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Objetivos da VGDN

* Programa de Virologia Basica e que visa levantar dados sobre a diversidade genética
viral de agentes relevantes por sequenciamento.

* Maximizar o valor agregado_da informacgao genética viral via amostragem racional e
desenho experimental baseados em informacao clinica e epidemioldgica.

» Gerar massa critica, capacidade instalada e exceléncia em virologia fundamental e
epidemiologia molecular.

* Incentivar o surgimento de mais grupos dedicados "a virologia molecular, pesquisa de
doencas emergentes e vigilancia.

* Providenciar informacao inequivoca e significante sobre carateristicas genéticas virais
importantes como resisténcia a drogas, distribuicdo de subtipos virais, recombinantes, etc.

* Em colaboragdo com a SES, nés da rede poderdo de forma eficiente acompanhar
variantes virais durante um surto epidémico e auxiliar a prever surtos.

* Desenvolver e instalar um sistema de bioinformatica de alta performance para
armazenamento e analise de dados para uso de todas instituigbes interessadas.



Metas da VGDN na Fase 2: Tarefas Coordenadas

Quatro tarefas coordenadas que incluirdo os seguintes agentes:
* Virus da Imuno Deficéncia Humana (HIV-1).
e Virus da Hepatite C (VHC).
* Virus Respiratério Sincicial Humano (VRSH).
* Hantavirus.

- A escolha e ordem considerou ambas as prioridades da
Secretaria de Estado da Saude e a necessidade de implementar

técnicas fundamentais e avancadas de virologia.

- As quatro tarefas coordenadas durariam 4.0 anos a partir da
conclusao do piloto (2001).



Categorias de Grupos Participantes

* N6s operando a nivel 1. Laboratérios de PCR e sequenciamento
qgue nao iréo cultivar virus (14 nés).

* Nés operando a nivel 2. Laboratérios de nivel de bioseguranca 2
(P2) que irdo trabalhar com isolamento viral, cultivo, caracterizagéo e
preparar amostras para sequenciamento (6 nés).

* Nés operando a nivel 3. Laboratérios de nivel de bioseguranca 3
(P3) que irao trabalhar com amostras de tecidos de roedores
silvestres colhidas durante a tarefa coordenada de hantavirus (4 nés).
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Fluxograma da VGDN
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Tarefa coordenada do HIV-1

Objetivos:

* determinar a prevaléncia e a distribuicéo de subtipos do HIV-1
em diferentes localidades do Estado de Sao Paulo, e a
prevaléncia de mutagées que conferem resisténcia a drogas
anti-retrovirais .

* analisar dados socio-demograficos, epidemiolégicos e
laboratoriais associados aos subtipos do HIV-1.

* Analisar as mutagdes encontradas, relacionando-as com 0s
medicamentos anti-retrovirais recebidos e o subtipo do virus.



Metodologia

 Estudo multicéntrico, em 8 municipios do estado de Sao Paulo (Séo Paulo, Ribeirdo Preto,
S.J.Rio Preto, Sdo Vicente, Botucatu, Presidente Prudente, Sorocaba e Aragatuba).

*Total de pacientes: 1200 (150 por municipio)

*Incluséo de pacientes: de acordo com o agendamento prévio para coleta de CD4 e carga viral, e
sequencialmente no periodo (ou, caso haja excesso de pacientes, sorteio prévio dos pacientes
agendados para o dia).

*Material coletado: 10ml de sangue (por ocasiéo da coleta de sangue para exame de carga viral e
CD4) e apds consentimento informado

*Informacdes: coleta de dados em entrevista e de prontuario

*Realizado pré-teste de questionarios e da coleta de amostras, com 7 pacientes do CRT-
DST/Aids, em abril/2001

*Realizado estudo-piloto para : Verificar efetividade planejada de operacionalizacéo de coleta de
dados, de material bioldgico, de envio de amostras e de emissao e envio de laudo do resultado
do exame e testar protocolo laboratorial



Cronograma

12 FASE: Piloto
-De margo a maio/2001 foram incluidos_ 170 pacientes do CRT-DST/AIDS e 149 pacientes de Ribeirdo Preto (2 SAE e
HC)

-Treinamento local de profissionais: incluséo de pacientes, coleta de material, preenchimento de questionarios de
entrevista e de prontuario (identificagéo do conjunto)

-inicio em 05/03/2001 e término de inclusdo de pacientes em 15/05/2001.

-amostras coletadas: sangue centrifugado e aliquotado no laboratorio local (CRT e lab municipal Ribeirdo), e aliquotas
enviadas para labs coordenadores: semanalmente no CRT e, em Ribeirdo Preto, no final da inclusao de pacientes, (via
terrestre).

-Questionarios supervisionados localmente e enviados para CRT, para digitagdo em banco de dados especifico (Delphi)
-Em 21 de setembro de 2001, entregue relatério para FAPESP, com analise dos dados e das sequencias realizadas.
-Dezembro/2001: aprovagéo do Piloto.

-Total de amostras: 320, Total de pacientes: 319 (1 paciente entrou por 2 locais, e foi excluida 1 amostra dessa paciente,
da analise). Das 319 analisadas:

-Em 65 nao foi possivel a amplificacéo
-Em 254 foi realizado genotipagem e sequenciamento

2% FASE
Apb6s mais de 02 anos de interrupgao, foi retomada a incluséo de pacientes no estudo. De margo a setembro2003, foram
incluidos mais 340 pacientes:

-40 - CRT

-150 — Aragatuba

-150 — Sao Vicente
32 FASE:
- Em agosto/2004 o estudo prosseguiu com a inclusdo dos 04 municipios restantes (150 pacientes/ municipio):
Sorocaba, Botucatu, Presidente Prudente e Sao José do Rio Preto

*TOTAL DE PACIENTES INCLUIDOS até 24/09/2004: 1123
(SJRP e Presidente Prudente com metade da amostra prevista).
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Kozal amplicon (1192 bp)
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HIV-1: Origem e subtipos
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HIV - recombinacéo
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Tarefa coordenada do HIV-1: resultados preliminares (1)

Distribuigcdo dos casos com genotipagem e sequenciamento, de acordo
com subtipo do HIV. Estado de Sao Paulo, 2001-2003:

Subtipo™® Freq Percent
B 382 83,4%
C 7 1,5%
F 12 2,6%
rec BA 1 0,2%
rec_BD 14 3,1%
rec_BF 42 9,2%
Total 458 100.0%

*regiao RT e PR



Diversidade
Genética do HIV-1

(g=2Nem)

Tabela. Diversidade genética de subtipos do HIV-1 da VGDN. As amostras de PR/RT e
gag foram comparadas a sequéncias da América do Sul de Sdo Paulo (Fleury) e da
Argentina FUNDAI.

PR/RT

Teta (6 = 2Neu) Tagima D Taxa
Todas sequencias 0.0726 + 0.0043 -2.649 807
ArgBrCRF BF 0.0590 + 0.0041 -2.165 128
BrCRF BF 0.0588 + 0.0040 -1.606 63
ArgCRF BF 0.0590 + 0.0043 -2.137 65
Subtipo F 0.0673 + 0.0046 -1.514 30
Subtipo C 0.0418 + 0.0041 -1.112 9
Todas subtype B 0.0610 £ 0.0034 -2.654 622
Argentina B 0.0692 + 0.0042 -2.282 83
Fleury B 0.0517 + 0.0034 -2.699 196
RP B 0.0582 + 0.0037 -1.543 75
AR B 0.0564 + 0.0035 -1.737 100
SP B 0.0664 + 0.0038 -1.578 88
SVB 0.0678 + 0.0043 -1.737 80
BD 0.0827 + 0.0054 -1.184 16
gag

Teta (6 = 2Neu) Tagima D Taxa
AllSequences 0.1327 + 0.0092 -7.401 209
BD 0.0871 + 0.0102 -5.019 7
CRF 0.1123 £ 0.0101 -7.885 16
Subtype F 0.1345 + 0.0225 - 2
Subtipo C 0.1141 £ 0.0141 -3.528 4
Todas subtipo B 0.1231 + 0.009 -8.953 179
AR B 0.1129 + 0.0083 -1.097 73
SVB 0.1274 £ 0.0090 -9.772 68
Presidio B 0.1242 + 0.0096 -9.172 38




Distribuicdo dos subtipos, de acordo com municipio.
Estado de Séo Paulo, 2001-2003.

municipios

100+
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A) Clade para o gene gag do CRF_01 (circulante na Asia) incluindo
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(CRF_Br) aonde a maior concentragio de recombinagdes com D (*) e A (1) estdo
ocorrendo.



A)

Clusters Epidemiolégicos
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Figura. Malhas de transmissao observadas na filogenia global. A) Cluster unindo pelo
menos10 pacientes em Sao Vicente. Dado o padrao de adjacéncia a amostra
231RPpol pode indicar um evento de migagéo para Ribeirao Preto. B) Custer unindo
pelo menos 9 pacientes em Aracatuba. Linhagens mais antigas (Fleury) ligam estes
cluster a uma possivel malha de transmissao mais antiga em Sao Paulo que inclue

BR125 e BR044 colhidos 4 anos antes.



Clusters epidemiolégicos, ou contaminagéo?

A)
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Figura. Clade em A) contendo uma politomia de ampla distribuicdo geogréafica,
indicativa de transmissdo muito recente ou contaminacao de amostras durante o
processamento laboratorial, o que é sugerido em B) onde pode ser observada uma
maior diversidade entre diferentes provirus de um mesmo paciente (063SP) que entre
os isolados politomicos.



Distribuicéo dos subtipos, de acordo com
género. Estado de Séo Paulo, 2002.
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Indugédo de Sincicio (Fendtipos NSI & Sl)
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Fendtipos NSI & Sl: Doenca e Subtipo de HIV-1

Fenétipo viral
Si NSI c2=6.316, p<0.025
Aids 49 30 Fisher, p=0.0067
Assintomaticos 16 26

Fenétipo viral

sl NSI €2=101.026, p<0.001

Subtipo B 161 357 Fisher,p=0

Subtipo F 70 7
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CRF - B/F ‘ = Subtype B
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Interiorizacéo
Distribuicéo espacial de municipios com ao menos um
caso de aids. Brasil, 1980 - 2002.

1995-2002



%

Heterossexualizacéo
Percentual de casos de aids em heterossexuais,
segundo ano de diagndstico. Brasil, 1983 - 2001
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Fonte: PN DST e AIDS - SVS - MS.




Estabilizacéo das taxas de
incidéncia e mortalidade

Taxas de incidéncia e mortalidade por aids
(por 100. 000 hab.). Brasil, 1980 - 2001.
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Incidéncia estimada de 1999 a 2001
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Small sample
of sequences

Present day sample

of sequences e —

The Coalescent
(genetic drift
running backwards)

~— Coalescent event

v it
Time back to MRCA @
~2 N generations

(haploids) Most Recent Common Ancestor

(MRCA)



Demographic Histories are
Recorded in the Shapes of Gene

. Genealogies
v
Big NV Il
Exponential Constant size
growth

e The coalescent can be used to convert coalescent times into
knowledge about population size and its change though time.



Filodinamica do HIV-1 em S&o Paulo em 1998/99 (BMS)
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LnLikelihood

Effective Population Size

Filodinamica do HIV-1 em S&o Paulo em 2001/2 (VGDN - Piloto)
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Transmisséo Heterossexual do Subtipo B
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Transmisséo Heterossexual do Subtipo F
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Transmissao Heterossexual de CRF Br
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Clusters ¢/ Transmisséo Heterossexual do Subtipo B
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Classificacédo do perfil de sensibilidade as drogas
antiretrovirais, de acordo com resultado da genotipagem
(mutacdes encontradas):

1) Sensivel: - sensivel
- possivelmente sensivel

2) Resistente™: - baixo grau de resisténcia
- grau intermediario de resisténcia
- alto grau de resisténcia



Distribuicédo dos casos com resisténcia aos ARV, de
acordo com classe de drogas:

TIPO RESIST. Freq. %
TR 109 62,6
P 12 6,9
P+ITRN 34 19,5
P+ITRNN+ITRN 19 10,9

TOTAL 174 100,0



Perfil de Sensibilidade as drogas anti-retrovirais, de
acordo com subtipo do HIV-1. Estado de sé&o Paulo,

2001-2003

100-

80 -

60 -
%
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20
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B F C BF BD BA
OResistente| 37.2 | 41.7 143 | 333 | 714 0
mSensivel | 62.8 | 583 857 | 667 | 28.6 100

subtipos

0 Resistente m Sensivel

N=458

B=382
F=12
C=7
BF=42
BD=14
BA=1



Distribuicéo dos casos com resultado de
genotipagem, de acordo com uso de ARV:

PERFIL DE SENSIBILIDADE

Uso de ARV Resist. * Sensivel TOTAL
nio usa e nunca usou 4 45 49
8.2% 91.8% 10.7%
2.3% 15.7%
n&o usa mas ja usou 4 30 4
11.8% 88.2% 7.4%
2.3% 10.5%
usa e é seu 1° esquema 28 L 9
28.3% 71.7% 21.5%
16.1% 24.8%
usa e ja usou outros ant. 138 139 277
49.8% 50.2% 60.2%
79.3% 48.6%
sem informagéo 0 1 1
0.0% 100.0% 0.2%
total 174 286 460
37.8% 62.2%

* Resisténcia a uma ou mais drogas.



Perfil de sensibilidade as drogas anti-
retrovirais, de acordo com uso de ARV:

100 -
N=459
80 -
60 -
%
40 -
20- O Resistente
m Sensivel
0-
1 2 3 4
O Resistente| 8.2 11.8 28.3 49.8
Bl Sensivel 91.8 88.2 71.7 50.2
status ARV

1=nao usa e nunca usou

2= nao usa porém ja usou

3=usa e e primeiro esquema
4= usa e ja usou outros esquemas
anteriormente



Perfil de sensibilidade as drogas anti-retrovirais, de
acordo com uso de droga injetavel

N=457

100-
80-
60+
4047
2047

0-

%

0O nao usa
m UDI

resistente sensivel

O nao usa 85 92.6
m UDI 15 7.4

status ARV




Perfil de sensibilidade as drogas anti-retrovirais, de
acordo com uso de droga injetavel

USO DE DROGA INJETAVEL

PERFIL | SIM NAO | Total
___________ o gl_____
RESISTENTE | 26 147 | 173
> 15.0% 85.0% > 37.9%

| 55.3% 35.9% |
SENSIVEL | 21 263 | 284
> 7.4% 92.6% > 62.1%

| 44 .7% 64.1% |
___________ g __
Total | 410 | 457

| |



Hepatitis C Virus

a Model structure of HCV
MopDEL OF THE HUMAN HEPATITIS C VIRUS Eivelope ghcopomn 1 —————

Envelope glycoprotein 2
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Envelope lipid
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Capsid Protein ‘
: C
*+** Nucleic Acid
Capsid proteins
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MR- - -« - --Envelope Glycoprotein b Proteins encoded by the HCV genome
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Structural proteins Nonstructural proteins
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® Physicians' Research Network, Inc. All rights reserved.
Published in The PRN Notebook, Velume 6, Number 1, March 2001 and The PRN Notebeok Online at www.prn.org Mew‘“m” IEN- f&SBl HNA
Three-dimensional model of HCV created by Louis E Henderson, Ph.D., Frederick Cancer Research Center. Euvelope s ease o na"ce erase
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Effective Population Size

Effective Population Size
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Human Respiratory Syncytial Virus (RSV)

Epidemiology in Sdo Paulo

N° of Deaths
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— Total Deaths

—— Deaths by respiratory dis

I \ I
1979

[ [ I \
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I \ I \ I I \ I \ I I
1985 1989 1989 1994

N
1993

Monthly total of deaths in geral, and deaths by repiratory disease in the

State of Sao Paulo, Brazil from 1979 to 1993 (Stewien et al.,

1999).
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Human Respiratory Syncytial Virus (RSV) age

effect in Sdo Paulo

N° of Deaths
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Glycoprotein G

A) B)
™ Extracelular Domain
NHZmme] | e e 00O
164-1
1 38 66 83176 298*
E i Conserved
Conserved - —
Variable G1 Variable G2
69-164 207-298*

A) Glycoprotein G squeme
¥ Cisteine residues : C!73, C176 (182 (186

* RSV B strains may present here 252 or 319 residues
TM - transmembrane region,164-176 - highly conserved
B) 3D rendition of G glycoprotein
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RSV - Phylodynamics
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A model for the "Immune-Dynamics” of HRSV
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