pacientes em falha
terapéutica é oferecido no Sistema Unico de Saude (SUS), através da Rede
Nacional de Genotipagem (RENAGENO). Essa testagem consiste em
sequénciar perte do genoma viral e pesquisar, em segmentos génicos
especificos (gene pol), a presenga de cddons associados a resisténcia as
diferentes drogas utilizadas no tratamento. Com isso €& possivel otimizar a
escolha de esquemas TARV com maior chance de sucesso, propiciar o uso de
medicamentos ativos por periodos prolongados, previnir a troca desnecessaria

de esquema terapéutico, além de reduzir a toxicidade por medicamentos
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inativos e melhorar a relagdo custo-efetividade do tratamento (Ministério da
Saude, 2018).

1.2 Epidemiologia molecular do HIV-1

A principal caracteristica do HIV-1, que resulta na alta diversidade
molecular apresentada por esse patdogeno e no grande dinamismo da epidemia
de aids, € sua elevada taxa evolutiva (Tebit e Arts, 2011). A diversidade
molecular encontrada nesse virus é decorrente de uma combinacao de fatores
que o torna um dos organismos que apresentam evolugdo mais rapida e
passivel de mensuragdo em uma curta escala de tempo (Rambaut et al., 2004;
Grenfell et al., 2004). Essa rapida evolugdo € associada a inexisténcia de
processos de correcao de erros da transcriptase reversa, ocasionando alta taxa
mutacional a cada processo de transcricdo (0,2 mutagbes por genoma)
(Preston et al., 1988). Ademais, esse acumulo de mutagdes torna-se ainda
mais acentuado devido ao numero de 10" a 10" novos virions (particulas
virais) produzidos por dia (Perelson et al., 1996). Com isso, o HIV-1 possui uma
taxa evolutiva estimada em 2 a 4 x 10 substituicdes por sitio a cada ano
(Abecasis et al., 2009). Desta forma, considerando o genoma de
aproximadamente 10 mil pares de bases do HIV-1, cerca de 20 a 40 mutagdes
sao fixadas em uma especifica populagao viral, o que equivale a 0,2 a 0,4% de

divergéncia genética acumulada por ano.

Em decorréncia dessa rapida taxa evolutiva do HIV-1, a capacidade de
resposta imunoldgica do organismo frente ao virus torna-se deficitaria. Além
disso, a ampla diversidade de variantes virais inviabiliza o desenvolvimento de
vacinas capazes de atuar com elevada eficacia e com amplo espectro de acao
(Ramos et al., 1999), bem como possibilita mecanismos de evasdo e
resisténcia aos tratamentos disponiveis, ocasionando falha terapéutica
(Grenfell et al., 2004).

A atuacéo de diferentes mecanismos evolutivos intrinsecos ao virus e
dependentes do hospedeiro possibilitou que o HIV-1 pudesse divergir
amplamente em seu genoma, sendo classificado em quatro grupos: M, N, O e
P. Os grupos N e O apresentam distribuicdo discreta, sendo endémicos em

regides do oeste africano. O grupo P é descrito como um outro agrupamento
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do HIV-1 com baixa prevaléncia, tendo sido isolado de uma paciente de
Camardes (Plantier et al., 2009). O grupo M, entretanto, apresenta maior
relevancia epidemioldgica e clinica, visto que é o responsavel pela pandemia
atual da doencga. Esse grupo é subdividido em subtipos puros (A-D, F-H, J e K)
(Robertson et al, 2000; Rambaut et al., 2004), além de alguns sub-subtipos
(A1-A4, A6 e F1-F2) (Los Alamos HIV Database, 2018). A elevada diversidade
viral observada no grupo M também compreende 95 formas recombinantes
intersubtipos (Los Alamos HIV Database, 2019), que até o ano de 2012-2013
correspondiam a 20% das novas infec¢gdes mundiais (Lau e Wong, 2013), além

de infec¢des causadas por formas recombinantes unicas (URFs).

Segundo a UNAIDS atualmente ha mais de 37,9 milhbes de pessoas
vivendo com HIV-1 no mundo (WHO/UNAIDS, 2019). Os subtipos virais
associados as infecgdes e os numeros de individuos acometidos distribuem-se
heterogeneamente no territério global (WHO/UNAIDS, 2019), sendo a Africa
Central a regiao que apresenta a epidemiologia molecular mais diversificada
(Hemelaar et al., 2006; Osmanov et al., 2002). O subtipo C é o mais prevalente
mundialmente, sendo encontrado na india e regido sul da Africa,
compreendendo aproximadamente 50% das infecgbes globais. Ja o subtipo B é
a forma mais dispersa no mundo, sendo o principal responsavel pela maioria
de casos de aids no continente americano, Europa e Oceania (Arién et al.,
2007) (Figura 3). Estudos indicam que esse subtipo do HIV-1 seja responsavel
por aproximadamente 12% das infecgdes ao redor do mundo; contudo, embora
menos prevalente que o subtipo C, a maioria das pesquisas clinicas sobre HIV-

1 tém sido conduzidas em populagdes onde esse subtipo é predominante.
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Figura 3: Distribuicdo mundial dos subtipos do grupo M do HIV-1 e formas
recombinantes circulantes (CRFs). Adaptado de Arién et al., 2007 e obtida de
Graf, 2015.

E possivel observar que o subtipo C é o mais prevalente no mundo, sendo
responvavel por 52% dos individuos infectados e sendo majoritario em paises
populosos, enquanto o subtipo B encontra-se causando aproximadamente 10%
das infecgbes, sendo a forma viral responsavel por infecgdes no continente

americano e europeu.

1.2.1 Epidemiologia molecular do HIV-1 no Brasil e situagao peculiar da

regiao Sul

O Brasil € um pais de dimensdes continentais. Essa caracteristica
propicia que ocorram variagdes epidemioldgicas acerca da epidemia de
HIV/aids conforme a regido geografica analisada. Segundo o Ministério da
Saude, desde 1980 até os dias atuais foram notificados aproximadamente 966
mil individuos vivendo com HIV-1 no Brasil (Ministério da Saude, 2019). A
maior concentragdo de casos de aids € observada em individuos entre 25 e 39
anos, em ambos o0s sexos (Ministério da Saude, 2019), sendo que a
prevaléncia de aids entre individuos de 15 a 49 anos permanece estavel em
torno de 0,6% desde 2004 (Ministério da Saude, 2017). A taxa de detecgao
anual de novos casos esta apresentando queda desde 2013. A incidéncia até
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entdo era estavel em torno de 21 novos casos a cada 100 mil habitantes,
passando para 17,8 em 2019, devido as modificagdes no protocolo de

tratamento e notificagdo do Ministério da Saude ocorrido em 2014.

Na regido Sul, apesar da taxa de deteccdo de novos casos de aids
também estar em queda, € muito mais alta que a média nacional, tendo
passado de 35,7 casos a cada 100 mil habitantes em 2008, para 22,8 em 2018.
Devido a essa elevada incidéncia de aids na regido, a taxa de mortalidade
também é elevada (5,5 a cada 100 mil habitantes), sendo a segunda maior em
comparacgao ao restante do pais (Ministério da Saude, 2019). Entre os estados
desta regido, Rio Grande do Sul e Santa Catarina apresentam os piores
cenarios, sendo que em 2018 a taxa de deteccéo de aids foi de 27,2 e 25,6
casos a cada 100 mil habitantes, respectivamente. Além disso, Floriandpolis &
a cidade que apresentou a maior incidéncia entre as capitais do pais, com
taxas de deteccdo de 57 casos para cada 100 mil habitantes, niumero quase
trés vezes maior que a taxa brasileira (Ministério da Saude, 2019). Além disso,
Floriandpolis apresenta um coeficiente de mortalidade duas vezes maior que o

restante do pais (8,5 por 100 mil habitantes) (Ministério da Saude, 2019).

Outra caracteristica peculiar da epidemia no sul do Brasil é a
predominéancia do HIV-1 subtipo C. Enquanto no Brasil como um todo o subtipo
B é responsavel por 70-90% das infecgbes (Teixeira et al., 2004; Sa Filho et al.,
2005; Gadelha et al., 2003; Cerqueira et al., 2004; Couto-Fernandez et al.,
2006; Pereira et al., 2006), a circulagdo do subtipo C nao ultrapassa 3%
(Pedroso et al., 2007; Cardoso et al., 2009, Sa Filho et al., 2005; Gadelha et al.,
2003; Machado et al., 2009). Contudo, no estado do Rio Grande do Sul o HIV-
1C é encontrado com prevaléncia variando entre 40 e 56% nas principais
cidades (Simon et al., 2010, de Medeiros et al., 2011, Silveira et al., 2012). No
estado de Santa Catarina, diversos estudos transversais conduzidos
observaram um aumento progressivo no numero de infeccées ocasionadas por
subtipo C, com prevaléncias variando entre 48% a valores superiores a 60%
(Locateli et al., 2007, Brigido et al., 2007; Rodrigues et al., 2010; Graf et al.,
2011, Graf et al.,, 2016). Ademais, também foram relatadas infec¢des por
formas mosaicos BC (aproximadamente 10%), evidenciando a co-existéncia de

ambos subtipos (B e C) na mesma populagao (Graf et al., 2016). Embora haja
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fortes indicios de um processo de expansao de epidemia de HIV-1C no estado
catarinense, nenhum estudo longitudinal foi conduzido a fim de caracterizar o
crescimento e a dispersado dessa forma viral no territério, bem como discriminar

fatores epidemiolégicos que podem ser atuantes nesse fenébmeno.

Em contramado ao observado no restante da regido Sul, o estado do
Parana apresenta frequéncia de subtipo C aproximadamente de 2 a 3 vezes
menor ao observado nos outros estados (Brindeiro et al., 2003, Ferreira et al.,
2008, Toledo et al., 2010; Raboni et al., 2010; Silva et al., 2010). Em vista dos
valores de prevaléncia de HIV-1C entre Parana e os outros estados do Sul
serem discrepantes, torna-se vital avaliar possiveis interconexdes entre esses
estados e determinar fatores epidemiolégicos que podem, futuramente,
ocasionar um aumento na dispersao dessa forma viral para outros estados e

regides.

Além da elevada prevaléncia do subtipo C, a epidemia de HIV-1 no Sul
também é caracterizada pela circulagcdo de formas recombinantes BC, dentre
elas a CRF31_BC (Guimaraes et al., 2002; Soares et al., 2003; Brindeiro et al.,
2003; Santos et al., 2006; Brigido et al., 2007). Estudos recentes evidenciaram
também a dispersdo da forma recombinante CRF31 _BC para o estado de
Santa Catarina através de transicdes envolvendo principalmente a cidade de
Porto Alegre (Fritsch et al., 2018). Em estudo conduzido por Graf et al (2015),
Porto Alegre é descrita como ponto geografico vital para disseminagado de
subtipo C para as regides sudeste, norte e centro-oeste do pais, destacando-se
transicbes com alto suporte para diferentes cidades de Santa Catarina (Figura
4). Somado a isso, Raboni et al (2010) observou maior proporc¢ao de subtipo C
(31%) em cidades proximas a fronteira com Santa Catarina, enquanto no norte
do estado a prevaléncia foi trés vezes menor (13%). Tais dados corroboram a
hipotese de que ha uma alta interconexdes entre as redes de transmissao de
Santa Catarina e estados vizinhos.
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Figura 4: Representagao da diversidade molecular do HIV-1 em cidades do
interior do Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Adapatado de Graf, 2015.

URU: Uruguaiana, STI: Santiago, STM: Santa Maria, CXS: Caxias do Sul, LAJ:
Lajeado, CRA: Cruz Alta, STL: Santana do Livramento, CRI: Criciuma, LGE:
Lages, CHA: Chapecd, BLU: Blumenau, JOI: Joinville, ITA: Itajai

1.2.2 Situagao epidemioldgica do estado de Santa Catarina

O estado de Santa Catarina (SC) encontra-se localizado na regidao Sul
do pais e possui aproximadamente 7 milhdes de habitantes (IBGE, 2017). O
primeiro registro de aids ocorreu na regidao oeste do estado em 1984 e até o
ano de 2019 foram notificados 49.585 casos de aids, afetando 71,3% dos
municipios do estado até o ano de 2004 (D’orsi, 2004 apud Locatelli et al.,
2007; Ministério da Saude, 2019). Desde o primeiro caso notificado, o estado
contabiliza um total de mais de 12 mil 6bitos decorrentes da infeccao pelo HIV-
1. Quando comparadas as taxas de mortalidade decorrentes da infeccao,
Santa Catarina apresentou uma consideravel redu¢ao na taxa de mortalidade
ao longo dos anos, passando de 9,1 em 2009 para 6,0 em 2018. Contudo o
valor observado permanece acima da taxa de mortalidade observada no pais
(4,4 a cada 100 mil habitantes) para 0 mesmo periodo (Ministério da Saude,
2019). Enquanto no estado catarinense observa-se que o numero total de

homens infectados (n=30.268) € bem superior ao numero de mulheres



30

(n=19.312), representando 61% e 38,9%, respectivamente, no Brasil o numero
de mulheres infectadas até 2019 é inferior, representando apenas 34,4% dos

casos notificados.

Outro fator contrastante entre a epidemia de Santa Catarina e a
brasileira é a contribuicdo de categoria de exposicdo heterossexual para o
crescimento da epidemia de HIV-1 em individuos do sexo masculino. Segundo
o Ministério da Saude (2019), em Santa Catarina a principal via de transmisséo
associada é a heterossexual (60,2% dos contagios), seguida pela categoria
HSH (homens que fazem sexo com homens) (34,4%), enquanto no Brasil a
populacdo HSH e heterossexual contribuem quase que igualmente para o
aumento do numero de casos de HIV-1 notificados (39,2% vs. 39,1%). Ao
longo dos anos contudo, foi possivel observar que houve aumento na
contribuigdo da categoria HSH, passando de 16,1% da forma de contagio
relatada em 2007 para 27,4% em 2019 (Ministério da Saude, Sistema de

Informacao de Agravos de Notificagado, 2019).

1.3 Redes de transmissao viral

A diversidade de cepas virais circulantes dentro de cada individuo
infectado é determinada por uma série de fatores intrinsecos ao virus, tais
como alta taxa de mutacéo, eventos de recombinacido e elevada capacidade
replicativa do virus, além de questbes envolvendo o hospedeiro como a
pressao exercida pelo sistema imune e o uso de medicagao antirretroviral
(Wilbe, 2004). Devido a acao destas variaveis ao longo do periodo de infecgéo,
a composicao genética dos virus circulantes € praticamente Unica para cada
individuo, tornando-se mais diferenciada da cepa viral original que causou a
infeccdo a medida que o tempo passa. Com base nessas caracteristicas, a
utilizacao de técnicas modernas de filogenia permite, a partir da amostragem e
sequénciamento do genoma viral (completo ou parcial) de uma populacao,
identificar quais individuos compartilham virus geneticamente préximos. Essa
similaridade € mais acentuada quando existe uma relacédo transmissor-receptor
entre os individuos analisados, ou seja, € um indicativo que eles estejam
ligados por um evento de transmisséo. A partir desses dados é possivel entao

reconstruir as chamadas redes de transmisséo do HIV-1 (Hassan et al., 2017).
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Atualmente, diversos estudos tém utilizado dados genéticos do HIV-1
para inferir as caracteristicas dos individuos epidemiologicamente relacionados
e assim entender os padrbes de disseminagdo do patégeno em um
determinado local. Em um estudo conduzido em Chicago (EUA), buscando
elucidar o padréo de transmissao do HIV-1, evidenciou-se que a populacio
HSH afrodescendente era mais susceptivel a infecgdo, sendo necessaria uma
abordagem diferenciada de preveng¢ao e acompanhamento para esse subgrupo
(Lubelchek et al., 2015). No Reino Unido, o estudo das redes de transmissao
revelou que a populagdo HSH transmite HIV-1 de forma mais rapida que
individuos heterossexuais, sendo que a transmissao ocorre de forma mais
acentuada durante a fase aguda da infeccdo (Lewis et al., 2008). Mudancgas
nas dinamicas de transmissao ao longo do tempo dentro da populagao HSH
também foram observadas em estudos conduzidos na cidade de Detroit (EUA)
(Volz e Frost, 2013) e na Holanda (Ratmann et al., 2016). Por sua vez, na
Africa do Sul, a reconstrucdo das redes de transmissdo evidenciou que a
incidéncia exorbitante observada em jovens mulheres ocorre principalmente
pelo contato sexual com homens de idade mais avangada (de Oliveira et al.,
2016). Neste pais, mulheres jovens sdo um grupo extremamente vulneravel ao
HIV-1 e medidas de prevencao focadas nos individuos que transmitem HIV-1

para elas seriam muito mais eficazes.

No Brasil, apenas um estudo foi conduzido para caracterizar as redes de
transmissdo do HIV-1. Junqueira et al (2016) buscaram esclarecer as
dinamicas associadas exclusivamente a dispersao do HIV-1B, utilizando-se de
sequéncias disponiveis em bancos de dados publicos, ou seja, dados
disponibilizados por estudos realizados ao longo de varios anos e executados
em lugares diversos. Essa estratégia gerou uma amostragem abrangente da
epidemia brasileira, porém muito esparsa e com poucos dados clinicos e
epidemiologicos disponiveis. Essa limitagdo no acesso de dados acabou
minimizando a analise e resultados do estudo na identificacido e interpretacao,
de um ponto de vista epidemioldgico, das redes de transmisséo no Brasil. Para
que um estudo de redes de transmissao atinja seu potencial maximo em
esclarecer os eventos e populagdes associadas a transmissao viral do HIV-1

torna-se vital que a amostragem seja densa, cobrindo diferentes
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subpopulag¢des expostas ao virus (individuos heterossexual, populagdo HSH e
UDI, por exemplo), e com abundancia de dados geograficos, clinicos e
epidemioldgicos, possibilitando identificar pares de individuos “receptores” e
“‘doadores” do virus presentes na amostragem. A partir da observagao dos
padrées de transmissdo, pode-se entdo aperfeicoar programas de vigilancia,

prevencao de novos casos e combate a doenca.

Uma maneira de aumentar o volume de dados moleculares e
epidemiologicos associados a epidemia de HIV-1, possibilitando a sua
utilizacdo na reconstrugcao das redes de transmissao, € a utilizacido de dados
obtidos a partir de redes nacionais de genotipagem. Em paises desenvolvidos,
esse procedimento é realizado no momento do diagndstico, previamente ao
inicio do tratamento (Wang et al., 2019, Kantor et al., 2015). Essa medida, além
de garantir a eficacia do tratamento, por indicar de antemao possiveis
resisténcias, fornece também dados moleculares e epidemioldgicos recentes
pos-infecgcao, permitindo uma reconstrugao das redes de transmissao ativas no
momento, bem como identificar grupos em maior vulnerabilidade e envolvidos
na disseminagao viral. Em localidades onde essa medida n&o ocorre, como em
paises da Africa por exemplo, observa-se um intenso investimento em
programas de pesquisa e monitoramento, almejando sequénciar uma parcela
expressiva da populagao infectada, elucidando fatores e grupos associados

aos crescentes numeros da epidemia (de Oliveira et al., 2016).

No Brasil, a Rede Nacional de Genotipagem (RENAGENO) procede a
genotipagem de individuos infectados apos a falha terapéutica. Embora a
coleta e sequénciamento do genoma viral seja feito de forma posterior ao inicio
do tratamento, e, consequentemente, apds um longo periodo de diagndstico e
infeccdo, essa forma de abordagem ainda fornece dados suficientes para tentar
reconstruir as redes de transmissdo do pais e identificar fatores capazes de
melhorar as politicas de monitoramento e controle da epidemia. Além disso,
apo6s mudancgas no protocolo de acesso ao tratamento e notificacido de casos
de HIV-1 no pais, acredita-se que o numero de sequéncias e pacientes
amostrados pela RENAGENO ira aumentar substancialmente, aumentando a
cobertura/amostragem populacional dos individuos infectados (Ministério da
Saude, 2017, 2018 e 2019).
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1.4 Ferramentas para deteccao de redes de transmissao

A identificacao de redes de transmissdo € um processo combinado de
distintas etapas metodoldgicas. Essas redes nada mais sdo que sub-
arvores/agrupamentos/clusters de sequéncias provenientes de individuos
infectados e que compartilham um ancestral comum, ou seja, encontram-se
relacionadas filogeneticamente (Dearlove et al., 2017; Hassan et al., 2017)
(Figura 5). Os termos rede ou cluster de transmissdo sao utilizados

indiscriminadamente.

Figura 5: Representagdo esquematica de uma reconstrugao
filogenética e determinacdo de possiveis relagdes de transmissido. Adaptado

de Dennis et al., 2014.

Em amarelo encontram-se demarcados possiveis clados/agrupamentos

de transmissao. Essas relagdes de transmissao aparecem representadas na

forma de subarvores, onde os individuos que compdem esses clusters

apresentam pequena distancias genética entre si (representada pelo tamanho

curto dos ramos) e elevado suporte de n6é (demonstrado pelas linhas em

vermelho).
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A primeira etapa do processo de identificacdo de redes de transmissao é
estimar a relagdo evolutiva entre as sequéncias. Para isso torna-se necessario
empregar um método filogenético de construcao/inferéncia de arvores. Ha duas
formas de proceder essa reconstrucdo: utilizando métodos baseados em
distdncia ou métodos baseados em caracteres e otimizagdo. Os mais
comumente utilizados s&o Neighbor-Joining (NJ), Maxima Verossimilhanca
(ML) ou Inferéncia Bayesiana (Bl) (Grabowski e Redd, 2014; Hassan et al.,
2017). O método de NJ é mais simples e consiste na utilizagdo de um algoritmo
onde as sequéncias alinhadas sdo agrupadas de acordo com a sua
similaridade genética. E uma metodologia computacionalmente eficiente,
passivel de utilizagdo para grande volume de dados, em vista que o0 processo
de clusterizacdo nao envolve a busca todo o espaco amostral da arvore. Ja os
meétodos de ML e BI, embora sejam computacionalmente menos eficientes, sao
abordagens mais complexas, com modelo probabilistico associado e capazes
de resultar em arvores filogenéticas mais acuradas. Nessas duas
metodologias, a investigagao/busca do espago amostral da arvore, para melhor
reconstruir as interagdes filogenéticas, é mais extensiva. Além disso, torna-se
necessario empregar conjuntamente modelos que descrevam a evolugéao viral
como, por exemplo, modelos de substituicdo nucleotidica. A ML baseia-se na
tentativa de maximizar a verossimilhangca entre todas as arvores possiveis
dado um conjunto de dados. O método probabilistico de Bl procura buscar
entre um conjunto de arvores mais provaveis a que melhor se adequa aos
dados disponiveis, contudo, para isso, a busca é realizada em um espaco
amostral limitado por informag¢des determinadas previamente (priors). Quanto
mais informacgdes prévias adicionadas, maior a capacidade desse modelo em
recontruir com maior acuracia as relagdes filogenéticas (Grabowski e Redd,
2014; Hassan et al., 2017).

Com vista em identificar redes de transmissao, independente do método
de reconstrucao filogenética, € importante a associacdo de um calculo de
suporte de ramo. Os mais utilizados sao o bootstrap, a probabilidade posterior
(PP), o teste de razdo de verossimilhanga aproximada (aLRT) e, mais
recentemente, o transfer bootstrap expectation (TBE) (Brenner et al., 2007;
Lewis et al., 2008; Hué et al., 2009; Yerly et al., 2009, Hassan et al., 2017,
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Grabowski e Redd, 2014, Lemoine et al, 2018). Essa etapa é crucial para a
determinacdo de um cluster de transmissao, pois € a partir da avaliagao de
ponto de corte desse parametro que os clusters passam a serem selecionados.
ApoOs essa selegao prévia, a etapa seguinte consiste em determinar um limite
de distancia genética (Prosperi et al., 2011; Ragonnet-Cronin et al., 2013). E a
partir desse segundo ponto de corte que serdo selecionados as relagdes
filogenéticas com possibilidade de representarem contatos epidemiolégicos
(Grabowski e Redd, 2014; Hassan et al., 2017). Embora todas as sequéncias
agrupadas em clusters de transmissédo apresentem o mesmo ancestral comum,
nem todo agrupamento de sequéncias que compartilham dessa caracteristica
sao considerados epidemiologicamente relacionados. Um exemplo disso € a
relacdo filogenética observada para os subtipos B e C do HIV-1. Quando
realizada uma inferéncia filogenética, todas as sequéncias classificadas como
subtipo HIV-1C agrupam-se juntas, em um clado monofilético separado do
subtipo B. Embora as sequéncias formem um cluster de alto suporte, é sabido
que nem todos esses individuos amostrados encontram-se

epidemiologicamente relacionados por eventos de transmisséo viral.

A etapa de determinagédo de ponto de corte de distancias genética € de
tamanha importancia que ha ferramentas desenvolvidas para determinagao de
agrupamentos (ex. HIV-TRACE) (Pond et al., 2018) que utiliza-se
exclusivamente desse recurso para inferir clusters de transmissdo. Embora
essa etapa seja de suma relevancia para o processo de determinagdo das
redes de transmissao, a escolha do ponto de corte normalmente é determinada
pelo operador, podendo variar significativamente entre os trabalhos e afetando
significativamente a selecéo de clusters (Lemoine et al., 2018; Junqueira et al.,
2019).

Embora inumeras metodologias tenham sido desenvolvidas para
identificar e caracterizar as redes e eventos de transmissdo, ainda ha
controvérsias quanto as formas de amostragem, abordagens metodoldgicas e
alvos gendmicos utilizados nas reconstrugdes (Junqueira et al., 2019). A falta
de padronizagcdo nessas analises provocou um aumento de interesse em

estabelecer como a escolha do fragmento génico e o seu tamanho influenciam
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no agrupamento filogenético do HIV-1 (Harris et al., 2003; Novitsky et al.,
2015).

1.4.1 Influéncia da determinacdo de ponto de corte para suportes de

ramo e distancia genética

Embora existam diferentes abordagens para determinar o suporte de
ramo ja mencionadas nesse trabalho (Brenner et al., 2007; Lewis et al., 2008;
Hué et al., 2009; Yerly et al., 2009, Hassan et al., 2017, Grabowski e Redd,
2014, Lemoine et al., 2018), a técnica tradicionalmente utilizada é o
bootstrapping (Efron et al., 1996). Durante o bootstrapping, os sitios do
alinhamento (cada posigdo) sdo randomicamente selecionados e
embaralhados formando novas pseudo-replicatas do alinhamento. A partir
desses novos alinhamentos, sdo montadas arvores filogenéticas e observadas
com que frequéncia essas pseudo-replicatas se organizam em clusters. A
arvore final é obtida pelo consenso das analises. Devido a isso, o bootstrap
pode ser considerado um método de reprodutibilidade. Ha também outros
meétodos que procuram avaliar o agrupamento dos dados utilizando-se de
ferramentas estatiticas com, por exemplo, a probabilidade posterior (PP) e o
TBE (Lemoine et al., 2018), sendo considerados métodos mais robustos que o
bootstrap (Alfaro et al., 2003, Erixon et al., 2003, Lemoine et al., 2018).

Ha descrito intervalos de valores de parametros para definicbes de
cluster em HIV-1 onde o suporte de ramo por bootstrap, SH-like e PP podem
oscilar entre 50 a 100 (Hué et al., 2004; Kaye et al., 2008; Cuevas et al., 2009;
Chalmet et al., 2010, Bezemer et al., 2010; Pilon et al., 2011; Marzel et al.,
2016). Geralmente, a abordagem combinada entre o uso de um suporte de
ramo e um ponto de corte de distancia € a mais utilizada; entretanto alguns
estudos ja foram conduzidos utilizando-se apenas de valor de suporte, como
revisado por Junqueira et al (2019). O alto suporte estatistico do ramo contudo
pode nao garantir que os membros desse clado sejam necessariamente
relacionados epidemiologicamente entre si (Felsenstein et al., 1985). Devido a
isso, a associagao da utilizacdo de pontos de corte no suporte de ramo e na

distancia genética auxilia na exclusédo de possiveis clusters de transmissao
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falsos, especialmente quando o periodo de amostragem ou a area de

abrangéncia do estudo sédo grandes (Junqueira et al., 2019).

Outro parametro importante na deteccéo de clusters de transmisséo € a
distancia genética. Este parametro consiste na proporgédo de sitios diferentes
entre duas sequéncias, ou seja, € baseado no numero de subtituicbes
nucleotidicas observadas entre duas referéncias. Pode-se também utilizar um
modelo de substituicdo nucleotidica para corrigir a distdncia observada
considerando mutacgdes intermediarias ou reversdes. Alternativamente, pode-
se calcular a distancia patristica para estimar-se a distancia genética entre dois
virus. Este parametro € o somatério do comprimento dos ramos que
ligam/conectam dois nodos (externos ou internos) em uma arvore filogenética,
sendo que neste caso, o tamanho do ramo ja é estimado com base no modelo

evolutivo de escolha (Fourment e Gibbs, 2006).

Novamente, ha uma grande variagao de pontos de corte associados a
distancia genética entre sequéncias dentro de um mesmo cluster, variando de
1 a 9% (Kaye et al., 2008; Hughes et al., 2009; Chalmet et al., 2010; Prosperi et
al., 2011; Mehta et al., 2012; Junqueira et al., 2016; Yebra et al., 2018) ou
0,020 a 0,080 quando medida em distancia patristica (Prosperi et al., 2011;
Bezemer et al., 2015; Poon et al. 2016). Entretanto, a ndo padronizacao desses
valores ou a escolha deles pelo analista sem um racional l6gico leva a uma
grande variacdo na quantidade e tamanho dos clusters encontrados na
populagcdo estudada, influenciando diretamente nos resultados do estudo
(Figura 6).



s 38

I'Fl] a4 -
= & !
F L[ i
Distance Threshold: 1.5% i M .. Distance Threshold: 3.0% - ; Dnistance Threshold: 4.5% . 1‘-"
= I 1 — B 1 ¢ i -— -
Number of clusters = 4 .= Number of clusters — Number of clusters = 5 3
Clustering sequences = 8 [lore Clustering sequences = 23 r Clustering sequences = 27 {
E 1 |
I : F
A . f & T 4 . [ ':_ L | ‘:_
{ 1 - i
LY — e i f
. —
L - = 1 ¥
« - —t i ,= ——

Dhstance Threshold: 6.0%
Number of clusters = 6

- . 3
Clustering sequences = 39

Distance Threshold: 9.0%
Number of clusters

Clustenng sequences = 34

mstance Threshold: 16
MNumber of clusters

Clustenng sequences

Fin

|

1]

i

Figura 6: Representacao da influéncia da determinagao de ponto de corte de distancia genética na quantidade e tamanho dos clusters
de transmisséo identificados. Adaptado de Hassan et al., 2017.

A partir da reconstrucao filogenética apresentada € possivel observar que para anadlises restringentes, nas quais é utilizada uma
distancia genética pequena, o numero de clusters identificados é grande, contudo o tamanho e numero de individuos amostrados € pequeno.
Ao fazer uma analise mais permissiva, com aumento progressivo do valor maximo de distancia genética aceita entre os individuos, 0 numero

de clusters é diminuido, contudo ha aumento no numero de individuos amostrados e tamanho dos agrupamentos identificados.
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Marzel et al (2016) conduziu estudo avaliando o efeito de 104
combinagdes de distancias genéticas maximas intracluster (variando de 1 a
2,5%) e suporte por bootstrap (variando de 50 a 100% com 2% de incremento),
observando que quanto maior a distancia genética utilizada, maior o tamanho
dos clados. Esse achado é sugestivo de que tanto a distancia quanto o suporte
de ramo possuem um grande impacto na identificacdo das relagbes de

transmissao.

A distancia genética também é importante na datagcdo dos clusters de
transmissao. O ponto de corte de distancia utilizado na analise pode priorizar a
identificacdo de redes mais recentes e ativas ou retratar uma rede antiga.
Quando a analise € mais restringente, ou seja, utiliza-se de ponto de corte de
distdncia menores, aumenta-se a probabilidade de identificar casos
relacionados a eventos recentes e rapidos de transmissdo. Por exemplo,
Wertheim e colaboradores (2017) identificaram que a distancia genética de 2%
era a maxima permitida para se detectar redes de transmissao de HIV-1
contendo apenas parceiros sexuais previamente identificados por entrevistas
em Nova York (EUA). Além dessa distancia, as redes comegavam a misturar
individuos sem histérico de contato sexual. Entretanto, a modulacdo dessa
variavel, aumentando seus valores, pode auxiliar na identificacdo de eventos
de transmissao mais antigos (Division of HIV/AIDS Prevention & Centers for
Disease Control, 2018). Por exemplo, para que todas as sequéncias de uma
rede de transmissdo viral bem caracterizada de usuarios de drogas injetaveis
na Finlandia permanecesse dentro do mesmo cluster, uma distancia genética
de 9% foi utilizada (Hassan et al., 2017). Esse fato deve-se ao longo periodo
que se passou entre infeccdo e coleta para sequénciamento, permitindo com

que a populagao viral de cada paciente divergisse bastante da cepa original.

Vérios programas foram desenvolvidos para identificar clusters de
transmissao. Um dos mais populares, devido a sua flexibilidade e capacidade
de processar grandes datasets, € o Cluster Picker (Ragonnet-Cronin et al.,
2013), que utiliza uma metodologia com abordagem combinada utilizando
suporte de ramo e distancia genética como critérios de sele¢ao para os clusters

em uma arvore filogenética. Seus arquivos de entrada consistem em uma
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arvore filogenética previamente estimada e o alinhamento de sequéncias
utilizadas para a reconstrugéo filogenética. O algoritmo inicia subdividindo a
arvore baseada no ponto de corte do suporte de ramos determinado pelo
usuario. Estas sub-arvores de alto suporte sdo entdo analisadas quanto a
distdncia genética, par-a-par, entre as sequéncias que compdem aquele
agrupamento. Se o valor de suporte e de distdncia genética de um grupamento
de sequéncias esta dentro dos valores determinado pelo usuario, 0 programa

identifica aquele agrupamento como um cluster de transmisséo.

Devido a dificuldade de se escolher os valores de ponto de corte, ha
cada vez mais estudos tentando utilizar abordagens que ndo exigem essa pré-
definicho de parametros. O GapProcedure (Vrbik et al., 2015) é uma
abordagem automatizada de clusterizacdo por distancia que nao necessita
valores de ponto de corte determinados pelo operador. Essa metodologia esta
baseada em uma matriz de dissimilaridade construida utilizando-se de modelos
populares de substituicdo nucleotidica. As sequéncias sdo comparadas entre
si, par-a-par, e as lacunas nas distancias ordenadas sao utilizadas para sugerir
quais individuos estariam epidemiologicamente relacionados. Entretanto, como
o0 método nao se baseia em arvores filogenéticas, os clusters identificados néo
necessariamente sao monofiléticos, dificultando a interpretagdo dos mesmos

como redes de transmissao.

Por sua vez, Barido-Sottani e colaboradores desenvolveram um método
baseado no modelo multi-state birth-death (MSBD) que estima taxas de
transmissao ao longo da arvore filogenética (Barido-Sottani et al., 2018). Esse
modelo vem sendo amplamente utilizado para modelar a estrutura populacional
e construir analises filogenéticas baseadas em individuos inseridos em uma
estrutura de comunidade (Maddison et al., 2007; FitzJohn, 2012; Stadler e
Bonhoeffer, 2013; Kuhnert et al., 2016). Esse método assume que os clusters
de transmissdo s&o induzidos na comunidade através das redes de contato
sexual. Quando o patégeno € inserido e transmitido em uma nova comunidade,
a taxa de transmissdo aumenta, em vista do elevado numero de individuos n&o
infectados e susceptiveis. O MSDB busca detectar variagcao nas taxas de

transmissdo de uma determinada reconstrugéo filogenética em escala de
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tempo e os resultados dessa variagdo ao longo do tempo sédo interpretados
como uma provavel introducdo de uma nova epidemia em uma populacao
susceptivel, indicada pela formagdo de um novo cluster (Barido-Sottani et al.,
2018). Entretanto, a baixa processividade da atual implementagao do método e
a necessidade de se estimar arvores em escala de tempo dificultam muito a

utilizagcado desta metodologia em um grande conjunto de dados.

1.4.2 Influéncia da densidade amostral e uso para monitoramento de

grandes epidemias e epidemias concentradas

Outro fator capaz de influenciar a detecg¢ao de redes de transmissao € a
densidade amostral. Novitsky et al. (2014) promoveram a analise de
sequéncias provenientes de duas fontes distintas, uma comunidade
populacional da Botswana e sequéncias provenientes do Los Alamos HIV-1
Database, variando a porcentagem de sequéncias amostradas de 1 a 70%,
nesses dois cenarios. O agrupamento das sequéncias de HIV-1 revelou-se
positivamente relacionada a densidade amostral. Ademais, amostragens
abaixo de 10% foram associadas a um perfil de clusterizagdo variavel,
indicando que resultados provenientes de uma baixa densidade amostral

podem nao refletir a realidade.

Estudos de grandes epidemias, abrangendo paises e continentes, sao
usualmente caracterizadas por uma baixa densidade amostral dos individuos
infectados e, consequentemente, as redes de transmissao nessas condicoes
podem ser de dificil identificacdo. Para conseguir identificar os clusters de
transmissao nesses casos torna-se importante flexibilizar as distancias
genéticas para abranger a maior diversidade genética encontrada na
populacéo, contudo o suporte de ramo associado aos clados deve permanecer
alto. Além disso, em casos de baixa densidade amostral, é possivel que muitos
individuos intermediarios no processo de transmissao (elos de ligagao) estejam
ausentes. Com isso, a distancia genética entre os individuos amostrados torna-
se maior, mas, mesmo assim, eles podem estar participando de uma rede de

transissdo em comum (Poon, 2016).
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1.4.3 Influéncia do tamanho e escolha de fragmento génico

A escolha do fragmento e tamanho génico a serem utilizados para as
reconstrugdes filogenéticas e identificacdo dos clusters de transmisséo ainda é
bastante controversa (Hué et al., 2004; Jenwitheesuk e Liu, 2005; Stimer et al.,
2005). A filogenia molecular baseada na utilizacdo de apenas um gene pode
apresentar resultados conflitantes e incongruencias (Rokas et al., 2003; Rokas
et al.,, 2008). Além disso, o uso de fragmentos pequenos podem ocasionar
perda de sinal filogenético e surgimento de erros sistematicos (Felsenstein et
al., 1978; Jeffroy et al.,2006).

Outro fator importante associado a reconstrugao € taxa evolutiva do
gene escolhido. O gene da polimerase (pol) tem sido predominantemente
utilizado em inumeros estudos (Hué et al., 2004; Brenner et al., 2007; Volz et
al., 2012; Volz et al., 2013; Wertheim et al., 2013; Junqueira et al., 2016);
contudo o gene do envelope (env) também pode ser utilizado, em vista de
apresentar um sinal filogenético mais robusto, ou seja, conseguem indicar
relacdo de ancestralidade entre elas (DeBry et al., 1993; Zhang et al., 1993;
Strunnikova et al., 1995).

Estudos prévios indicam que o grau de clusterizagao do HIV-1 esta
diretamente associado ao tamanho da sequéncia génica utilizada para a
reconstrugdo filogenética. Em estudos combinando diferentes métodos e
tamanhos de fragmentos foi possivel observar que comprimentos maiores de
sequéncia identificam melhor os clados de transmissdo, visto que
disponibilizam uma quantidade maior de sitios informativos e comparativos
para a analise (Lemey e Vandamme, 2005; Novitsky et al., 2015; Yebra et al.,
2016).

Quanto a determinagdo de qual segmento génico a ser utilizado, é
possivel observar que a maioria dos estudos elucidando redes de transmissao
do HIV-1 utilizam-se de sequéncias do gene pol, principalmente devido a maior
disponibilidade desse fragmento em fungdo das analises de mutagcdo de
resisténcia associado ao uso de terapia antirretroviral (Junqueira et al., 2019).

Novitsky et al. (2015), a partir do genoma total do HIV-1, inferiram que a
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propor¢ao de sequéncias de pol agrupadas foi maior que a de sequéncias de
gag (em todos os bootstrap testados) e env (em bootstrap 290%). Além disso,
quando foram comparados os agrupamentos utilizando-se subregides
genbmicas (porgao de um gene), a regidao que codifica a enzima transcriptase
reversa (RT) apresentou a maior proporgdo de sequéncias agrupadas. Em
consenso ao encontrado por Novitsky et al. (2015), Lemey e Vandamme (2005)
encontraram que para fragmentos com tamanhos entre 800 pb e 1200 pb,
houve aumento nos suportes de ramo e suportes gene-especifico onde os
segmentos 3’ da pol conseguiram reconstruir bem os clados de transmisséao.
Os resultados desse estudo indicam uma associacdo positiva entre a
proporgao de clusterizagao e parametros como tamanho de fragmento, numero
de sitios variaveis e informativos, bem como a adequagao do fragmento de pol
para reproduzir a analise filogenética em comparagdo aos dados obtidos em

genoma total.

Embora o estado de Santa Catarina esteja contido na regido de maior
prevaléncia de HIV-1 no pais e ter Florianopolis como primeira capital nacional
em numero de novos casos da doenga, pouco ainda é conhecido sobre a
dindmica de transmisséo viral em seu territério. Embora o estado invista em
campanhas de prevengéao e vigilancia, o avango da epidemia evidenciado pela
disseminagdo para o interior do territorio e a deteccdo de novos casos
evidencia que aplicagdo de novas abordagens s&o necessarias para melhor
compreender quais subpopulacbes estdo mais expostas e susceptiveis a
infeccdo. Neste sentido, a investigacdo das redes de transmissado do HIV-1
através de dados genéticos do virus € uma abordagem inovadora e que vem
mostrando-se muito util para revelar informagdes sobre a dindmica da epidemia
de aids. Nesse trabalho foi estudado um grande banco de dados composto de
sequéncias biolégicas e informagbes epidemiolégicas de pacientes que
passaram pelo servico de genotipagem do HIV-1 em Santa Catarina. A
populacdo amostrada neste banco é formada por diferentes grupos de
exposigcao e a partir da reconstrucédo das redes de transmissao do HIV-1 nesta
amostragem espera-se caracterizar a dindmica da epidemia no estado. Este

tipo de informacdo pode ser usado para ampliar, melhorar e reformular
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programas de saude publica de forma mais direcionada, vislumbrando a

reducao de novos casos, diagndstico e tratamento precoce desses individuos.
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Estudar a dindmica de transmissdo do HIV-1 em diferentes grupos

populacionais e regides geograficas no estado de Santa Catarina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» |dentificar redes de transmissdo do HIV-1 a partir de sequéncias virais
de pacientes amostrados em Santa Catarina.

» Caracterizar epidemiologicamente os individuos que compdem as redes
de transmissao.

» Avaliar a abrangéncia geografica das redes de transmissao através de

diferentes municipios de Santa Catarina.



46

3. O BANCO DE DADOS E ASPECTOS ETICOS

Os dados analizados nesse trabalho s&o oriundos da Rede Nacional de
Genotipagem do HIV-1 (RENAGENO) e foram cedidos pela Departamento de
Vigilancia, Prevencao e Controle das IST, do HIV/aids e das Hepatites Virais do
Ministério da Saude. A RENAGENO ¢é responsavel por monitorar pacientes
soropositivos em acompanhamento clinico que apresentaram falha terapéutica.
Neste estudo foram analisadas todas as sequéncias de pacientes residentes
em cidades do estado de Santa Catarina que foram genotipados entre os anos
de 2008 e 2017 (RENAGENO-SC). Além das sequéncias nucleotidicas do HIV-
1, foram também fornecidos dados epidemiolégicos e clinicos dessa
populagao, tais como: ano de coleta da amostra, localidade de residéncia do
paciente, contagem de carga viral e células CD4+, sexo, escolaridade, data de
nascimento e etnia. Os individuos da RENAGENO-SC amostrados nesse
banco de dados sao identificados por cédigo alfanumérico, sendo impossivel
sua identificagdo e garantindo assim anonimato e sigilo absolutos. Esse
trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Intituto
Gongalo Moniz/Fiocruz-BA sob registro n°® 15300719.5.0000.0040.
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CAPITULO 1 — Analise temporo-espacial da diversidade genética e
epidemiologia molecular do HIV-1 em pacientes em falha terapéutica

do estado de Santa Catarina, regiao sul do Brasil.
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4. METODOLOGIA

4.1 Controle de qualidade e subtipagem das sequéncias RENAGENO-
SC

Foi procedido a analise de controle de qualidade nas sequéncias
obtidas. Para isso, elas foram submetidas a ferramenta Quality Control do site
Los Alamos HIV Database (disponivel em:
http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/QC/index.html). Essa ferramenta
permite identificar sequéncias hipermutadas e indicar possiveis contaminagdes
na reagao de sequénciamento por identificar sequéncias idénticas. Sequéncias
que nao passaram no controle de qualidade foram excluidas do banco de
dados e das analises posteriores. Além disso, apenas a sequéncia mais antiga

daqueles pacientes com repetida amostragem foi utilizada.

Para proceder a suptipagem (Figura 7), todas as sequéncias foram
submetidas ao programa REGA Subtyping Tool v3.0 (Pefia et al., 2013) e ao
COMET (Struck et al., 2014), sendo classificadas nos subtipos do grupo M do
HIV-1. Para sequéncias que apresentaram discordancia entre os subtipos
determinados por essas duas ferramentas, a classificagdo foi confirmada
através da construgao de arvores filogenéticas. Para tanto, foram selecionadas
sequéncias-referéncia para todos os subtipos e CRFs do HIV-1 disponiveis no
banco de sequéncias Los Alamos HIV Database (http://www.hiv.lanl.gov/) e
alinhadas as sequéncias da RENAGENO em estudo com o algoritmo MAFFT
(Katoh et al., 2002). A qualidade dos alinhamentos foi checada visualmente no
programa Aliview (Larsson, 2014) e editada quando necessario, fazendo-se a
remogao de gaps. Sequéncias com tamanho inferior a 75% da maior sequéncia
do alinhamento foram excluidas. Arvores filogenéticas foram inferidas através
do método de maxima verossimilhanga no programa IQ-TREE (Nguyen et al.,
2015), utilizando-se a plataforma CIPRES Science Gateway (Miller et al.,
2010). As sequéncias foram entéo classificadas conforme seu agrupamento em
alto suporte (ultra-fast bootstrap acima de 90) com sequéncias referéncia. As
arvores foram visualizadas utilizando-se o programa Figtree v1.4.0

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Quando a inferéncia filogenética permaneceu inconclusiva, foi realizada
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a avaliacdo padrao de recombinacdo das sequéncias através da analise de
bootscanning no programa Simplot v3.5.1 (Lole et al., 1999). Para isso, janela
de 250 pares de bases (pb) com passo de 30 pb foi utilizada. Também foi
realizada a submisséo no JPHMM quando o padrdo de recombinagao inferido

pelo Simplot v3.5.1 foi inconclusivo.
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3.465

> 2.701 Sequéncias
Sequéncias HERAe COMET | Classificadas

764 Sequéncas

Inferéncia 527 Sequéncias
Filogenética Classificadas

237 Sequéncias

Simplot 179 Sequéncias
(250pb - 30 passo) Classificadas

58 Sequéncias

JPHMM

Figura 7: Fluxograma de metodologias aplicadas para subtipagem
das sequéncias da RENAGENO-SC.
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4.2 Analises Estatisticas

Para avaliar variaveis qualitativas tais como subtipo viral, género, etnia,
ano de coleta, escolaridade e regido intermediaria de residéncia foram
utilizados o teste de qui-quadrado ou Odds-Ratio. Para identificar tendéncias
temporais como o0 aumento da prevaléncia dos subtipos durante o periodo de
estudo foi utilizado o teste de regresséao linear. As analises estatisticas foram

executadas no programa R (disponivel em: http://R-project.org/).
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo molecular da epidemia de HIV-1 no estado de Santa

Catarina

ApOs a subtipagem do gene da pol, das 3.070 sequéncias componentes
do banco de dados RENAGENO-SC, 1998 (65,1%) foram classificadas como
subtipo C, 597 (19,4%) como subtipo B e 149 (4,9%) como subtipo F1. O
padrao de recombinacgao caracteristico da CRF31_BC foi identificado em 112
(3,6%) amostras. Foram encontradas também 214 (7,0%) sequéncias
classificadas como “Outras”. Nesse grupo foram incluidas formas do HIV-1 de
menor relevancia epidemioldgica e que durante o periodo de coleta somaram
separadamente menos de 1% de prevaléncia. Embora as formas
recombinantes uUnicas entre os subtipos B e C do HIV-1 (URFs_BC) tenham
sido descritas como responsaveis por 2,8% das infec¢des, foram também
incluidas no grupo “outras” por ndo formarem um clado monofilético e

possuirem origens diversas.

Durante o periodo amostragem da RENAGENO, foram encontradas
também formas recombinantes complexas denominadas CPX, formadas por
trés subtipos distintos do HIV-1, tais como CPX_BCD (0,07%) e CPX_BCF1
(0,10%), além de outras URFs (formas recombinantes unicas) menos descritas,
formadas pela recombinac¢do do subtipo B e D (0,07%), B e G (0.03%), D e F1
(0,03%), recombinantes unicos envolvendo o subtipo C e F1 (0,13%) e uma
maior prevaléncia de recombinantes unicos resultantes do subtipo B e F1
(0,85%). Quando analisadas as formas recombinantes circulantes com baixa
representatividade foi observada uma maior prevaléncia de potenciais CRFs
envolvendo os subtipos B e F1, sendo a CRF12_BF e a CRF71_BF1

responsaveis por 0,3% e 0,33% das infec¢des, respectivamente.

Ao longo dos dez anos analisados nesse estudo foi possivel observar
que o subtipo C esta consistentemente aumentando em prevaléncia (p<0,01, r=
0,77), crescendo de 56,9% em 2008 para 66,3% em 2017 (Figuras 8 e 9).
Contudo, em diregao oposta, as variantes raras classificadas no grupo “outras”

apresentaram tendéncia a diminuicdo com significancia estatistica limitrofe
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(p=0,0504, r= -0,63), reduzindo de 7,9% para 5,4% em prevaléncia no mesmo
periodo (Figuras 8 e 9). Para os demais subtipos nenhuma tendéncia temporal

de mudancga na frequéncia foi observada.

0754
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Figura 8: Variagdo anual da frequéncia dos subtipos de maior relevancia
epidemiologica descritos em pacientes com falha terapéutica no estado de Santa
Catarina.

O subtipo C é o principal responsavel pelas infec¢des relatadas em pacientes
em falha terapéutica no estado de Santa Catarina, seguido pelo HIV-1B. Embora a
frequéncia do subtipo mostre variagdes ao longo dos anos, é possivel observar que o
HIV-1C e as variantes raras (Others) apresentaram, respectivamente, um indicio de
aumento e diminuicdo. Durante o periodo, o subtipo C aumentou em prevaléncia de

56,9% para 66,3%, enquanto as variantes raras reduziram de 7,9% para 5,4%.
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Figura 9: Regressao linear de frequéncia do subtipo no ano (eixo y) versus data de
coleta (eixo x).

O indicio de aumento observado para o subtipo C foi confirmado pelo teste de
regressao linear e mostrou-se significativo ao longo do tempo (p<0,01, r=0,77),
enquanto o decréscimo observado para outros subtipos (variantes raras) apresentou
uma significancia limitrofe (p=0,0504, r= -0,63).Esse resultado é um indicativo de que,
embora haja variagdo, 0 aumento e redugdo sao constantes ao longo do periodo de
estudo.

5.2 Caracteristicas epidemiologicas dos pacientes da RENAGENO-SC

Das 3.070 sequéncias incluidas neste estudo, 51,1% foram provenientes
de individuos do sexo masculino. A populagdo amostrada da RENAGENO-SC
€ majoritariamente branca (85,3%), com idade entre 41 a 59 anos (40,7%) e
com baixo grau de escolaridade, onde 44,4% dos individuos relataram possuir

de 4 a 7 anos escolares completos (Tabela 1).

Ao relacionar a prevaléncia de subtipos encontrados e os dados
epidemiologicos associados a essas sequéncias (Tabela 1), foi possivel
observar que 61,2% das infecgdes pelo HIV-1B ocorre em homens, enquanto o
subtipo C mostrou-se relacionado a infeccdo em individuos do sexo feminino
(52,1%) (p<0.001). Ademais, o subtipo C e a forma CRF31_BC foram

comumente observados em individuos com baixo nivel educacional (4 a 7 anos
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de estudo) quando comparado ao subtipo B, associado a individuos com nivel
educacional elevado (>12 anos) (p <0,001). Esses dados também indicaram
que o HIV-1B foi mais frequente em individuos com idades entre 25 e 40 anos,
enquanto o subtipo C circula mais intensamente na populagao jovem (idade <
24 anos) (p <0,001). Nenhuma associagao estatistica relevante entre etnia e os

diferentes subtipos do HIV-1 avaliados foi encontrada (p = 0,38).
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Tabela 1: Dados demograficos referentes as quatro principais formas de HIV-1
encontradas no banco de dados RENAGENO-SC.

HIV-1 Subtipos

Género

Feminino

Masculino

Etnia
Negro

Caucasiano

Outras etnias

Anos de
Escolaridade
Nenhum

1-3 anos
4-7 anos
8-11 anos

12 ou mais anos

Idade
<14 anos
15-24 anos

25-40 anos

41-59 anos

>59 anos

232 (38,9)

365 (61,2)

35 (6,6)
451 (84,9)

45 (8,5)

12 (2,6)
48 (10,2)

171 (36,5)
149 (31,9)
88 (18,8)

42 (7,1)
29 (4,8)

261 (43,7)
251 (42,1)
14 (2,3)

Cc

1041(52,1)

957 (47,9)

121 (7,1)

1435 (84,8)

137 (8,1)

55 (3,7)
190 (12,9)

689 (46,7)
429 (29,1)
112 (7,6)

221 (11,1)
168 (8,4)

713 (35,7)
806 (40,3)
90 (4,5)

F1_ CRF31  Toal | ¢
67(45) 56(50)  yae <0001
82 (55) 56 (50) (15‘2?10)

4(30) 5(52) 165(67)
121 (92,4) 83 (86,5) (%%?3?) 058
6(46) 8(63) g0
325 3(36) 73(34)
16(134) 7(84) 125,12)
48 (40,0) 46 (55,5) (ffi) < 0,001
44 (36,6) 20 (24,1) (ggf))
9(75) TG4 (oo
10(6,7) 10(8,9) 283(9,9)
10(6,7) 10(8,9) 217 (7,6)
60 (40,3) 45 (40,2) (1:,,(;?89) e
64 (42,9) 41 (36,6) (111)‘?72)
5(34) 6(54) 115(4,0)

*Numeros e frequéncias em negrito destacam onde numero de casos é
significativamente maior ou menor que o esperado pela hipétese nula.
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5.3 Dispersao heterogénea de subtipos de HIV-1 nas regides intermediaria de

Santa Catarina

A partir do ano de 2017, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) promoveu alteragdes na divisao regional do Brasil em regides
geograficas imediatas e intermediarias (IBGE, 2017). O estado de Santa
Catarina passou a ter seus 295 municipios divididos ou alocados em 24 regides
imediatas e 7 regides intermediarias, sendo elas Floriandpolis, Cacador,
Chapecé, Criciuma, Blumenau, Joinville e Lages. Para realizar a avaliagao da
disperséo de subtipos no estado catarinense, foi utilizada a divisdo em regides

intermediarias.

Dos 295 municipios catarinenses, o presente estudo alcangou cobertura
de 57,3%, amostrando pacientes em falha terapéutica de 169 municipios. As
regides intermediarias com maior cobertura foram Joinville, Criciuma,
Floriandpolis e Blumenau, com 80,0%, 79,5%, 76,5% e 75,0% dos municipios
amostrados, respectivamente. As regides de Lages, Cagador e Chapecd
apresentaram as menores taxas de cobertura onde apenas 54,2%, 43,75% e

33% dos seus municipios foram amostrados, respectivamente.

O subtipo C mostrou-se o principal causador de infec¢des por HIV-1 em
todas as regides do estado, com prevaléncias de aproximadamente 70% nas
regides de Lages, Criciuma e Blumenau e prevaléncias proximas aos 60% nas
regides restantes (Figura 8). Ja o HIV-1B foi o segundo em relevancia
epidemioldgica para todas as regides, sendo responsavel por 19,4% de todas
as infecgdes relatadas. O subtipo F1 mostrou-se causando infecgédo em 4,9%
dos individuos avaliados. A forma recombinante CRF31_BC apresentou sua
menor prevaléncia na regidao de Joinville (1,4%) e maior representatividade em
Criciuma (5,9%), enquanto as variantes raras foram mais descritas na regido
de Cacgador (13%), Joinville (9,5%) e Florianépolis (7,1%).

Apesar de uma homogeneidade geral entre as regibes de Santa
Catarina quanto a frequéncia dos subtipos, o teste de qui-quadrado revelou
uma leve variagao territorial (Figura 10). O HIV-1B foi encontrado mais

frequentemente na regido de Joinville (p<0,001), totalizando 28,1% das
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infecgdes, enquanto o subtipo C e CRF31_BC foram os principais responsaveis
por infeccbes nas regides de Blumenau e Criciuma, correspondendo a
aproximadamente 70% das infecgbes para o subtipo C e 5,9% para a forma
recombinante em Criciuma. O subtipo F1 apresentou-se com elevada
importancia epidemioldgica na regido de Chapecd, onde foram relatados 12,4%
de prevaléncia (p <0,001). As regides de Floriandépolis e Cagador né&o
apresentaram associacdo estatisticamente significativa para nenhum dos

subtipos avaliados.
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Figura 10: Diferengas na segregacao espacial do HIV-1 B, C, F1 e CRF31_BC nas regides intermediarias do estado de Subtypes

Santa Catarina. =C
=B

O HIV-1C mostrou-se como maior responsavel pelas infeccdes em todas as regides observadas. Entretanto sua ..
maior prevaléncia foi encontrada nas regides intermediarias de Blumenau e Criciuma, atingindo aproximadamente 70% dos  mcrF31
casos (p<0,001). Os subtipos B e F1 apresentaram maior relevancia epidemioldgica nas regides de Joinville, sendo  ~ ©thers
responsavel por 28,1% (p<0,001), e de Chapecd, correspondendo a 12,3% (p<0,001) das infecc¢des, respectivamente. Nao
foram encontradas associagbes estatisticas significativas envolvendo a prevaléncia de subtipos e as regides intermediarias

de Floriandpolis, Lages e Cagador.
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6. DISCUSSAO

Embora diversos estudos tenham sido conduzidos no estado de Santa
Catarina procurando caracterizar molecularmente a epidemia da regido e
elucidar as caracteristicas que a distinguem daquela encontrada no restante do
pais, a maioria foi conduzido nas cidades mais impactadas pelo HIV-1, ndo
representando a populagdo afetada como um todo. Este estudo pode
comprovar a elevada prevaléncia do subtipo C em Santa Catarina, sendo o
principal subtipo responsavel pelas infecgdes no estado, seguido pelo HIV-1B.
O presente trabalho corrobora resultados prévios, nos quais a prevaléncia
relatada do subtipo C varia de 49 a 79% em amostras coletadas entre os anos
de 2003 a 2014 (Schuelter-Trevisol et al., 2007; Locateli et al., 2007; Brigido et
al., 2007; Rodrigues et al., 2010; Graf et al.,, 2011; Graf et al., 2016). Em
estudos recentes conduzidos por Graf e colaboradores (2016), o subtipo C
revelou-se como responsavel por 66% das infecgbes, enquanto o subtipo B
contabilizou 20% das infec¢gdes. Foram relatadas também 8% de formas
recombinantes Unicas entre os subtipos B e C quando avaliado os genes pol e
env, resultado da co-circulagdo de dois subtipos na mesma populagao (Graf et
al.,, 2016). Embora esse numero seja bem expressivo, o presente estudo
encontrou uma prevaléncia menor (2,8%) de URFs_BC, podendo essa
diferenca ser explicada pela analise exclusiva do gene pol no presente estudo

e dessa forma nao detectado recombinantes inter-génicos.

Quando comparado aos outros estados do Sul, Santa Catarina
apresenta a maior prevaléncia de subtipo C da regido. No Rio Grande do Sul, o
HIV-1C é responsavel, em média, por aproximadamente 44% das infec¢des
(Soares et al., 2003, Brindeiro et al., 2003, Soares et al., 2003b, Soares et al.,
2005, Rodrigues et al., 2006, Santos et al., 2006, Monteiro et al., 2007, Brigido
et al., 2007, Dias et al., 2009, Simon et al., 2010, Medeiros et al., 2011, Silveira
et al., 2012, Graf et al., 2016), enquanto no estado do Parana essa prevaléncia
varia de 21 a 30% (Brindeiro et al., 2003, Ferreira et al., 2008, Toledo et al.,
2010, Raboni et al., 2010, Silva et al., 2010). Além disso, quando a relevancia
epidemiologica da forma recombinante CRF31_BC foi avaliada observou-se

que apenas 3,6% dos casos de infeccao por HIV-1 eram associadas a essa
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forma viral, enquanto no Rio Grande do Sul, a CRF31_BC é responsavel por
4% (Soares et al., 2005) a 35% (Simon et al., 2010) das notifica¢des.

A elevada prevaléncia do HIV-1C na regido sul e, principalmente, no
estado de Santa Catarina, pode estar relacionado a elevada taxa de deteccgéo e
Novos casos nessa regiao, sendo Florianopolis a primeira capital brasileira em
taxa de detecgao de aids (Ministério da Saude, 2019). Alguns estudos sugerem
que o subtipo C possui uma caracteristica fenotipica menos virulenta em
comparagao a outros subtipos, mantendo a mesma capacidade de
transmissibilidade (Abraha et al., 2009, Naidoo et al., 2019). O subtipo C utiliza-
se predominantemente do co-receptor CCR5 para a entrada na célula,
raramente trocando o tropismo para o co-receptor CXCR4. Ja foi relatado que a
mudanca de tropismo para CXCR4 ou uso dos dois co-receptores esta
associado a uma progressao acelerada da doencga (Vasan et al., 2006). Além
disso, a reducao do fitness replicativo e manutencdo de niveis elevados de
células CD4+ proporcionam que a progressao para o estagio de aids ocorra de
forma mais lenta e gradual, fazendo com que os individuos infectados
permanegam assintomaticos por um longo periodo, com mais oportunidades de
transmissao viral (Arién et al., 2007, Abraha et al., 2009, lordanskiy et al.,
2010). Embora estudos relatem distingdo entre a viruléncia do HIV-1C em
comparagao as outras variantes virais, Nunes e colaboradores (2014) em um
estudo de coorte ndo encontraram diferencas significativas em relacdo a
progressao clinica nos individuos infectados por diferentes subtipos.
Entretanto, devido ao grande aumento da disponibilidade de antirretrovirais e
aos novos protocolos que preconizam o inicio imediato do tratamento, estudos
que acompanham a progressao natural da doenga causada pelo HIV sdo cada
vez mais raros, tornando muito dificil a elucidagao de diferengas na patogénese

causada pelos diferentes subtipos do HIV-1.

Ao avaliar retrospectivamente estudos conduzidos no estado de Santa
Catarina, observa-se um aumento da prevaléncia do subtipo C, passando de
49% em amostras coletadas em 2004 (Locateli et al., 2007) para 66% em
2012-2014 (Graf et al., 2016). Devido a amostragem ao longo de 10 anos, o

presente estudo permitiu avaliar a variacdo temporal da prevaléncia dos
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subtipos e, em consenso com outros relatos da literatura, comprovou que entre
2008 e 2017 o HIV-1C expandiu de 56,9% para 66,3% (p<0,01, r=0,77). Uma
das explicacbes para o aumento da prevaléncia do subtipo C ao longo desse
periodo poderia ser de fato um sucesso maior na sua transmissibilidade
comparado aos outros subtipos (como discutido no paragrafo anterior).
Alternativamente, pode ser devido a sua expansao para redes de transissio
distintas, como na populagdo HSH. Essa hipotese é sugerida por Graf et al.
(2016), que por analises de filodinamica observou um aumento da populagao
efetiva do HIV-1 mesmo apds a estabilizacdo dos novos casos de infecgao

entre heterossexuais nos anos 2000 no sul do Brasil.

A partir do estudo apresentado aqui foi possivel inferir que a razdo de
sexo (proporgao de homens por mulheres infectados — M:F) nessa populacao é
de 1,04, sendo inferior a relatada pelo Ministério da Saude (2019) para o
estado (1,9) e para o pais (2,3). A razdo de 1,04 indica que para cada homen
infectado na populagdo ha também uma mulher infectada. A feminilizagdo da
epidemia ja foi relatada no estado do Rio Grande do Sul e em outras unidades
federativas do pais, estando associada ao aumento da transmissao por via
heterossexual (Brito et al., 2001, Fonseca et al., 2007, Simon et al., 2010).
Além disso, o aumento do numero de infecgbes em individuos do sexo feminino
também pode estar associado a situagdes de vulnerabilidade social e de
género, onde ha recusa do parceiro no uso de preservativo e instabilidade
financeira predispondo essas mulheres a infecgdo (Lazarini et al., 2012, de
Matos et al.,, 2013). A evolugdo da razdo de sexo observada para o estado
segue o relatado para o pais e similar ao estado do Parana, onde houve
reducao da taxa de deteccao de aids em mulheres de 2008 a 2018 (Ministério
da Saude, 2019).

Entretanto, o fato do banco de dados da RENAGENO-SC possuir razao
de sexo perto de 1 é um forte indicativo de viés de amostragem nessa
populacdo, mostrando-se enriquecida de mulheres. A maior presenca de
individuos do sexo feminino pode ser decorrente de dois fatores: a execucgao
de exames pré-natais e genotipagem de todas as gestantes infectadas com

HIV-1, aumentando a deteccao e disponibilidade de dados moleculares dessas
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mulheres, além da a maior preocupag¢ao com a saude demonstrada por essa
populagcdo, caracterizada pelo acompanhamento de tratamento e deteccao
precoce de falha terapéutica. Devido as limitacbes decorrentes desse viés
amostral, os resultados obtidos nesse trabalho devem ser interpretados com
cautela. Além disso, a populagao de individuos amostrados pela RENAGENO é
diferenciada quando comparada a outros estudos envolvendo infec¢do pelo
HIV-1 conduzidos no estado e no pais, limitando as comparagdes que podem

ser realizadas baseadas em dados epidemiologicos gerais.

No presente estudo, apenas 6,7% dos individuos infectados sao
afrodescendentes e 8% de outras etnias (asiaticos e amerindios). Os numeros
descritos corroboram dados do IBGE sobre a composicéo ética do estado de
Santa Catarina, onde aproximadamente 83,9% dos individuos residindo no
estado declararam-se brancos, 15,5% pardos e negros e 0,25% indigenas.
(IBGE, 2010).

Ao relacionar a prevaléncia de subtipos encontrados e os dados
epidemioldgicos associados aos individuos, foi possivel observar que HIV-1B e
C estdo associados a populacdes distintas. Infecgdes pelo subtipo B foram
majoritariamente (61,2%) relatadas em homens, enquanto o HIV-1C foi mais
presente em mulheres (52,1%) (p<0.001). Embora ndo haja um consenso na
literatura, diversos estudos epidemiolédgicos relatam associagao entre infecgao
por subtipo C e individuos heterosexuais, enquanto o HIV-1B é encontrado com
maior frequéncia em HSH (Brindeiro et al., 2003, Soares et al., 2005, Graf et
al., 2011, Raboni et al., 2010, Silva et al., 2010, Toledo et al., 2010, Silveira et
al., 2012). O banco de dados de RENAGENO nao fornece informag¢des quanto
a categoria de exposigao, contudo as mulheres sdo majoritariamente infectadas

pela via de transmissao heterossexual.

Houve, ao longo do tempo, um aumento no numero de individuos
infectados por via de exposicdo heterossexual, principalmente devido a
feminilizacdo da epidemia. Em 1990, no Brasil, a razdo de sexo era de 5,4,
decaindo para 2,3 em 2018 (Ministério da Saude, 2019). Uma das hipdteses

para rapida expansao do HIV-1C no sul do Brasil foi sua eficiente introdugao e
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disseminagado no grupo heterosexual, permitindo que atingisse um elevado
numero de individuos e circulasse em grandes redes de transmissdo. A
segregagao dos subtipos em subpopulagdes distintas deve-se muito
provavelmente pela separacao parcial das redes de transmissao onde esses
subtipos foram introduzidos e se disseminaram nos primeiros momentos da
epidemia. Entretanto, em estudo conduzido por Almeida et al. (2012) no qual foi
avaliada a dindmica temporal dos subtipos do HIV-1 em diferentes categorias
de exposi¢cao na cidade de Porto Alegre (RS), observou-se que houve um
aumento do subtipo C tanto na populagdo HET quanto HSH entre os anos de
1998 e 2008, resultando em uma perda progressiva da associagado entre
subtipo e categoria de exposicdo. Isto mostra que mesmo redes de
transmissao de diferentes subpopulagdes ou grupos de exposi¢cao, possuem
interconexdes e que a perda da associagao subtipo-exposi¢cao é apenas uma
questdo de tempo, como ja observada em outros paises (Tovanabutra et al.,
2004).

Contudo, Dias et al. (2009) descreveram uma possivel diferenca entre
padroes de transmisséao viral, onde haveria associagao entre penetragcao anal e
transmissao do HIV-B, ndo estando relacionado exclusivamente a exposi¢ao
HSH. Esses achados sugerem que embora as redes de transmissdo possam
justificar a segregacao, o subtipo C pode ser transmitido através de lesdes
menores, fator que pode ter contribuido positivamente para o sucesso na

transmissdo heterosexual (Dias et al., 2009).

Neste estudo os individuos infectados pelo subtipo B apresentavam
idade entre 25 e 40 anos e alto nivel de escolaridade (12 anos ou mais)
(p<0,001 para ambos). Em contraste, individuos acometidos pelo HIV-1C eram
mais jovens (com idade inferior a 24 anos) e baixo nivel escolar (4 a 7 anos de
estudo) (p<0,001 para ambos). A baixa escolaridade associada ao subtipo C
pode estar relacionada a presenca desse subtipo em individuos mais jovens
(15-24 anos) e criangas abaixo de 14 anos (p<0,001), correspondendo a
aproximadamente 19,5% da populagao infectada por esse subtipo. A baixa
idade apresentada por esses individuos faz com que apresentem um menor

nivel de instrugdo. Em contrapartida, a maior parte da populacao infectada com
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subtipo B apresenta idade entre 25 a 40 anos (43,72%), proporcionando maior
tempo para acesso educacional. Contudo, mais estudos sdo necessarios para
elucidar os fatores associados a essa diferenciacdo no acesso educacional

desses individuos.

Quando avaliadas as regides intermediarias instituidas pelo IBGE, foi
possivel observar que a cobertura de detecgcao de HIV-1 obtido no presente
estudo foi menor que o descrito previamente por Dorsi et al (2004) (57,3%
versus 71,3%, respectivamente). Essa diferenga observada na baixa incidéncia
de HIV-1 nos municipios catarinenses pode estar associada a uma
subamostragem na regido de Chapeco (33,0% das cidades amostradas), bem
como na regido de Cacador (43,75%) e Lages (54,2%). Além da variacéo de
prevaléncia ao longo do tempo, este estudo revelou uma heterogeneidade na
distribuicdo dos subtipos ao longo do territério de Santa Catarina. A regido de
Joinville apresentou prevaléncia aumentada de subtipo B (28,1% das
infeccdes), enquanto o HIV-1C e CRF31_BC foram predominantes nas regides
de Blumenau e Criciima. O subtipo F1 mostrou-se relevante
epidemiologicamente na regido de Chapecd, correspondendo a 12,35% dos
casos, sendo essa prevaléncia possivelmente associada a fronteira com a
Argentina, onde essa forma viral tem sido amplamente relatada (Pando et al.,
2011). Essas diferengas contrastantes na distribuicdo espacial podem estar
associadas a influéncias e interconexdes de epidemias de outras localidades,
como, por exemplo, o intenso fluxo migratdrio entre as populagdes dos estados
da regido Sul, bem como a epidemia de fronteira. Joinville encontra-se ao norte
do estado, proximo a fronteira com o Parana, onde ha baixa prevaléncia de
subtipo C e predominio de B (Brindeiro et al., 2003, Ferreira et al., 2008, Toledo
et al., 2010, Raboni et al., 2010, Silva et al., 2010). Estudo conduzido por
Raboni et al. (2010) indicou maior proporcéo de subtipo C (31%) em cidades
localizadas proximas a fronteira com Santa Catarina, enquanto a prevaléncia
relatada ao norte do estado do Parana, préximo a divisa com o estado de Sao
Paulo foi aproximadamente trés vezes menor (13%). Tais dados corroboram a
hipétese de que ha uma alta interconexao entre as redes de transmissao de
Santa Catarina e estados vizinhos, justificando possivelmente a elevada

prevaléncia de HIV-1B encontrada na regido de Joinville. Ademais, as regides
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de Criciuma e Lages, que apresentam aproximadamente 70% de infec¢des
causadas por HIV-1C, encontram-se préximas a fronteira com o Rio Grande do
Sul, cuja capital é considerada o epicentro de disseminagao deste subtipo para

outras regides do Brasil (Graf et al., 2016).
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CAPITULO 2 - Analise da dinamica de transmissao do HIV-1 em pacientes

em falha terapéutica do estado de Santa Catarina, regidao sul do Brasil.
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7. METODOLOGIA

7.1 Remocao de sitios associados a mutacdes de resisténcia aos ARV

Para a remocao dos principais cédons associados a resisténcia, foram
alinhadas no MAFFT (Katoh et al., 2002) juntamente com as sequéncias da
RENAGENO, sequéncias-guias completas dos genes da protease e da
transcriptase reversa. Foram removidos os codons das posi¢des 69, 72, 90, 96,
138, 141, 144, 150, 159, 162, 219, 228, 246, 249, 252, 255, 264, 270 da
protease e 420, 492, 498, 504, 507, 519, 522, 528, 597, 600, 606, 615, 642,
645, 750, 834, 840, 849, 861, 867, 927, 942, 954, 972, 987 da transcriptase
reversa. A escolha de remocéao destes sitios especificos foi baseada em estudo
conduzido por Bennett et al. (2009), onde foram determinados os principais
sitios associados as mutacgdes de resisténcia a terapia antirretroviral, a partir de
estudo de vigilancia epidemioldgica. Esses sitios foram removidos previamente
as analises de redes de transmissédo para evitar viés de convergéncia evolutiva,
ou seja, evitar que individuos sejam classificados como relacionados
epidemiologicamente devido a pressao seletiva causada por histérico de

tratamento semelhante.

7.2 Selecao de sequéncias externas brasileiras e internacionais

A fim de verificar se as redes de transmissdao observadas em Santa
Catarina se expandem para outros paises e estados brasileiros, foram
selecionadas sequéncias externas ao banco de dados RENAGENO-SC (Figura
11). Para selegédo de sequéncias brasileiras foram obtidas todas as sequéncias
cujo pais de origem do paciente era o Brasil disponiveis no Los Alamos HIV
Database (https://www.hiv.lanl.gov/). Foram baixadas sequéncias dos subtipos
B, C e F1 (que foram as variantes mais frequentes entre sequéncias da
RENAGENO-SC), com fragmento de tamanho entre 2262 e 3254, selecionando
0 segmento génico da pol. Foi selecionada apenas uma sequéncia por paciente
e excluidas sequéncias problematicas conforme classificagdo do site.
Sequéncias de Santa Catarina originadas de estudos passados n&o foram
selecionadas devido ao fato de que o mesmo individuo poderia estar também
incluido no banco de dados RENAGENO-SC.
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Para selecédo de sequéncias externas internacionais foram analisados os
dados provenientes do Anuario Estatistico de Turismo de Santa Catarina
(Secretaria Estadual de Turismo, Anuario Estatistico de Turismo de Santa
Catarina, 2003 a 2017) para identificar os principais paises de origem dos
turistas que visitam o estado de Santa Catarina. Foram tabulados os dados
compreendendo o periodo de 2003 a 2017 e selecionados paises que, dentro
desse periodo, contabilizaram mais de 1000 entradas no estado. Foram
selecionados os seguintes paises: Alemanha, Argentina, Australia, Bolivia,
Canada, Chile, Colébmbia, Espanha, Estados Unidos da América, Franca,
Inglaterra, Italia, Paraguai, Peru, Portugal, Reino Unido, Suica e Uruguai. Apds
isso, foram obtidas todas as sequéncias desses paises disponiveis no Los
Alamos HIV Database para os subtipos B, C e F1, com fragmento de tamanho
entre 2262 e 3254, selecionando o segmento génico da pol. Foi selecionada

apenas uma sequéncia por paciente e excluidas sequéncias problematicas.

Ap6s a obtencdo das sequéncias externas, utilizou-se a ferramenta
Blast+ (National Center for Biotechnology Information - NCBI) para, a partir de
um Blastn (National Center for Biotechnology Information - NCBI) (utilizando-se
sequéncias nucleotidicas), identificar as 100 sequéncias mais similares para
cada sequéncia da RENAGENO. Isto foi realizado separadamente para os
subtipos B, C e F1, onde sequéncias repetidas (aquelas que foram
consideradas similares a mais de uma sequéncia RENAGENO) foram
excluidas. Devido ao fato de muitos estudos nao fornecerem a classificacdo até
o nivel de CRF (forma recombinante circulante), sequéncias externas para o
dataset CRF31 da RENAGENO-SC foram selecionados fazendo-se um Blastn
(National Center for Biotechnology Information - NCBI) para cada sequéncia
CRF31 individualmente. Novamente foram excluidas sequéncias problematicas
e repetidas. Desta forma, o dataset de cada subtipo contem as sequéncias da
RENAGENO-SC mais as 100 sequéncias mais similares dentre as sequéncias
externas selecionadas e excluindo-se as repetidas. Cada dataset de
sequéncias foi entao alinhado conforme explicado no item 4.1. O tamanho total
dos alinhamentos foi de 942 nucleotideos para o subtipo C, 883 nucleotideos
para o subtipo B e 909 nucleotideos para o HIV-1F1 e CRF31_BC.
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Figura 11: Fluxograma de abordagens utilizadas na sele¢cé&o de sequéncias

externas ao dataset RENAGENO-SC.
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7.3 ldentificacdo das redes de transmissao

Para identificar as redes de transmissdo foi realizada uma analise
filogenética por maxima verossimilhanca (ML) no programa IQ-TREE (Nguyen
et al., 2015), utilizando-se a plataforma CIPRES Science Gateway (Miller et al.,
2010). O melhor modelo de substituicdo nucleotidica foi testado antes da
inferéncia filogenética pelo método ModelFinder (Kalvaanamoorthy et al.,
2017), implementado no IQ-TREE. Como medida de suporte dos clados
utilizou-se inicialmente o método de ultrafast bootstrap com 1000 replicatas.
Posteriormente, essas 1000 replicatas foram utilizadas para recalcular o
suporte dos ramos pelo método de transfer bootstrap expectation (TBE)
(Lemoine et al., 2018).

O TBE (Lemoine et al.,, 2018) € um método novo desenvolvido para
determinar suportes de ramo. Como vantagem, esse método apresenta uma
capacidade aumentada em inferir melhor os suportes de ramos envolvendo nos
profundos na arvore filogenética, permitindo entdo detectar redes de
transmissao maiores. Para testar essa condi¢do, foi realizado um teste com
trés distancias genéticas (1,5, 4,5 e 8,0) e trés opgdes de suporte de ramo:
ultrafast bootstrap, TBE e bootstrap convencional. Essa testagem foi realizada
para trés datasets: C, F1 e CRF31_BC. O dataset do subtipo B nao foi utilizado
para realizar essa etapa em vista de seu tamanho e tempo computacional
requerido para refazer as inferéncias nas trés condicbes de suporte. Como
resultado, o TBE mostrou-se capaz de reduzir o numero total de clados
identificados e aumentando o numero de individuos clusterizados, ou seja, os
clados determinados apresentaram um tamanho maior (Suplementar 1 e 2).
Em virtude disso, as arvores de maxima verossimilhnanca com modificagcao de

suporte para TBE foram selecionadas para as analises posteriores.

A partir da arvore filogenética com suporte de ramos calculado por TBE,
os clusters de transmissao foram identificados utilizando o programa Cluster
Picker (Ragonnet-Cronin et al., 2013) com um limite minimo de suporte de TBE
290. A escolha da distancia genética maxima intra-clado foi realizada com base
no calculo da taxa evolutiva dos subtipos B, C, F1 e CRF31 no Brasil. Estudos
anteriores estimaram taxas evolutvas de no maximo 0,0022

substituigdes/sitio/ano para o subtipo B (Mir et al., 2015), 0,0024 para o subtipo
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C (Delatorre et al., 2013), 0,0018 para o subtipo F1 (Bello et al., 2012) e 0,0021
para a CRF31 (Passaes et al., 2009). Devido a predominancia de pacientes
cronicamente infectados no banco da RENAGENO-SC, decidiu-se utilizar um
ponto de corte de distancia genética pouco restringente e que possibilite
identificar possiveis transmissdes que ocorreram ao longo dos ultimos 10 anos
(tempo aproximado que um individuo leva para progredir para aids na auséncia
de tratamento). Seguindo esta logica, duas cepas virais podem divergir do seu
ancestral comum durante 10 anos, resultando numa divergéncia acumulada de
20 anos de uma a outra. Desta forma, a taxa evolutiva de cada subtipo foi
multiplicada por um tempo maximo de divergéncia de 20 anos, resultando em
distancias genéticas maximas de 4,4% para o subtipo B, 4,8% para o subtipo

C, 3,6% e 4,2% para os subtipos F1 e CRF31_BC respectivamente.

7.4 Caracterizacao das redes de transmissao

Para cada rede de transmisséo identificada foram analisados diversos
parametros, tais como o numero total de redes (a partir daqui também referidos
simplesmente como clusters) identificados para cada subtipo, o numero total de
clusters que contém pelo menos uma sequéncia da RENAGENO-SC (RENA
cluster), o numero total de individuos clusterizados e a composi¢cao entre
sequéncias da RENAGENO e individuos externos. Foi determinada também a
porcentagem de clusterizagcao para cada subtipo, definida como a razao entre o
numero de sequéncias RENAGENO-SC agrupadas e o numero total de
sequéncias RENAGENO-SC.

Para identificar a abrangéncia dos clusters RENAGENO-SC identificados
foi procedido o calculo da distancia geografica média entre os individuos
constituintes do agrupamento de transmissao e observado se essa distancia
varia entre os subtipos avaliados. Como forma de avaliar essa abrangéncia
territorial foi utilizada a técnica de matriz de distancia pelo método elipséide de

Vincenty.

A presencga de infecgdo por HIV-1 em individuos com idade igual ou
inferior a quatorze anos é um indicativo de possivel transmissao vertical.

Buscando avaliar a possibilidade de transmissao materno-fetal na populacao
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de estudo, clusters de transmissao contendo individuos com idade menor ou
igual a quatorze anos foram selecionados para uma analise mais minuciosa.
Foram selecionados pares de transmissado formados por esses individuos e
mulheres com idade superior a 15 anos. Como critério de inclusdao desses
possiveis pares de transmissdo foi calculada a diferenca de idade entre a
possivel mae e a criangca, como forma de padronizar o fato das sequéncias
terem sido coletadas em anos distintos. Quando a diferenga era inferior a 15
anos, o par foi excluido. As caracteristicas demograficas da populagdo das
possiveis maes envolvidas em eventos de transmissao vertical foi entdo

comparado com as outras mulheres presentes no dataset RENAGENO-SC.

Por fim, ainda estudamos em detalhes clusters formados exclusivamente
por homens. Estes clusters foram considerados como possiveis redes de
transmissdao HSH e as caracteristicas epidemioldgicas desses individuos
possivelmente foram comparadas com as caracteristicas obtidas de homens
nao clusterizados exclusivamente com homens. Foram comparadas também a
distancia geografica entre os membros dos agrupamentos, visando determinar
a abrangéncia dessas redes de transmissdo em relacdo a clusters de

transmissao heterossexual.

7.5 Analises Estatisticas

Para avaliar variaveis qualitativas tais como subtipo viral, género, etnia,
ano de coleta, escolaridade e clusterizagdo foram utilizados o teste de qui-
quadrado ou Odds-Ratio. Para variaveis quantitativas como distancia entre os
locais de residéncias de membros constituintes de um cluster de transmisséao,
foi utilizado teste t-student para amostras independentes ou teste nao-
paramétrico de Mann-Whitney e teste de correlacdo de Pearson. Para
identificar tendéncias temporais como o aumento da prevaléncia dos subtipos
durante o periodo de estudo e aumento de clusterizacdo devido a expansao do
tamanho amostral foi utilizado o teste de regressdo linear. As analises
estatisticas foram executadas no programa R (disponivel em: http://R-

project.org/).
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8. RESULTADOS

8.1 Analise comparativa das caracteristicas epidemioldgicas associadas ao

agrupamento

Das 3.070 sequéncias avaliadas, 2.856 (93,0%) compreendiam
sequéncias classificadas nos subtipos B, C, F1 e CRF31_BC do HIV-1, sendo
estas entdo submetidas as analises de investigagcédo e caracterizagdo de redes
de transmissdo (Tabela 2). Apds a identificacdo de clusters através da
ferramenta ClusterPicker foi possivel observar que 943 (33,0%) sequéncias da
RENAGENO-SC estavam contidas em alguma rede de transmissédo. Dos
individuos que estavam contidos nesses clusters, 47,9% eram mulheres. Ao
analisar as caracteristicas epidemioldgicas dos individuos clusterizados em
comparagao aos que nao clusterizaram, foi possivel observar que individuos
entre 15 e 24 anos, 41 e 59 anos e com idade superior a 59, apresentaram
chances 40 a 50% menor de estarem contidos em algum agrupamento
(p=0,01, p<0,001 e p=0,01, respectivamente) quando comparados aos
individuos com 25 a 40 anos (que foram utilizados como referéncia na analise
de Odds Ratio).

O ano de coleta das sequéncias também mostrou-se um importante fator
a impactar o agrupamento. Individuos amostrados entre os anos de 2014 e
2017 apresentaram 1,4 vezes mais chances de serem encontrados em um
cluster de transmissao (Tabela 2). Devido a esse aumento da probabilidade de
clusterizagcao observado a partir de 2014 e ao fato de neste ano o Ministério da
Saude ter mudado o protocolo de inicio da TARYV, investigamos com mais
atencdo a correlagdo entre amostragem e o numero de sequéncias contidas
em clusters. Através do teste de correlagdo de Pearson foi possivel observar
que ha uma forte correlagao (p <0,001, r=0,95) entre o numero de sequéncias
amostradas e o0 numero de sequéncias contidas em clusters de transmissao

por ano (Figura 12).

Outro fator associado ao agrupamento foi o subtipo viral, uma vez que o
subtipo C foi observado como sendo muito mais associado com a formacéo de

redes de transmissdo. Quando comparado ao HIV-1C, individuos infectados
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pelos subtipos B, F1 e CRF31_BC apresentaram uma reducgao de 40, 90 e

50%, respectivamente, na chance de clusterizagao.

O agrupamento de sequéncias nao apresentou influéncia de género
(p=0,28), visto que homens e mulheres apresentaram chances similares de
estarem contidos em um cluster de transmissdo. Além disso, ndo foram
encontradas associagbes estatisticas significativas entre a formagédo de
clusters de transmissao e etnia (p=0,09) e escolaridade (p-values entre 0,34 e
0,68). Embora a escolaridade n&o tenha apresentado diferengas estatisticas,
individuos com 1 a 3 anos de acesso a educacgao apresentaram um indicio
(p=0,06) de reducdo de 30% na chance de clusterizarem ao comparado com

individuos com 4-7 anos de escolaridade.
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Tabela 2: Dados epidemiolégicos associados com o agrupamento geral
em pacientes da RENAGENO-SC.

Clusterizacao

Sequéncias Sequéncias Nao
Agrupadas n=943  Agrupadasn= | OR (95%IC) P value
(33.0) 1913 (67.0)

Género
Feminino 452 (47,9) 944 (49,3) (Ref) (Ref)
Masculino 491 (52,1) 969 (50,7) 1,1(0,9-1,3) 0,28
Etnia
N3o-Caucasiano 104 (28,8) 257 (71,2) 0,7 (0,4-1,0) 0,09
Caucasiano 678 (32,4) 1412 (67,6) (Ref) (Ref)
Anos de Escolaridade
Nenhum 26 (35,6) 47 (64,4) 1,1 (0,6 —2,1) 0,61
1-3 anos 64 (24,5) 197 (75,5) 0,7 (0,5-1,0) 0,06
4-7 anos 302 (31,6) 652 (68,4) (Ref) (Ref)
8-11 anos 227 (35,4) 415 (64,6)  1,1(0,8—1,4) 0,34
12 ou mais anos 68 (31,5) 148 (68,5) 0,9(0,7-1,3) 0,68
Idade
<14 anos 93 (32,9) 190 (67,1)  0,8(0,5—1,2) 0,23
15-24 anos 75 (34,5) 142 (65,4) 0,6 (0,4-0,9) 0,01
25-40 anos 428 (39,7) 651 (60,3) (Ref) (Ref)
41-59 anos 319 (27,4) 844 (72,6) 0,6(0,5-0,7) <0,001
>59 anos 28 (24,6) 86 (75,4) 0,5(0,3-0,9) 0,01
Ano de Coleta
2008-2013 398 (42,2) 966 (50,5) (Ref) (Ref)
2014-2017 545 (57,8) 947 (49,5)  1,4(1,1-1,7) <0,001
Subtipos
B 152 (25,5) 445 (74,5) 0,6 (0,4-0,7) < 0,001
C 737 (36,9) 1261 (63,1) (Ref) (Ref)
F1 18 (12,1) 131(87,9) 0,1(0,1-0,3) <0,001
CRF31 36 (32,2) 76 (67,8) 0,5(0,3-0,9) 0,03
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Figura 12: Correlagdo entre o numero de sequéncias amostradas por ano e o
numero de sequéncias agrupadas no dataset RENAGENO-SC.

O aumento da densidade amostral de sequéncias coletadas representou um
aumento no numero de sequéncias identificadas em redes de transmissao por ano,
sendo um indicativo de que quanto mais pacientes sdo amostrados, melhor € a
capacidade de identificacdo e reconstrucdo dessas relagbes de transmissdo. E
esperado que apds as mudancgas na politica de acesso e tratamento universal de todo
paciente a partir do diagnéstico o banco de dados da RENAGENO fornecga
informagdes suficientes para identificar e reconstruir as redes de transmissao

atuantes.
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8.2 Analise comparativa das caracteristicas epidemiologicas associadas a

clusterizagédo nos diferentes subtipos

A identificacdo das redes de transmissdo foi realizada com distancias
genéticas maximas determinadas pelo calculo de taxa evolutiva referente a
cada subtipo e um periodo maximo de divergéncia génica de 20 anos entre
duas cepas virais (Tabela 3). A partir disso foram encontrados 94 clusters para
o subtipo B e 341 para o subtipo C, sendo os dois subtipos com maior numero
de clusters envolvendo individuos da RENAGENO-SC. Para os subtipos F1 e

CRF31_BC foram encontrados 10 e 22 clusteres, respectivamente.

Quando a composicao de clusters foi analisada observou-se que o subtipo
C apresentou a maior taxa de clusterizacédo, sendo que 36,9% das sequéncias
HIV-1C no banco RENAGENO-SC estavam presentes em alguma rede de
transmissao. O subtipo B apresentou uma porcentagem de clusterizacdo de
25,4% e o maior numero total de clusters observado para este subtipo deve-se
ao grande numero de sequéncias externas selecionadas. Entretanto apenas
9,2% do total de clusters continha uma sequéncia RENAGENO-SC. A
porcentagem de clusterizacdo da CRF31 (33,9) foi similar a encontrado para o
subtipo C; entretanto o HIV-1F1 apresentou a menor taxa de clusterizacédo em
comparagao aos outros subtipos avaliados, onde apenas 12,1% dos individuos
infectados por essa forma viral foram classificados como participando de uma

rede de transmissao.

Para todos os subtipos foi encontrado um padrao de deteccéo de clusters
pequenos, envolvendo principalmente pares de transmissido, exceto para o
HIV-1C. Além de apresentar o maior niumero de clusters envolvendo individuos
da RENAGENO-SC, o subtipo C apresentou também maior diversidade quanto
ao tamanho dos agrupamentos encontrados (Tabela 3 e Figura 13), incluindo
um cluster contendo 10 individuos (Figura 14).
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Tabela 3: Analise comparativa das redes de transmissao identificadas
para os subtipos B, C, F1 e CRF31_BC do HIV-1.

Anadlise de Clusters
Total de clusters

Total de RENAGENO-SC clusters*
Total de individuos nos RENAGENO-SC

clusters

Individuos RENAGENO-SC agrupados

Porcentagem de agrupamento**

Tamanho dos clusters ***
2 individuos

3 individuos

4 individuos

5 individuos

6 individuos

7 individuos

10 individuos

Subtipos
B C F1 CRF31_BC

1020 700 70 191
94(9,2) 341(48,7) 10(14,3) 22 (11,5)

217 851 22 57
152 (70,0) 738(86,7) 18(81,8) 38(66,7)

25,4 36,9 12,1 33,9

73(77,6) 237(69,5) 8(80,0) 13(59,1)

14 (14,9) 68(20,0) 1(10,0) 5(22,7)
6(6,4) 20(59) 1(10,0) 4(18,2)
1(1,1) 8(23) 0(0,0 0(0,0)
0 (0,0) 6(1,7) 0(0,00 0(0,0)
0 (0,0) 1(0,3) 0(0,00 0(0,0)
0 (0,0) 1(0,3) 0(0,00 0(0,0)

* clusters contendo pelo menos uma sequéncia RENAGENO-SC; **razdo entre o numero de
sequéncias analisadas e o numero de sequéncias agrupadas; ***considerando apenas

RENAGENO-SC clusters
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Figura 13: Distribuicdo da frequéncia obtida e tamanhos de clusters de
transmissao para os subtipos B, C, F1 e CRF31_BC do HIV-1.

Nosso estudo identificou, para os quatro subtipos avaliados, uma
elevada proporcao de clusters formados por apenas dois individuos (também
denominados pares de transmissdao) e agrupamentos pequenos. Esse
achado pode representar um viés de amostragem onde, em vista da
impossibilidade de amostrar a totalidade da populacdo infectada, a
reconstrugcdo das redes de transmisséo torna-se prejudicada pela falta de

individuos considerados elos epidemiologicos.
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Figura 14: Representacao filogenética do maior cluster de transmissao do HIV-1C, identificado pela ferramenta Cluster Picker, no estado de
Santa Catarina. Amostragem de 10 individuos potencialmente relacionados epidemiologicamente por eventos de trasmissao.

Em vermelho estdo representados os nodos e ramos associados ao municipio de Criciima, em verde-oliva ao municipio de Morro da Fumaca,
verde a S&o José, azul e roxo aos municipios de Tijucas e Urussanga, respectivamente. E possivel observar, a partir do nodo mais ancestral da
filogenia, que as redes de transmisséo atuantes cidade de Criciuma podem estar associadas a disseminagao de subtipo C para outros municipios e
regides intermediaria do estado, sendo origem da transmissao para Sao José, Urussanga e Morro da Fumacga . Além disso, a partir da filogenia é
possivel inferir também que possivelmente houve transmissdo envolvendo Morro da Fumaca para Tijucas. Contudo, mais estudos sdo necessarios

para melhor compreender a dindmica de transmisséo atuante nessa rede.
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Em vista dos indicios de haver diferengas marcantes entre as chances
de clusterizacdo entre os subtipos amostrados, foram analisados os fatores
epidemioldgicos associados aos HIV-1B, C, F1 e CRF31_BC que poderiam
impactar nas chances de clusterizagdo. Quando avaliadas separadamente as
caracteristicas epidemiolégicas de individuos clusterizados e néo clusterizados
para os subtipos avaliados ndo houve acréscimo de informacbdes quanto a
clusterizacdo. Aparentemente apenas a idade desses individuos impactou no

agrupamento deles em clusters (Tabela 4).



Tabela 4: Dados epidemioldgicos associados as diferengas em agrupamentos observados para cada subtipo avaliado.

Subtipos
B g i CRF31
Sim Nao OR Sim Nao OR P Sim Nao OR P Sim Nao
Clusterizagio n=152 (25,5) n=445 (74,5)  (95% IC) P n=T37 1261  (95%IC)  value n=18  n=131 (95%IC)  value n=36  n=76 ol "
value  (36,9) (95%IC)  value
(63,1) (121)  (87,9) (32,2)  (67.8)

Género
Feminino 51(220) 181 (78,0) (Ref) (Ref) | 374 (35,9) 667 (64,1)  (Ref) (Ref) | 7(10,6) 60 (89,6) (Ref) (Ref) 20 (35,7) 36 (64,3) (Ref) (Ref)
Masculino 101 (27,7) 264 (72.3) 14(0,8-22) 0,17 363(37,9) 594 (62,1) 11(0,9—14) 037  11(134) 71(86,6) 07(0,1-33) 062 16(28,6) 40(714) 06(02—19) 042
Etnia
Nao-caucasiano  16(20,0)  64(80,0) 0,7 (03-13) 026 81(31,4) 177(686) 0,7(05-1,0) 008  2(20,0) 8(80,0) 69(03-160) 019 5(385 8(615) 1,1(02-46) 0,85
Caucasiano 116 (257) 335 (74,3) (Ref) (Ref) 526 (36,6) 909 (63,3)  (Ref) (Refy | 10(8,3) 111(91,7) (Ref) (Refy 26 (31,3) 57 (68,7) (Ref) (Ref)
Anos de Escolaridade
Nenhum 5(417) 7(583) 16(03-68) 052 20(364) 35(634) 10(05-21) 08 1(333) 2(667) 103(-) 012  0(00) 3(100,0) 1,1(0,6—2,0) 0,99
1-3 anos 7(146)  41(854) 05(02-11) 011 56(29,5) 134(70,5) 0,8(0,6-12) 028 0(00) 16(1000) 00(-) 099 1(143) 6(857) 07(0,5-1,0) 049
47 anos 47(275) 124 (72,5) (Ref) (Ref) | 242 (35,1) 447 (64,9)  (Ref) Ref) | 1(21) 47(97.9) (Ref) (Ref) 12 (26,1) 34 (73,9) (Ref) (Ref)
8-11 anos 39(262)  110(73,8) 08(05—1,3) 0,36 174 (40,5 255(59,5) 1,1(09-15) 036 8(182) 36 (81,8) 13(-) 0,05 6(30,0) 14(700) 1,1(0,8=13) 045
12oumaisanos 22 (250)  66(750) 07(04—13) 036 44(39,3) 68(60,7) 1,0(07-15 092 1(11,1) 8(889) 29(-) 058 1(143) 6(857) 08(06-12) 055
Idade
<14 anos 9(214)  33(786) 06(02-17) 041 80(362) 141(638) 08(05-13) 037 3(300) 7(70,0) 03(-) 067 1(100) 9(90,0) 2,9(0,1-92,6) 0,49
15-24 anos 10(345)  19(655) 08(03-22) 074 63(37,5) 105(625) 0,6(0,4-09) 003  2(20,0) 8(80,0) 30(00-152) 057 0(0,0) 10(100,00 00(-) 0,99
25-40 anos 80(30,7)  181(69,3) (Ref) (Ref) 323 (453) 390 (547)  (Ref) (Refy | 10(16,7) 50 (83,3) (Ref) (Ref) 15 (33,3) 30 (66,7) (Ref) (Ref)
41-59 anos 53(21,1)  198(789) 06(04—09) 0,02 246 (30,5 561(69,5) 0,5(04-07) <0,001 2(31) 62(969) 007(0,0-05) 0,04 18(439) 23(561) 21(0,6—7.9) 024
>59 anos 0(0,00  14(1000) 06(03-09) 098 25(281) 64(71,9) 06(03—10) 008 1(20,0) 4 (80,0) 00(-) 009 2(333) 4(667) 11(00-112) 095

84
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8.3 Anadlise da composicdo geografica das redes de transmissdo e

agrupamento externo

Com a finalidade de avaliar a extencao geografica das redes envolvendo
pacientes da RENAGENO-SC, datasets de trabalho foram montados para cada
subtipo contendo sequéncias internacionais provenientes dos paises que mais
enviam turistas para o estado de Santa Catarina e de outros estados

federativos brasileiros disponiveis no Los Alamos HIV Database (Tabela 5).

O dataset do subtipo B do HIV-1 apresentou o maior volume de dados
(7.605 sequéncias) avaliados, sendo 92,2% do total de sequéncias
constituintes provenientes de outros paises e outros estados. Ja o dataset para
o HIV-1C contabilizou 4.764 sequéncias, sendo 1.998 (42,0%) de sequéncias
provenientes de pacientes RENAGENO-SC e 58% de sequéncias externas. A
reducao drastica do numero de sequéncias externas a Santa Catarina
amostradas nesse dataset em comparagao ao subtipo B esta relacionado a
baixa prevaléncia de subtipo C em outros estados federativos brasileiros,
exceto os da regido Sul, e baixa prevaléncia em paises amostrados, nos quais
o0 subtipo B € responsavel, majoritariamente, pelas infecgbes. Os datasets
formados para o subtipo F1 e a forma recombinante CRF31 foram menores em
relacdo aos subtipos B e C, nos quais 17 e 10,1% das sequéncias eram

provenientes de pacientes de Santa Catarina.

Ao analisar a composicao dos clusters encontrados (Tabela 5), subtipo C
e F1 apresentaram um maior proporcao de clusters formados exclusivamente
por sequéncias da RENAGENO-SC (77,7 e 70,0%, respectivamente),
enquanto, para os subtipos B e a forma recombinante CRF31_BC foram
encontrados maior propor¢gdo de clusters mistos (53,2 e 59,1%,
respectivamente), formados por sequéncias provenientes do estado de Santa

Catarina com sequéncias externas.

A origem das sequéncias externas agrupadas também foi avaliada,
sendo que a partir dos dados obtidos para cada subtipo foi possivel inferir que
0 padrao de clusterizacdo com sequéncias internacionais € diferente para

subtipos B e C. Sequéncias do HIV-1B associadas aos pacientes RENAGENO-
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SC apresentaram relagdes epidemiolégicas com sequéncias provenientes do
Reino Unido, Chile e Franca. Ja para o subtipo C foram descritas
clusterizagbes envolvendo Argentina, Alemanha, Espanha e Reino Unido e
Estados Unidos. O subtipo F1 apresentou apenas duas interconexdes
epidemioldgicas externas (Estados Unidos e Espanha). Embora no Capitulo 1
deste trabalho tenha sido descrita associagdo entre elevada prevaléncia de
HIV-1F1 e regido intermediaria fronteira com a Argentina, ndo foram
encontradas interconexdes epidemioldgicas externas com este pais. Nao foram
encontradas associacdes internacionais para a forma recombinante CRF31,

evidenciando sua circulagao local.

Embora o padrao de clusterizagéo internacional seja diferente, subtipos
B e C apresentam um padrao similar de clusterizagdo quando analisados os
estados brasileiros, uma vez que tanto HIV-1B e C apresentam forte
interconexdo com os estados da regido sul do pais. Majoritariamente, as
sequéncias B e C da RENAGENO-SC agrupam-se com sequéncias
provenientes dos estados do Parana (20,7 e 21,2%, para subtipos B e C) e Rio
Grande do Sul (17,2% para ambos subtipos). Além disso, foram encontradas
associacdes entre a epidema de Santa Catarina e o estado de Sao Paulo,
envolvendo o subtipo B (15,5%) e Rio de Janeiro (13,2%) para o HIV-1C.
Estados com associagdo inferior a 10% foram incluidos em um grupo
denominado “outros”, que contabilizaram 20,7 e 19,1% das relagoes
epidemioldgicas encontradas pra B e C, respectivamente. O subtipo F1 foi o
que apresentou menores relagbes epidemioldgicas interestaduais, envolvendo
apenas trés associagdes com Rio de Janeiro, Parana e Bahia (33,33% cada).
Simultanedmente, a CRF31_BC apresentou 35,7% de relagbes com o Rio
Grande do Sul, estando estas associadas possivelmente a elevada prevaléncia
dessa forma recombinante nesse estado. As sequéncias brasileiras que nao
possuiam dados associados a localidade de origem (estado) foram

classificadas como BR-NA.
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Tabela 5: Caracterizagdo da composi¢cao geografica das redes de transmissao
para os subtipos B, C, F1 e CRF31_BC.

Subtipos
B C F1 CRF31_BC
Datasets
Total de sequéncias 7605 4764 875 1109
Total éncias RENAGENO-
sg al de sequéncias RENAGENO 597 (7,9) 1998 (42,0) 149 (17,0) 112 (10,1)
Total de sequéncias externas 7008 (92,2) 2766 (58,0) 726 (83,0) 997 (89,9)
Clusterizagao
RENAGENO-SC clusters 94 341 10 22
sequencias RENAGENO-5C 152 (25,4) 738 (36,9) 18 (12,1) 38 (33,9)
agrupadas
Sequéncias externas nos
RENAGENO-SC clusters** 5 [z M 307 S
Composi¢ao do Cluster
Clusters exclusivos de sequéncias
RENAGENO-SC 44 (46,8) 265 (77,7) 7 (70,0) 9 (40,9)
Clusters mistos 50 (53,2) 76 (22,3) 3(30,0) 13 (59,1)
Origem das sequéncias externas
nos RENAGENO-SC clusters
Internacional n=7 n=14 n=2 n=0
ARG (28,6)
GRB (57,1) DEU (28,6)
Paises *** CHI (28,6) ESP (21,4) LE’:;\ ((558'8)) i
FRA (14,3) GRB (14,3) ’
USA (7,1)
Brasil n=58 n=99 n=3 n=14
BR-NA (25,9) BR-NA (29,3)
PR (20,7) PR (21,2) RJ (33,33) BR-NA (50,0)
Estados Brasileiros *** RS (17,2) RS (17,2) PR (33,33) RS (35,7)
SP (15,5) RJ (13,2) BA (33,33) Outros (14,3)

Outros (20,7) Outros (19,1)

* porcentagem sobre o total de sequéncias RENAGENO-SC; ** porcentagem sobre
total de sequéncias externas; *** porcentagem de sequéncias externas nos
RENAGENO-SC clusters. ARG: Argentina, DEU: Alemanha, GRB: Reino Unido,
ESP: Espanha, CHI: Chile, FRA: Franga, USA: Estados Unidos. BR-NA sequéncias
provenientes do Brasil sem informagao de localidade de origem, PR: Parana, RS:
Rio Grande do Sul, SP: Sao Paulo, RJ: Rio de Janeiro, BA: Bahia.
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8.4 Andlise geoespacial da distribuicdo dos clusters de transmissao em Santa

Catarina

Buscando avaliar a abrangéncia dos clusters de transmissdo pelo
territério de Santa Catarina, foi calculada uma matriz de distédncia entre as
cidades de origem dos membros dos clusters formados exclusivamente por
individuos RENAGENO-SC. A distancia entre as cidades foi estimada através
do método elipsoide de Vincenty que basicamente calcula a distancia em linha

reta entre os pontos corrigido pela curvatura da terra.

Foram descritos 44 clusters exclusivamente RENAGENO-SC para o
subtipo B, 265 para o subtipo C, 7 e 9 para o HIV-1F1 e CRF31 _BC,
respectivamente (Tabela 6). Além de apresentar o maior numero de clusters, o
subtipo C também apresenta a maior mediana de distancia (21 km) entre as
cidades de residéncia dos membros compondo cada cluster, sendo este valor
estatisticamente maior que as medianas de distancia dos outros subtipos
(Figura 14). Isso pode estar relacionado ao fato do subtipo C possuir clusters
maiores que 0s outros subtipos, sendo o unico a ter clusters com mais de cinco
individuos quando consideradas apenas as sequéncias RENAGENO-SC.
Quanto maior o cluster, maior a probabilidade de pessoas de cidades diversas

serem incluidas.

Além disso, quando foi avaliada a propor¢ao de clusters categorizados
por distdncia média (0, 1-50 e >50km), € possivel observar que todos os
subtipos possuem maijoritariamente clusters formados por individuos da mesma
cidade (0 km de distancia). Entretanto, para o HIV-1C a propor¢ao de clusters
com distancias maiores de 50km (36,6%) é muito semelhante a proporgéo de
clusters intra-municipais, sendo a maior quando comparado aos outros
subtipos (Tabela 6). Interessante notar também que o subtipo F1 apresentou
quase que exclusivamente clusters intra-municipais e 100% dos clusters eram
pares. Isso reforca a hipotese que clusters pequenos tendem a agrupar-se
localmente, enquanto redes maiores podem se espalhar territorialmente por

uma regiao mais vasta.
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Tabela 6: Caracterizacao de tamanho e distancia entre membros de
clusters de transmisséo constituidos exlcusivamente por pacientes
RENAGENO-SC.

Subtipos

Clusterizacao B ¢ F1 CRF31
Total de clusters

n=44 n=265 n=7 n=9
Mediana (km) 3,0 21,0 0 17,0
Tamanho dos clusters
2 individuos 35(79,6) 200(75,5) 7(100,0) 5(55,6)
3 individuos 6(13,6) 46(17,3) 0(0,0) 2(22,2)
4 individuos 3(6,8) 14 (5,3) 0(0,00 2(22,2)
5 individuos 0(0,0) 2 (0,75) 0(0,0) 0(0,0)
6 individuos 0(0,0) 1(0,38) 0(0,0) 0(0,0)
7 individuos 0(0,0) 1(0,38) 0(0,0) 0(0,0)
10 individuos 0(0,0) 1(0,38) 0(0,0) 0(0,0)
Distancia
0 km 22(50,0) 98(37,0) 6(85,7) 2(22,2)
1-50 km 14 (31,8) 70(26,4) 1(14,3) 5(55,6)

>50 km 8(18,2) 97(36,6) 0(0,0) 2(22,2)
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Figura 15: Distribuicdo das distancias médias entre individuos compondo clusters de
transmissdo exclusivamente RENAGENO-SC.

As barras indicam as diferengas significativa entre as médias de distancia obtidas
para cada subtipo. * p=0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

O subtipo C do HIV-1 apresentou a maior mediana de distadncia entre os
membros dos agrupamentos identificados. Essa distancia mostrou-se superior a
encontrada para o HIV-1B (p=0,05) e F1 (p<0,01), sendo um indicativo de que as
redes de transmissdo atuantes nesse subtipo sdo mais extensas, abrangendo um
numero maior de individuos e, consequentemente, municipios distintos. A baixa
mediana encontrada para o HIV-1B pode ser decorrente ao menor numero de
clusters avaliados, visto que 53,2% dos agrupamentos possuiam sequéncias

externas, sendo excluidos das analises geoespaciais.
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8.5 Analise de agrupamento em individuos com idade inferior a 14 anos e

indicativo de possivel transmisséo vertical

A presenca de infecgdo por HIV-1 em individuos com idade igual ou
inferior a quatorze anos € um indicativo de possivel transmissao vertical, uma
vez que eles teriam se infectado antes do inicio da vida sexual. Durante o
periodo de coleta das sequéncias, foram amostrados 283 (0,09%) individuos
com idade menor ou igual a 14 anos. Destes, 150 (53,0%) foram do sexo
feminino e 133 (47,0%) do sexo masculino, sendo a populagdo
majoritariamente  caucasiana  (86,7%). Quando analisamos  mais
detalhadamente a idade desses individuos, observamos que 36,4% tinham
idade entre 12 e 14 anos e 14,0% idade entre 9 e 11. Também observamos
que 49 individuos (17,3%) tinham idade até 2 anos completos e a faixa etaria
de 3 a 5 e 6 a8 anos totalizaram 10,6% e 11,6% dos individuos amostrados,
respectivamente. O HIV-1C foi o mais presente nesse grupo de individuos,
sendo responsavel por 78,1% das infec¢des, seguido pelo subtipo B (14,8%).
Foi encontrada baixa prevaléncia de subtipos F1 e CRF31, totalizando 3,5% de

casos cada.

Quando o agrupamento desses individuos foi analisado (Tabela 7)
observou-se que 62,4% dos individuos do sexo feminino clusterizaram em
comparagao a 37,6% no sexo masculino (p=0,03). O agrupamento foi
associado negativamente a individuos de 12 a 14 anos e positivamente em
individuos com menos de 2 anos de idade (p=0,003). Embora o subtipo C
tenha sido encontrado em 86% dos individuos que agruparam, n&o foi
encontrada nenhuma associagcédo estatistica significativa entre subtipo e o
agrupamento em individuos com idade inferior a 14 anos (p=0,11), bem como
nao foi encontrada associagao entre clusterizagéo e etnia (p=0,86) e ano de
coleta (p=0,71) (Tabela 7).
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Tabela 7: Agrupamento diferencial de criangas com idade inferior a 14
anos e associagao com dados epidemiologicos.

<14 Agrupados <14 Nao Agrupados | P value

n=93 (32,9) n=190 (67,1)
Género
Feminino 53 (62,4) 92 (48,4) 0,03
Masculino 35 (37,6) 98 (51,6)
Etnia
Nao Caucasiano 10 (15,0) 17 (12,3) 0.86
Caucasiano 57 (85,0) 121 (87,7) '
Idade
0-2 anos 22 (23,7) 27 (14,2)
3-5 anos 14 (15,0) 16 (8,4)
6-8 anos 14 (15,0) 19 (10,0) 0,003
9-11 anos 23 (24,7) 45 (23,7)
12-14 anos 20 (21,5) 83 (43,7)
Subtipo
B 9(9,7) 33(17,4)
C 80 (86,0) 141 (74,2) 011
F1 3(3,2) 7(3,7) ’
CRF31_BC 1(1,1) 9 (4,7)
Ano de Coleta
2008-2009 27 (29,0) 63 (33,2)
2010-2011 19 (20,4) 47 (24,7)
2012-2013 20 (21,5) 34 (17,9) 0,71
2014-2015 13 (14,0) 25 (13,2)
2016-2017 14 (15,1) 21 (11,0)

Na tentativa de elucidar e identificar possiveis casos de transmissao
vertical na populagédo de infectados com menos de 14 anos, foi analisado
também as possiveis maes que clusterizaram com esses individuos. Foram
identificados 19 pares de transmissao entre criangas com menos de 14 anos e
mulheres acima de 15 anos. Destes 19 pares de transmissao, 8 pares crianca-
possivel mae (42,1%) residiam na mesma cidade e 11 (57,9%) em cidades

distintas. As mulheres que clusterizaram (Tabela 8) representam 1,5% das
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mulheres da populagdo do estudo, contudo ndo foram encontradas
associagdes estatisticas significativas que pudessem diferencia-las do restante
da populacdo feminina amostrada. Essa anadlise foi repetida também
analisando apenas os 8 pares residentes na mesma cidade, contudo também

nao foram encontradas associagdes significativas (dados ndo mostrados).
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Tabela 8: Caracteristicas epidemioldgicas associadas as possiveis
maes agrupadas com criangas com idade inferior a 14 anos.

Etnia
N3ao-Caucasiano
Caucasiano
Anos de Escolaridade
Nenhum

1-3 anos

4-7 anos

8-11 anos

12 ou mais anos
Idade

15-24 anos
25-40 anos
41-59 anos

>59 anos

Ano de Coleta
2008-2013
2014-2017
Subtipo

B

C

F1

CRF31_BC
Regido Intermediaria
Blumenau
Cacador
Chapecé
Criciima
Floriandpolis
Joinville

Lages

Possiveis maes
transmissoras

n=19 (1,5)

3(17,7)
14 (82,3)

0(0,0)
2 (13,3)
8 (53,4)
3(20,0)
2 (13,3)

0(0,0)
10 (52,6)
9 (47,4)

0(0,0)

6 (31,6)
13 (68,4)

0(0,0)
19 (100,0)
0(0,0)
0(0,0)

5 (26,4)
1(5,3)
2 (10,5)
3(15,8)
4 (21,0)
2 (10,5)
2 (10,5)

Mulheres em geral

n=1227 (98,5)

184 (16,9)
908 (83,1)

8(0,8)
123 (13,0)
449 (47,4)
299 (31,5)

69 (7,3)

138 (11,7)

537 (43,7)

507 (41,3)
45 (3,7)

540 (44,0)
687 (56,0)

212 (17,3)
898 (73,2)
64 (5,2)
53 (4,3)

432 (35,2)
18 (1,5)
69 (5,6)

161 (13,1)

305 (24,9)

178 (14,5)
64 (5,2)

P value
OR (95% IC)

0,9 (0,2-3,3) 0,93
(Ref) (Ref)
0,0(-) 0,99

1,0 (0,1 -4,5) 0,96
(Ref) (Ref)
0,7(0,1-2,6) 0,62
2,1(0,3-10,2) 0,37
0,0(-) 0,99
(Ref) (Ref)

1,2 (0,4-3,7) 0,69
0,0(-) 0,99
(Ref) (Ref)

1,6 (0,5-5,7) 0,39
0,0(-) 0,99
(Ref) (Ref)
0,0(-) 0,99
0,0(-) 0,99
(Ref) (Ref)
6,3(0,3-50,8) 0,11
3,3(0,4-18,5) 0,18
1,8(0,3-8,7) 0,44
1,2(0,2-6,5) 0,81
0,9(0,0-6,1) 0,90
3,2(0,4-18,8) 0,20
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8.6 Analise das redes de transmissao formadas exclusivamente por individuos

do sexo masculino

Em vista da importancia do grupo HSH na dindmica de transmisséo do
HIV, clusters formados exclusivamente por pacientes do sexo masculino da
RENAGENO-SC foram analisados buscando identificar fatores epidemiolégicos
associados a clusterizagao desses individuos. Dos 1.460 homens amostrados
no dataset, 183 (12,5%) clusterizaram-se exclusivamente com outros homens,
formando 84 clusters (25,8% do total de clusters). Individuos com 12 ou mais
anos de escolaridade mostraram uma chance 3,8 vezes maior de estarem em
um cluster compostos exclusivamente por homens, sendo essa escolaridade
encontrada em 19,5% dos homens clusterizados. Quando avaliado os subtipos
virais relacionados a infecgao desses individuos, embora o subtipo C tenha
sido mais prevalente tanto nos clusters de homens quanto em homens em
clusters mistos (67,8 e 65,3%, respectivamente), individuos infectados com o
HIV-1B apresentaram 4,8 vezes mais chances de clusterizarem com outros
homens (p<0,001) (Tabela 9). Nao foram encontradas significancias
estatisticas envolvendo etnia, escolaridade, ano de coleta e regido

intermediaria que pudessem distinguir o agrupamento desses individuos.

Quando analisou-se os clusters de homens separadamente para cada
subtipo é possivel observar a importdncia do subtipo B nessa via de
transmissdao. Dos 44 clusters compostos s6 por sequéncias HIV-1B
RENAGENO-SC, 52,3% sao clusters exclusivamente de homens, enquanto
que para o HIV-1C essa proporcao € de apenas 21,1% e para o CRF31 é
11,1% (dado ndo mostrado). Clusters exclusivos de homens para HIV-1F1
também possuem uma proporgéao alta (57,1%); entretanto, o pequeno numero
de clusters RENAGENO-SC para este subtipo (n=7) limita as interpreta¢des

desses resultados.
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Tabela 9: Caracteristicas epidemioldgicas associadas a individuos do

sexo masculino que clusterizaram exclusivamente com homens.

Etnia
N3ao-Caucasiano
Caucasiano
Anos de
Escolaridade
Nenhum

1-3 anos

4-7 anos

8-11 anos

12 ou mais anos
Idade

<14 anos
15-24 anos
25-40 anos
41-59 anos
>59 anos

Ano de Coleta
2008-2013
2014-2017
Regiao
Intermedidria
Blumenau
Cacador
Chapeco
Criciuma
Floriandpolis
Joinville

Lages
Subtipo

B

C

F1

CRF31_BC
Distancia Cluster
0 km

1-50 km

Homens
clusterizados com
homens
n= 183 (12,5)

19 (12,8)
129 (87,2)

4 (3,0)

10 (7,5)
47 (35,4)
46 (34,6)
26 (19,5)

9 (4,9)
15 (8,2)
91 (49,8)
63 (34,4)

5(2,7)

63 (36,6)
116 (63,4)

73 (39,9)
1(0,5)
9 (4,9)

30 (16,4)

39 (21,3)

24 (13,1)
7 (3,8)

49 (26,8)
124 (67,8)
8 (4,4)
2 (1,0)

78 (42,6)
59 (32,2)

Homens em
clusters mistos

n= 1277 (87,5)

142 (13,0)
945 (82,0)

32 (3,3)
103 (10,8)
417 (43,7)
284 (29,7)
119 (12,5)

124 (9,7)
64 (5,0)
441 (34,5)
584 (45,8)
64 (5,0)

647 (50,7)
630 (49,3)

415 (32,5)
18 (1,4)
61 (4,8)

191 (15,0)

373 (29,2)

167 (13,1)
52 (4,1)

316 (24,7)
833 (65,3)
74 (5,8)
54 (4,2)

54 (26,5)
59 (28,9)

P value
OR (95% IC)

0,5(0,2-1,2) 0,13
(Ref) (Ref)
0,8 (0,1-5,5) 0,8
1,5(0,5-5,3) 0,46

(Ref) (Ref)
1,2(0,6-2,3) 0,56

3,8(1,5-10,4) 0,007
0,6 (0,1-3,9) 0,58
1,4 (0,3-6,8) 0,64
(Ref) (Ref)
0,8(0,4-1,5) 0,44
1,1(0,2-4,6) 0,91
(Ref) (Ref)
1,4(0,8-2,6) 0,24

(Ref) (Ref)
0,0(-) 0,99
0,5(0,1-1,9) 0,34
1,0(0,4-2,1) 0,98
0,6 (0,2-1,4) 0,27
0,7(0,3-1,8) 049
1,7 (0,2-12,0) 0,59

4,8(2,1-11,3) <0,001
(Ref) (Ref)
2,7(0,3-63,6) 0,42
0,8(0,0-12,6) 0,89
1,8(0,9-3,8) 0,08
1,8(0,8-3,9) 0,12
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9. DISCUSSAO

A heterogeneidade dos datasets utilizados nesse estudo, somados a
inexisténcia de metodologia consenso para analise de clusters de transmissao,
trouxe um desafio adicional para identificar e descrever as possiveis redes
associadas a disseminagao e manutencao da epidemia de HIV-1 no estado de
Santa Catarina. Somado a isso, esse € o primeiro estudo conduzido no pais
que abrange a avaliagédo das redes de transmisséo de quatro subtipos distintos

na mesma populagao: HIV-1B, C, F1 e a forma recombinante CRF31_BC.

Um dos fatores associados a clusterizacdo e capaz de impactar o
tamanho e numero de clusters identificados € o ponto de corte de distancia
genética maxima. A maioria dos estudos ja realizados buscando identificar
redes de transmissao do HIV-1 utilizam-se de distancias genética intracluster
de 1 a 9% (Kaye et al.,, 2008; Hughes et al., 2009; Chalmet et al., 2010;
Prosperi et al., 2011; Mehta et al., 2012; Junqueira et al., 2016; Yebra et al.,
2018). Visando reduzir o viés de selecao desse parametro e evitar a selegcao de
um valor arbitrario, foi calculado um valor de ponto de corte para cada subtipo
baseado no limite superior da taxa evolutiva descrita para cada variante do
HIV-1 avaliada (B= 0,022, C=0,024, F1=0,018 e CRF31_BC=0,021),
multiplicada por 20, representando 10 anos de evolugdo em cada individuo,
visto que € o tempo médio de progressao para o quadro de aids na auséncia
de tratamento. Além disso, a escolha de uma distancia genética mais ou menos
restringente direciona a selegao de clusters, onde distancias menores limitam a
identificacdo a eventos recentes, enquanto distAncias maiores retratam redes
mais antigas (Division of HIV/AIDS Prevention & Centers for Disease Control,
2018).

A partir disso foi possivel determinar que 943 individuos (33,0%)
amostrados pela RENAGENO-SC durante 2008-2017 estavam contidos em
alguma rede de transmissdo. A populagéo clusterizada apresentou diferengas
quando a idade, onde individuos em faixa etaria entre 25 a 40 anos possuiam
maiores chances de estarem em uma rede de transmisséo. Esse achado pode

ser explicado pela elevada taxa de incidéncia de aids em individuos com idade
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entre 25 a 39 anos para ambos os sexos, variando de 13,8 casos por 100 mil

habitantes em mulheres a 50,9 em homens (Ministério da Saude, 2019).

O ano de coleta também mostrou-se importante caracteristica paro
agrupamento. Quando comparadas as sequéncias coletadas entre 2008 a
2013, amostras coletadas apos 2014 apresentaram mais chances de estarem
inseridas em um cluster. Esse resultado € explicado pela mudanga do protocolo
de tratamento para HIV/aids preconizado pelo Ministério da Saude, que a partir
de 2014 define que o tratamento deve ser iniciado imediatamente apds o
diagndstico. Com isso, espera-se que cada vez mais pacientes necessitem do
servico de genotipagem, aumentando o numero de sequéncias por ano e,
consequentemente, facilitando amostrar individuos epidemiologicamente
ligados, visto que a densidade amostral aumentara. A analise de correlagéo
também revelou um coeficiente de correlagdo quase linear (R = 0.95) entre o
numero de sequéncias amostradas por ano € o numero de sequéncias

agrupadas.

Como ja foi investigado por diferentes estudos, a densidade amostral é
um fator importante associado ao agrupamento de individuos
epidemiologicamente relacionados (Novitky et al., 2014). A baixa densidade
amostral pode ser o motivo do subtipo F1 ter apresentado a reducédo
significativa de 90%, enquanto HIV-1B e CRF31 tiveram o mesmo padréo,
contudo com redug¢des menores (40 e 50%, respectivamente), indicando que
possivelmente ha algum fator associado a essas diferencas no agrupamento,
podendo envolver a prépria rede de transmissdo em que esses subtipos
circulam. Outro fato que pode estar associado a maior taxa de clusterizacao
observada para o subtipo C é a elevada amostragem de individuos do sexo
feminino nesse dataset. O subtipo C mostrou-se nesse estudo (assim como em
trabalhos publicados previamente) mais associado a infecgdes em mulheres,
indicando que possivelmente é a forma viral circulando em maior prevaléncia
em individuos heterossexuais. Devido a grande presenca de mulheres no
dataset RENAGENO-SC, a densidade amostral das redes de transmissédo do
HIV-1C pode ser maior em comparagao a outros subtipos avaliados, permitindo

assim que os métodos empregados reconstruissem melhor estas redes. Outro
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fator que pode estar influenciando o agrupamento do subtipo C é a relevancia
epidemiologica desse subtipo na regido (Schuelter-Trevisol et al., 2007,
Loccateli et al., 2007, Brigido et al., 2007, Rodrigues et al., 2010, Graf et al.,
2011, Graf et al.,, 2015), fazendo com que a epidemia de subtipo C seja
disseminada. Apesar da variavel subtipo viral ter apresentado diferenca
estatisticamente significativa, impactando no agrupamento, quando os subtipos
foram avaliados isoladamente, ndo foram encontrados achados relevantes que

pudessem elucidar umo agrupamento diferencial.

Para todos os subtipos o tamanho de cluster mais identificado foi
envolvendo apenas 2 individuos (pares de transmissao). A incidéncia elevada
de clusters pequenos pode ser oriunda da propria amostragem das sequéncias.
E possivel que esses pares de transmissdo facam parte de uma rede maior,
entretanto, em vista de impossibilidade de amostrar todos os individuos
infectados, a reconstrugdo dos links epidemiologicos entre os pares €
prejudicada. Esse empecilho €& encontrado principalmente em estudos
envolvendo grandes epidemias (abarcando paises ou continentes), onde ha
uma baixa densidade amostral de individuos, bem como em situagdes de
amostragem de sequéncias em um longo periodo (Hué et al., 2004), como é o

caso desse estudo.

Outro fator limitante desse estudo é a populacdo diferencial onde os
dados moleculares foram obtidos. A avaliacdo de redes de transmissdo em
pacientes cronicamente infectados é bastante dificil, principalmente devido ao
tempo de divergéncia genética e evolugao intra-hospedeiro a que esses virus
estavam submetidos. O somatdrio desses fatores evolutivos inviabiliza a
reconstrugdo adequada das relagdes de transmisséo, pois a distancia genética
entre o virus sequénciado e o virus que causou primeiramente a infecgao é
muito maior, reduzindo a chance dessas sequéncias clusterizarem (Poon,
2016).

Com a finalidade de avaliar as interagdes epidemiolégicas envolvendo o
estado de Santa Catarina, foram incluidas sequéncias internacionais e de

outros estados brasileiros na analise de redes de transmissdo. Foi observado
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que o subtipo B possuia a maior frequéncia (53,2%) de clusters com
sequéncias externas a RENAGENO-SC, sendo a grande maioria com outros
estados do Brasil. Estudo conduzido por Junqueira et al. (2016) demonstrou
que o subtipo B forma redes de transmissao que frequentemente extrapolam os
limites estaduais, corroborando a ideia de que as relagdes migratérias entre
diferentes estados criam uma potencial rede de difusdo de HIV-1 pelo pais
(Junqueira et al., 2016). No estudo apresentado aqui € possivel observar que
as redes de transmissao do subtipo B tendem a agrupar sequéncias de outros
estados com mais frequéncias que os outros subtipos. Entretanto, isto pode ser
consequéncia da abundante quantidade de sequéncias externas analisadas
para este subtipo, decorréncia da predominancia do subtipo B no Brasil em

geral.

A partir dos dados obtidos foi possivel observar que os estados do
Parana e Rio Grande do Sul sdo os de maior relevancia epidemiolégica quando
interconexdes entre epidemias foram avaliadas, especialmente para os
subtipos B e C. Esses achados estdo em consenso com os previamente
descritos por Bello et al. (2012a), onde revelou-se uma dindmica complexa
envolvendo as trés capitais da regido sul: Porto Alegre, Floriandpolis e Curitiba.
Nesse cenario, Floriandpolis atua como a principal ponte ou ponto de conexao
entre a epidemia desses dois estados, exercendo a fungdo de receber e
disseminar linhagens virais para as cidades vizinhas. Além disso, a migracao
viral direta descrita entre Porto Alegre e Curitiba € muito baixa, reforcando esse
cenario. Outros trabalhos também reforcam a existéncia de interconexao entre
Santa Catarina e o Rio Grande do Sul como, por exemplo, a disseminacao de
CRF31_BC (Fritsch et al., 2018) e a dispersao de subtipo C, oriundos de Porto

Alegre, para outras cidades desse estado (Graf et al., 2015).

Foram encontradas associacdes internacionais para o HIV-1C com
destaque para Argentina e Alemanha. Esse achado é corroborado por estudo
conduzido em paises do Cone Sul (Uruguai, Argentina e Paraguai) que indicam
a circulagdo de subtipo C e formas recombinantes BC, principalmente
associados a regides de fronteira com estados da regido sul ou por possuir

parceiro sexual do Brasil (Carrion et al, 2004, Aulicino et al., 2005a e 2005b,
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Montano et al., 2005, Pando et al., 2006, Aguayo et al., 2008, Ruchansky et al.,
2009, Pando et al.,, 2011). A Alemanha também mostrou-se intimamente
relacionada com Santa Catarina. Em estudo conduzido por Meixenberger et al
(2014) foram relatadas 25 (1,9%) sequéncias de subtipo C em populagéo
recentemente soroconvertida. Embora o estudo n&o relate com precisdo a
origem dessas sequéncias (individuos alemaes ou imigrantes), 205 (15,4%)
dos individuos analisados eram de outros paises. Dessa forma, ndo podemos
descartar que as sequéncias alemas agrupadas com a RENAGENO-SC
possam ser de brasileiros imigrantes naquele pais, sendo necessario mais
estudos para melhor discriminar as possiveis interconexdes entre estas

epidemias.

Ao avaliar a distribuicdo e abrangéncia geoespacial dos clusters foi
possivel observar que a grande maioria dos mesmos era composto por
individuos morando na mesma cidade, sendo um indicativo de que as redes
intramunicipais possuem um papel importante na manutencdo da epidemia.
Além disso, observa-se que o subtipo C apresentou as maiores distancias entre
as cidades de residéncias dos membros compondo os clusters quando
comparado a outros subtipos. Isso pode ser explicado pelo tamanho maior dos
clusters de subtipo C, que acabam abrangendo individuos que moram em
cidades diferentes. A reconstrucido de clusters maiores pode ser consequéncia
de uma melhor representatividade deste subtipo no banco de dados
RENAGENO-SC, como ja discutido aqui. E ainda importante lembrar que nas
analises de distancia geoespacial foram considerados apenas clusters internos
da RENAGENO-SC, pois a informagéo da cidade de residéncia dos individuos
que geraram as sequéncias externas raramente estava disponivel. Desta
forma, mais da metade dos clusters de subtipo B ndo foram avaliados nesta
analise pois continham sequéncias externas, onde a localidade do municipio de

origem era incerta.

Além da distribuicdo geoespacial, alguns aspectos importantes para a
manutengdo e monitoramento da epidemia de HIV/aids em Santa Catarina
foram avaliados, dentre eles a possivel transmissao materno-fetal. A presenca

de infec¢ao por HIV-1 em individuos abaixo de 14 anos pode estar associado a
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falhas no diagndstico e acompanhamento pré-natal, além de indicar possivel
transmissdo vertical. No Brasil, no periodo de 2000 a junho de 2019, foram
notificadas mais de 125 mil gestantes infectadas com HIV-1, sendo 30%
desses relatos na regido Sul, onde a taxa de deteccéo € o dobro da nacional.
Em um periodo de dez anos, houve um aumento na taxa de detec¢do dessas
mulheres de 2,1 casos/ 1.000 nascidos vivos para 2,9, estando esse dado
associado, em parte, pela ampliagcédo de diagnéstico pré-natal da infecgao e
prevencdo da transmissao vertical (Ministério da Saude, 2019). Embora o
numero de gestantes infectadas tenha apresentado um pequeno aumento, a
incidéncia de HIV-1 em criangcas com idade abaixo de 5 anos vem diminuindo
no pais, passando de 3,6 em 2008 para 1,9 por mil nascidos vivos em 2018.
Apesar dos esforgcos em reduzir a transmissao vertical, reduzindo a taxa de
deteccao de 5,3 em 2007 para 2,1 em 2018, o estado de Santa Catarina ainda
apresenta taxa de detecgdo em gestastes trés vezes maior que a brasileira e a
capital Florianépolis apresenta taxa de deteccdo de aids em menores de 5

anos de 11,9 casos a cada 100 mil habitantes.

Devido ao fato da genotipagem do HIV-1 ser recomendada para todas
as gestantes infectadas, o dataset da RENAGENO é uma é6tima fonte de dados
para se estudar os fatores impactantes na transmissao vertical. Neste estudo
foram identificados 19 possiveis pares de mulheres transmissoras e criangas
com menos de 14 anos infectadas. Entretanto ndo foi possivel identificar
nenhuma caracteristica epidemiolégica marcante que pudesse distinguir as
possiveis maes transmissoras das mulheres em geral amostradas no
RENAGENO-SC. Dentre as criangas agrupadas foi possivel identificar que
criangas com idade de zero a 2 anos clusterizaram mais, enquanto criangas de
12 a 14 anos clusterizaram menos. Esse dado € um indicativo de que o tempo
de evolugao intra-hospedeiro do virus € um forte determinante na capacidade
de detectarmos redes de transmissdo, ou neste caso, de eventos de
transmissao verical. Em outras palavras, quanto mais proximo ao momento de
infeccao for feita a coleta e o sequénciamento do virus, maior é o poder das
ferramentas filogenéticas de detectar as redes de transmisséo na populagéo

estudada.
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Além disso, ainda merece uma discussao mais aprofundada o fato de
que todos 19 pares de transmissdo formados por possiveis maes e criangas
estavam infectadas com o HIV-1C. Embora ndo seja consenso na literatura,
estudo conduzido por Odaibo et al. (2006) indicou que a transmissdo materno
fetal do HIV-1 pode ser influenciada pelo subtipo viral. Além disso, Renijifo e
cols (2004) demonstrou que a transmissao intrauterina do HIV-1 ocorre mais
frequentemente quando a infeccdo € associada ao subtipo C. Estudo
conduzido por Tornatore et al (2010), buscando elucidar e determinar o
momento de transmissdo vertical (intrautero, intraparto e pds-parto) em
gravidas soropositivas da cidade de Rio Grande (RS), indicou uma taxa de
transmissao vertical de aproximadamente 5% (7 casos de 144), sendo 4 casos
associados ao subtipo C (3 intrattero e 1 intraparto). E claro que n&o se pode
descartar que a elevada observacdo de subtipo C em casos de transmissao
vertical seja apenas decorrente da elevada frequéncia deste subtipo entre
heterossexuais no sul do Brasil, sendo mais estudos necessarios para elucidar
tais hipoteses. Por fim, esses dados indicam a necessidade de ampliar o
acompanhamento dessas gestantes e garantir acesso e adesao ao tratamento
antiretroviral visando reduzir as chances de infec¢do intrautero e no momento

do parto.

Em vista da associacdo encontrada entre homens e infeccéo
ocasionada por HIV-1B no sul do Brasil, outro dado explorado foi o
agrupamento de possiveis individuos HSH. A porcentagem de casos em HSH
subiu significativamente ao longo dos anos no Brasil, passando de 19,9 em
2007 para 31,7 em 2019 (Ministério da Saude, 2019). Embora a epidemia
nacional seja majoritariamente causada por contato heterossexual, 0 aumento
de casos envolvendo a populagdao HSH é indicativo de vulnerabilidade e o
estudo das redes de transmissdao dessa populagdo podem ajudar a elucidar

fatores de risco para a infecgao.

O presente estudo identificou 84 clusters compostos exclusivamente de
homens, agrupando um total de 183 individuos. A associag&o entre subtipo B e
homens manteve-se na analise diferencial de clusterizagcdo, onde homens

infectados pelo HIV-1B apresentaram 4,8 vezes mais chances de estarem
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contidos em um possivel cluster HSH em comparagéao a individuos infectados
pelo subtipo C. Embora o estudo indique forte associacdo entre subtipo B e
uma possivel populagdo HSH, o HIV-1C foi mais prevalente, estando presente
em 67,8% dos individuos em possiveis clusters HSH. Esse achado pode estar
relacionado a passagem de subtipo C da populagao heterossexual para a HSH,
circulando, atualmente, em elevada prevaléncia em ambas as populacdes.
Essa hipotese foi investigada por Graf et al. (2016), onde analises em
filodindmica demostraram uma elevada taxa de transicdo de HIV-1C da
categoria heterossexual para HSH a partir da década de 1990. Neste estudo
também se observa em Santa Catarina uma prevaléncia de 65,8% de HIV-1C
entre HSHs, apesar do HIV-1B estar ainda estatisticamente associado a este
grupo. Além disso também foi observado a expansao do HIV-1C entre HSH na
cidade de Sao Paulo (Brigido et al., 2011).

Os dados aqui apresentados favorecem a hipotese que a separacao
parcial das redes de transmissdo € o que molda a segregacgéo diferencial de
subtipos do HIV-1 em grupos populacionais, enquanto diferengas bioldgicas
das cepas virais que poderiam favorecer certas vias de transmissao devem ter
um impacto menor. Em Santa Catarina, a expansao do HIV-1C parece ocorrer
de forma generalizada, em todos os grupos populacionais, enquanto que o
HIV-1B parece manter-se forte em redes de transmissdo mais restritas e que
ainda necessitam serem melhor estudadas. A associacédo entre elevado grau
de escolaridade (12 anos ou mais) e possiveis clusters de individuos HSH pode
sugerir uma seletividade maior dessas redes. Entretanto, o elevado nivel
educacional dessa populagdo pode também significar uma consciéncia maior
dos riscos de exposicdo e levar esses individuos a procurarem mais
rapidamente servicos de saude e testagem, assim como de genotipagem.
Como observado também no agrupamento de criangas de até dois anos, um
pequeno tempo entre infeccdo e amostragem maximiza a capacidade de

identificagéo de redes de transmissao.

Em vista dos resultados apresentados aqui, € possivel concluir que a
utilizagdo de sequéncias provenientes do banco de dados da RENAGENO -SC

permite identificar e caracterizar redes de transmisséo responsaveis por manter
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e disseminar a epidemia de HIV-1 pelo estado e outras localidades. Contudo,
fica evidente a importadncia de dados mais detalhados dos pacientes e
densidades amostrais mais altas (como as obtidas na RENAGENO-SC a partir
de 2014), que possibilitariam detectar e descrever melhor as redes de

transmissao.



107

10.SUMARIO DE RESULTADOS

>

>

O HIV-1C apresentou crescimento significativo em prevaléncia ao
longo de dez anos de amostragem.

A infeccado por HIV-1B foi associada a homens, idade entre 25 e
40 anos e elevada escolaridade (12 anos ou mais), enquanto o
HIV-1C mostrou-se relacionado a mulheres, individuos jovens
(idade inferior a 24 anos) e baixa escolaridade (4 a 7 anos).

As redes de transmissdo identificadas neste dataset estavam
associadas a individuos entre 25 e 40 anos, infectados com
subtipo C e coletados a partir de 2014.

HIV-1C apresentou a maior taxa de clusterizagdo, que pode ser
devido a alta densidade amostral de mulheres no dataset
estudado.

Metade das redes de transmissdo do HIV-1B apresentam
sequéncias externas a Santa Catarina, sugerindo uma
abrangéncia nacional destas redes.

Redes de transmissdo intra-estadual sdo formadas
majoritariamente por individuos morando na mesma cidade.

O HIV-1C formou redes maiores e que se estendiam por uma
extensdo territorial maior dentro do estado de Santa Catarina
quando comparado a outros subtipos.

O HIV-1C mostrou-se predominante em possiveis casos de
transmissao vertical identificados.

Criangas de até dois anos tenderam a clusterizar, mostrando o
potencial da abordagem metodolégica usada neste estudo para
identificar transmissdes verticais.

Redes de transmissdo compostas exclusivamente por homens
eram associadas a infeccao por HIV-1B e alta escolaridade.
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11.CONCLUSAO

O presente estudo analisou 10 anos de amostragem do banco de dados
da RENAGENO no estado de Santa Catarina. Este trabalho, € o primeiro a
explorar a utilidade deste banco publico, porém de acesso restrito, na
investigacado da epidemiologia molecular e da dindmica de transmissao do HIV-
1. Fica aqui demonstrada que, mesmo em sequéncias coletadas de individuos
em infecgcdo crénica, a utilizagcdo da abordagem filogenética aliada a aplicagao
de ferramentas de identificagcdo de clusters, pode auxiliar na identificagcdo de
redes de transmisséo viral e revelar caracteristicas sobre a circulagédo do HIV-1
em diferentes subpopulacdes. Entretanto, ressaltamos que o acesso a dados
mais detalhados dos pacientes e a densidades amostrais mais altas (que
podem surgir a partir das mudancgas nos protocolos de tratamento e notificagcao
da doenga) sdo essenciais para a geragao de resultados mais informativos a
saude publica e que finalmente podem ser aplicados ao combate da epidemia
do HIV-1.
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12.PERSPECTIVAS

» Proceder a analise de dindmica de transmissdo para o unico
agrupamento com dez individuos amostrados, procurando
descrever sua taxa de crescimento temporal, além de caracterizar
a dispersao dessa rede.

» Avaliar se fatores epidemiolégicos dos individuos dentro do
agrupamento estao associados a dispersao espacial do mesmo.

» Avaliar se a distancia genética média dos agrupamentos esta
associada a composicao dos agrupamentos, sua dispersao
espacial ou subtipo viral.
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APENDICES

Suplementar 1

Tabela 10: Comparacéo de tamanho de clados obtidos com Cluster Picker, a partir de arvore com e sem TBE.

Comparag¢ao Tamanho dos Clados

Com TBE
Distancia Clados Tamanho (n? de clados = n? de individuos)
2.5 194 17352 193 254
CP_C 4.5 407 30252 81->3 15>4 555 256 1->7 110
6.0 503 288->2 118>3 454 305 1006 757 258 159 1510 1->11
2.5 55 4452 10->3 154
CP_B 4.5 93 69->2 1553 74 1-55 1-6
6.0 129 8552 21->3 1554 655 1-6 110
2.5 15 15->2
CP_F1 4.5 28 2452 353 155
6.0 35 2532 73 124 155 1-56
2.5 12 9->2 1->3 154 1-55
CP_CRF31 4.5 27 18->2 5->3 354 1-55
6.0 26 1452 5->3 254 255 257 1-8
Sem TBE
Distancia Clados Tamanho (n2 de clados - n2 de individuos)
2.5 195 174->2 1953 254
CP_C 4.5 441 32552 90->3 1754 5-5 26 1->7 1-10
6.0 576 3122 148->3 5554 3455 14-6 6->7 2->8 129 310 1->11
2.5 56 4452 11->3 154

CP_B
- 4.5 99 75>2 1553 754 155 156



6.0

2.5

CP_F1 4.5
6.0

2.5

CP_CRF31 4.5
6.0

141
15
28
37
12
35
30

91->2
1552
2452
27->2
9->2

2252
8->2

253

3->3
723
153
723
8>3

1754

155
1->4
154
4->4
454

6->5

155
155
155
3->5

156

156

156
3-56

1510

357

158
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Tabela 11: Comparagao do tamanho dos clusters obtidos para os subtipos B, C, F1 e CRF31_BC a partir de
arvores com e sem TBE.

Identificacdo de clusters de transmissao
com Cluster Picker

CP_C

CP_B

CP_F1

Distancia

2.5
4.5
6.0
2.5
4.5
6.0
2.5
4.5
6.0

Sem
TBE

195
441
576
56
99
141
15
28
37

Com
TBE

194
407
503
55
93
129
15
28
35
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2.5 12 12
CP_CRF31 4.5 35 27
6.0 30 26
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