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Objetivos Objetivos da VGDNda VGDN

••  Programa Programa dede  Virologia BásicaVirologia Básica  ee  que que visavisa  levantar levantar dadosdados  sobre sobre aa  diversidade genéticadiversidade genética
viralviral de de  agentes relevantes por sequenciamentoagentes relevantes por sequenciamento..

••  Maximizar Maximizar o o valorvalor  agregadoagregado  dada  informação genética informação genética viral viaviral via  amostragem racional amostragem racional ee
desenho desenho experimentalexperimental  baseados em informação clínica baseados em informação clínica ee  epidemiológicaepidemiológica..

••  Gerar massa críticaGerar massa crítica,,  capacidade instalada capacidade instalada ee  excelência em virologia excelência em virologia fundamental efundamental e
epidemiologia epidemiologia molecular.molecular.

••  Incentivar Incentivar oo  surgimento surgimento dede  mais grupos dedicados mais grupos dedicados `a`a  virologia virologia molecular,molecular,  pesquisa pesquisa dede
doenças emergentes doenças emergentes ee  vigilânciavigilância..

••    Providenciar informação inequívoca Providenciar informação inequívoca ee  significante sobre caraterísticas genéticas viraissignificante sobre caraterísticas genéticas virais
importantes importantes comocomo resistência resistência a a drogas drogas,, distribuição distribuição de de subtipos virais subtipos virais, , recombinantesrecombinantes, etc., etc.

•• Em colaboração Em colaboração com a SES, com a SES, nós nós da da rede poderão rede poderão de forma de forma eficiente acompanhar eficiente acompanhar
variantes virais durantevariantes virais durante um um  surto epidêmicosurto epidêmico e e auxiliar auxiliar a a prever surtos prever surtos..

•• Desenvolver Desenvolver e e instalar instalar um um sistema sistema de de  bioinformáticabioinformática  de alta performance parade alta performance para
armazenamentoarmazenamento e e análise análise de dados para de dados para uso uso de de todas instituições interessadas todas instituições interessadas..



Metas Metas da VGDN na da VGDN na Fase Fase 2:2: Tarefas Coordenadas Tarefas Coordenadas

Quatro tarefas coordenadas que incluirão Quatro tarefas coordenadas que incluirão osos seguintes agentes seguintes agentes::

••  Vírus daVírus da Imuno Deficência  Imuno Deficência Humana (HIV-1).Humana (HIV-1).

•• Vírus da Vírus da Hepatite  Hepatite C (VHC).C (VHC).

•• Vírus Vírus Respiratório Sincicial Humano  Respiratório Sincicial Humano (VRSH).(VRSH).

•• Hantavirus. Hantavirus.

 - A - A escolha  escolha ee ordem considerou ambas  ordem considerou ambas asas prioridades  prioridades dada
Secretaria Secretaria dede Estado  Estado dada Saúde  Saúde e ae a necessidade  necessidade dede implementar implementar
técnicas fundamentais técnicas fundamentais ee avançadas  avançadas dede virologia virologia..

- As- As quatro tarefas coordenadas durariam  quatro tarefas coordenadas durariam 4.0 4.0 anos anos aa partir  partir dada
conclusão conclusão do do piloto piloto (2001).(2001).



Categorias Categorias dede Grupos Participantes Grupos Participantes

••  Nós operando Nós operando aa nível   nível  1.1.    Laboratórios Laboratórios de PCR ede PCR e sequenciamento sequenciamento
que não irão que não irão cultivar vírus (14 cultivar vírus (14 nósnós).).

••  Nós operando Nós operando aa nível   nível  2.2.  Laboratórios Laboratórios dede nível  nível dede  biosegurança biosegurança 22
(P2)(P2)  que irão trabalhar que irão trabalhar comcom isolamento  isolamento viral,viral, cultivo cultivo,, caracterização  caracterização ee
preparar amostras preparar amostras parapara sequenciamento  sequenciamento (6 (6 nósnós).).

••  Nós operando Nós operando aa nível   nível  3.3.  Laboratórios Laboratórios dede nível  nível dede  biosegurança biosegurança 33
(P3)(P3)  que irão trabalhar que irão trabalhar comcom amostras  amostras dede tecidos  tecidos dede roedores roedores
silvestres colhidas durante silvestres colhidas durante aa tarefa coordenada  tarefa coordenada de hantavirus (4 de hantavirus (4 nósnós).).



Organograma Funcional Organograma Funcional da VGDNda VGDN
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Tarefa coordenada do HIV-1Tarefa coordenada do HIV-1

Objetivos:Objetivos:

••  determinar a prevalência e a distribuição de subtipos do HIV-1 determinar a prevalência e a distribuição de subtipos do HIV-1
em diferentes localidades do Estado de São Paulo, e aem diferentes localidades do Estado de São Paulo, e a
prevalência de mutações que conferem resistência a drogasprevalência de mutações que conferem resistência a drogas
anti-retrovirais .anti-retrovirais .

•• analisar dados sócio-demográficos, epidemiológicos eanalisar dados sócio-demográficos, epidemiológicos e
laboratoriais associados aos subtipos do HIV-1.laboratoriais associados aos subtipos do HIV-1.

•• Analisar as mutações encontradas, relacionando-as com osAnalisar as mutações encontradas, relacionando-as com os
medicamentos anti-retrovirais recebidos e o subtipo do vírus.medicamentos anti-retrovirais recebidos e o subtipo do vírus.



MetodologiaMetodologia

•• Estudo multicêntrico, em 8 municípios do estado de São Paulo (São Paulo, Ribeirão Preto, Estudo multicêntrico, em 8 municípios do estado de São Paulo (São Paulo, Ribeirão Preto,
S.J.Rio Preto, São Vicente, Botucatu, Presidente Prudente, Sorocaba e Araçatuba).S.J.Rio Preto, São Vicente, Botucatu, Presidente Prudente, Sorocaba e Araçatuba).

••Total de pacientes: 1200 (150 por município)Total de pacientes: 1200 (150 por município)

••Inclusão de pacientes: de acordo com o agendamento prévio para coleta de CD4 e carga viral, eInclusão de pacientes: de acordo com o agendamento prévio para coleta de CD4 e carga viral, e
sequencialmente no período (ou, caso haja excesso de pacientes, sorteio prévio dos pacientessequencialmente no período (ou, caso haja excesso de pacientes, sorteio prévio dos pacientes
agendados para o dia).agendados para o dia).

••Material coletado: 10ml de sangue (por ocasião da coleta de sangue para exame de carga viral eMaterial coletado: 10ml de sangue (por ocasião da coleta de sangue para exame de carga viral e
CD4) e após consentimento informadoCD4) e após consentimento informado

••Informações: coleta de dados em entrevista e de prontuárioInformações: coleta de dados em entrevista e de prontuário

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

••Realizado estudo-piloto para : Verificar efetividade planejada de operacionalização de coleta deRealizado estudo-piloto para : Verificar efetividade planejada de operacionalização de coleta de
dados, de material biológico, de envio de amostras e de emissão e envio de laudo do resultadodados, de material biológico, de envio de amostras e de emissão e envio de laudo do resultado
do exame e testar protocolo laboratorialdo exame e testar protocolo laboratorial



1ª FASE: Piloto1ª FASE: Piloto
--De março a maio/2001 foram incluídosDe março a maio/2001 foram incluídos    170 pacientes do CRT-DST/AIDS  e 149 pacientes de Ribeirão Preto (2 SAE e 170 pacientes do CRT-DST/AIDS  e 149 pacientes de Ribeirão Preto (2 SAE e
HC)HC)
--Treinamento local de profissionais: inclusão de pacientes, coleta de material, preenchimento de questionários deTreinamento local de profissionais: inclusão de pacientes, coleta de material, preenchimento de questionários de
entrevista e de prontuário (identificação do conjunto)entrevista e de prontuário (identificação do conjunto)
--início em 05/03/2001 e término de inclusão de pacientes em 15/05/2001.início em 05/03/2001 e término de inclusão de pacientes em 15/05/2001.
--amostras coletadas: sangue centrifugado e aliquotado no laboratorio local (CRT e lab municipal Ribeirão), e aliquotasamostras coletadas: sangue centrifugado e aliquotado no laboratorio local (CRT e lab municipal Ribeirão), e aliquotas
enviadas para labs coordenadores: semanalmente no CRT e, em Ribeirão Preto, no final da inclusao de pacientes, (viaenviadas para labs coordenadores: semanalmente no CRT e, em Ribeirão Preto, no final da inclusao de pacientes, (via
terrestre).terrestre).
--Questionários supervisionados localmente e enviados para CRT, para digitação em banco de dados específico (Delphi)Questionários supervisionados localmente e enviados para CRT, para digitação em banco de dados específico (Delphi)
--Em 21 de setembro de 2001, entregue  relatório para FAPESP, com análise dos dados e das sequencias realizadas.Em 21 de setembro de 2001, entregue  relatório para FAPESP, com análise dos dados e das sequencias realizadas.
--Dezembro/2001: aprovação do Piloto.Dezembro/2001: aprovação do Piloto.
--Total de amostras: 320, Total de pacientes: 319 (1 paciente entrou por 2 locais, e foi excluída 1 amostra dessa paciente,Total de amostras: 320, Total de pacientes: 319 (1 paciente entrou por 2 locais, e foi excluída 1 amostra dessa paciente,
da análise). Das 319 analisadas:da análise). Das 319 analisadas:

--Em 65 não foi possível a amplificaçãoEm 65 não foi possível a amplificação
--Em 254 foi realizado genotipagem e sequenciamentoEm 254 foi realizado genotipagem e sequenciamento

2ª FASE2ª FASE
Após mais de 02 anos de interrupção, foi retomada a inclusão de pacientes no estudo. De março a setembro2003, foramApós mais de 02 anos de interrupção, foi retomada a inclusão de pacientes no estudo. De março a setembro2003, foram
incluídos mais 340 pacientes:incluídos mais 340 pacientes:

--40 40 –– CRT CRT
--150 150 –– Araçatuba Araçatuba
--150 150 –– São Vicente São Vicente

3ª FASE:3ª FASE:
- Em agosto/2004 o estudo prosseguiu com a inclusão dos 04 municípios restantes (150 pacientes/ município):- Em agosto/2004 o estudo prosseguiu com a inclusão dos 04 municípios restantes (150 pacientes/ município):
Sorocaba, Botucatu, Presidente Prudente e São José do Rio PretoSorocaba, Botucatu, Presidente Prudente e São José do Rio Preto

••TOTAL DE PACIENTES INCLUÍDOS atéTOTAL DE PACIENTES INCLUÍDOS até 24/09/2004 24/09/2004: : 11231123
 (SJRP e Presidente Prudente com metade da amostra prevista). (SJRP e Presidente Prudente com metade da amostra prevista).

CronogramaCronograma



Sequenciando Sequenciando o HIVo HIV

gag envProtease transcriptase reversa

HIV-1 HXB2 (9718bp)

I) II) III)

Kozal 1

Kozal 3

Kozal 2

Frenkel 1

Frenkel 2

gag
env

5' LTR
3' LTR

protease

CAGAGCCAACAGCCCCACCAGAAGAGAGCTTCAGGTCTGGGGTAGAGACAACAACTCCCCCTCAGAAGCAGGAGCCGATAG

ACAAGGAACTGTATCCTTTAACTTCCCTCAGGTCACTCTTTGGCAACGACCCCTCGTCACAATAAAGATAGGGGGGCAACT
AAAGGAAGCTCTATTAGATACAGGAGCAGATGATACAGTATTAGAAGAAATGAGTTTGCCAGGAAGATGGAAACCAAAAAT
GATAGGGGGAATTGGAGGTTTTATCAAAGTAAGACAGTATGATCAGATACTCATAGAAATCTGTGGACATAAAGCTATAGG
TACAGTATTAGTAGGACCTACACCTGTCAACATAATTGGAAGAAATCTGTTGACTCAGATTGGTTGCACTTTAAATTTTCC

CATTAGCCCTATTGAGACTGTACCAGTAAAATTAAAGCCAGGAATGGATGGCCCAAAAGTTAAACAATGGCCATTGACAGA

AGAAAAAATAAAAGCATTAGTAGAAATTTGTACAGAGATGGAAAAGGAAGGGAAAATTTCAAAAATTGGGCCTGAAAATCC
ATACAATACTCCAGTATTTGCCATAAAGAAAAAAGACAGTACTAAATGGAGAAAATTAGTAGATTTCAGAGAACTTAATAA
GAGAACTCAAGACTTCTGGGAAGTTCAATTAGGAATACCACATCCCGCAGGGTTAAAAAAGAAAAAATCAGTAACAGTACT
GGATGTGGGTGATGCATATTTTTCAGTTCCCTTAGATGAAGACTTCAGGAAGTATACTGCATTTACCATACCTAGTATAAA
CAATGAGACACCAGGGATTAGATATCAGTACAATGTGCTTCCACAGGGATGGAAAGGATCACCAGCAATATTCCAAAGTAG
CATGACAAAAATCTTAGAGCCTTTTAGAAAACAAAATCCAGACATAGTTATCTATCAATACATGGATGATTTGTATGTAGG
ATCTGACTTAGAAATAGGGCAGCATAGAACAAAAATAGAGGAGCTGAGACAACATCTGTTGAGGTGGGGACTTACCACACC
AGACAAAAAACATCAGAAAGAACCTCCATTCCTTTGGATGGGTTATGAACTCCATCCTGATAAATGGACAGTACAGCCTAT
AGTGCTGCCAGAAAAAGACAGCTGGACTGTCAATGACATACAGAAGTTAGTGGGGAAA

reverse transcriptase

HIV-1 xb2 (9718bp)

Kozal amplicon (1192 bp)
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HIV-1: HIV-1: Origem Origem ee subtipos subtipos

33 tipos principais tipos principais
M, N & OM, N & O

Diferem entre siDiferem entre si como como
para o SIVpara o SIVCPZCPZ

SugeremSugerem 3 3 eventos eventos
dede entrada entrada
independenteindependente na na
espécieespécie humana humana

ComunsComuns na África na África

Origem emOrigem em 1930? 1930?



HIV - HIV - recombinaçãorecombinação

MudançaMudança de de fita durante fita durante a a
transcrição reversatranscrição reversa



Tarefa coordenada do HIV-1: resultados preliminares (1)Tarefa coordenada do HIV-1: resultados preliminares (1)

Distribuição dos casos com genotipagem e seqüenciamento, de acordoDistribuição dos casos com genotipagem e seqüenciamento, de acordo
com subtipo do HIV. Estado de São Paulo, 2001-2003:com subtipo do HIV. Estado de São 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*regiao RT e PR



Tabela. Diversidade genética de subtipos do HIV-1 da VGDN. As amostras de PR/RT e

gag foram comparadas a sequëncias da América do Sul de São Paulo (Fleury) e da
Argentina FUNDAI.

PR/RT

Teta (! = 2Neµ) 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
SV B 0.0678 ± 0.0043 -1.737 80
BD 0.0827 ± 0.0054 -1.184 16

gag

Teta (! = 2Neµ) 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
SV B 0.1274 ± 0.0090 -9.772 68
Presidio B 0.1242 ± 0.0096 -9.172 38

DiversidadeDiversidade
Genética do HIV-1Genética do HIV-1

((qq=2Ne=2Nem)m)



Distribuição dos subtipos, de acordo com município.Distribuição dos subtipos, de acordo com município.
Estado de São Paulo, 2001-2003.Estado de São Paulo, 2001-2003.
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A)  Clade para o gene gag do CRF_01 (circulante na Ásia) incluindo
a amostra 495AR de Araçatuba.

RecombinantesRecombinantes: B, F, D & A: B, F, D & A em  em São PauloSão Paulo



ClustersClusters Epidemiológicos Epidemiológicos



Clusters Clusters epidemiológicosepidemiológicos,, ou contaminação ou contaminação??



Distribuição dos subtipos, de acordo comDistribuição dos subtipos, de acordo com
gênero. Estado de São Paulo, 2002.gênero. Estado de São Paulo, 2002.
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ED5 ED31 ED33 ED12

InduçãoIndução de de Sincício Sincício ( (FenótiposFenótipos NSI & SI) NSI & SI)



2616Assintomáticos

3049Aids

NSISI

Fenótipo viral

FenótiposFenótipos NSI & SI: NSI & SI: Doença Doença e e Subtipo Subtipo de HIV-1 de HIV-1

7 70Subtipo F

357       161Subtipo B

NSISI

Fenótipo viral

c2 = 101.026, p<0.001

Fisher, p = 0

c2 = 6.316, p<0.025

Fisher, p = 0.0067
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1988-19941980-19871980-1987

1988-19941988-1994

1995-20021995-2002

InteriorizaçãoInteriorização
Distribuição espacial de municípios com ao Distribuição espacial de municípios com ao menosmenos um  um 

caso de aids. Brasil, 1980 - 2002.caso de aids. Brasil, 1980 - 2002.
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Estabilização das taxas deEstabilização das taxas de
incidência e mortalidadeincidência e mortalidade
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Coalescent event 

Present day sample
of sequences

Most Recent Common Ancestor
(MRCA)

Time back to MRCA
~2N generations

(haploids)

The Coalescent
(genetic drift
running backwards)

Small sample
of sequences



Exponential
growth

Constant size

Demographic Histories areDemographic Histories are
Recorded in the Shapes of GeneRecorded in the Shapes of Gene

GenealogiesGenealogies

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

Small N

Big N



FilodinâmicaFilodinâmica do  do HIV-1HIV-1 em em São Paulo  São Paulo emem 1998/99 (BMS)  1998/99 (BMS) 



FilodinâmicaFilodinâmica do  do HIV-1HIV-1 em em São Paulo São Paulo em em 2001/2 (VGDN - 2001/2 (VGDN - Piloto Piloto))



AR (2002)  -  85 taxa

SV  (2002)  -  93 taxa

PP  (2002)  -  103 taxa

SO  (2002)  -  83 taxa

SJRP (2002)  -  133 taxa

FilodinâmicaFilodinâmica do  do HIV-1HIV-1 em em São Paulo São Paulo em em 2003/4 (VGDN - 1 2003/4 (VGDN - 1aa  TarefaTarefa))

Araçatuba VGDN
               ln L              AICc         theta            rho              c
Constant:    -45.3657        -46.3901         342.439
Exponential:  57.2245         55.1505        3358.35         0.350988
Logistic:     57.2245         54.0745        3358.35         0.350988        3.33638E+13

São Vicente VGDN
               ln L             AICc          theta            rho              c
Constant:    -47.3325        -48.3547         396.758
Exponential:  66.4135         64.3461        5554.32         0.364277
Logistic:     66.4135         63.2772        5554.32         0.364277        2.23829E+12

Botucatu VGDN
               ln L             AICc          theta            rho              c
Constant:    -41.1013        -42.1211        438.474
Exponential:  78.8852         76.8252       7116.9          0.366024
Logistic:     79.1676         76.0464       4710.12         0.376438        1.30848

Prudente VGDN
               ln L             AICc          theta            rho              c
Constant:    -31.7435        -32.7635        394.187
Exponential:  78.4683         76.4077         3381.6         0.330594
Logistic:     78.4683         75.3458         3381.6         0.330594        4.87258E+28

S.J.R. Preto VGDN
               ln L             AICc          theta            rho              c
Constant:     -29.6952        -30.7106        593.117
Exponential:  147.316         145.27        10813.5         0.384146
Logistic:     147.316         144.222       10813.5         0.384146        1.44005E+13

Sorocaba VGDN
               ln L             AICc           theta            rho              c
Constant:    -47.8068        -48.8318          341.507
Exponential:  52.6724         50.5965         4206.63         0.362273
Logistic:     52.6724         49.5186         4206.63         0.362273        1.34941E+13



Transmissão Heterossexual Transmissão Heterossexual do do Subtipo Subtipo BB



Transmissão Heterossexual Transmissão Heterossexual do do Subtipo Subtipo FF



Transmissão Heterossexual Transmissão Heterossexual de CRF_Br, BA e BDde CRF_Br, BA e BD



Clusters c/Clusters c/ Transmissão Heterossexual  Transmissão Heterossexual do do Subtipo Subtipo BB



Classificação do perfil de sensibilidade às drogasClassificação do perfil de sensibilidade às drogas
antiretrovirais, de acordo com resultado da genotipagemantiretrovirais, de acordo com resultado da genotipagem

(mutações encontradas):(mutações encontradas):

1) 1) Sensível:Sensível:                  - sensível- sensível
    - possivelmente sensível    - possivelmente sensível

2) 2) Resistente*:Resistente*:              - baixo grau de resistência- baixo grau de resistência
                - grau intermediário de resistência  - grau intermediário de resistência
        - alto grau de resistência        - alto grau de resistência



Distribuição dos casos com resistência aos ARV, deDistribuição dos casos com resistência aos ARV, de
acordo com classe de drogas:acordo com classe de drogas:

TIPO RESIST. Freq. %

ITR 109 62,6

IP 12 6,9

IP+ITRN 34 19,5

IP+ITRNN+ITRN 19 10,9

TOTAL 174 100,0



Perfil de Sensibilidade às drogas anti-retrovirais, dePerfil de Sensibilidade às drogas anti-retrovirais, de
acordo com subtipo do HIV-1. Estado de são Paulo,acordo com subtipo do HIV-1. Estado de são Paulo,

2001-20032001-2003
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Distribuição dos casos com resultado deDistribuição dos casos com resultado de
genotipagem, de acordo com uso de ARVgenotipagem, de acordo com uso de ARV::

Uso de ARV Resist. * Sensível TOTAL

não usa e nunca usou 4 45 49

8.2% 91.8% 10.7%

2.3% 15.7%

não usa mas já usou 4 30 34

11.8% 88.2% 7.4%

2.3% 10.5%

usa e é seu 1º esquema 28 71 99

28.3% 71.7% 21.5%

16.1% 24.8%

usa e já usou outros ant. 138 139 277

49.8% 50.2% 60.2%

79.3% 48.6%

sem informação  0 1 1

0.0% 100.0% 0.2%

total 174 286 460

37.8% 62.2%

PERFIL DE SENSIBILIDADE

* * Resistência a uma ou mais drogas.Resistência a uma ou mais drogas.



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

Sensível

Resistente 8.2 11.8 28.3 49.8

Sensível 91.8 88.2 71.7 50.2

1 2 3 4

1=não usa e nunca usou1=não usa e nunca usou
2= não usa porém já usou2= não usa porém já usou

3=usa e e´primeiro esquema3=usa e e´primeiro esquema
4= usa e já usou outros esquemas4= usa e já usou outros esquemas
anteriormenteanteriormente

N=459N=459



Perfil de sensibilidade às drogas anti-retrovirais, dePerfil de sensibilidade às drogas anti-retrovirais, de
acordo com uso de droga injetávelacordo com uso de droga injetável
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não usa

UDI

não usa 85 92.6

UDI 15 7.4

resistente sensível

N=457N=457



Perfil de sensibilidade às drogas anti-retrovirais, dePerfil de sensibilidade às drogas anti-retrovirais, de
acordo com uso de droga injetávelacordo com uso de droga injetável

                                                        USO DE DROGA INJETÁVELUSO DE DROGA INJETÁVEL
PERFIL     |           SIM           NÃO | TotalPERFIL     |           SIM           NÃO | Total
-----------+-----------------------------+-----------------+-----------------------------+------
RESISTENTERESISTENTE  |            |            2626             147 |   173         147 |   173
           >                    >         15.0%         85.0%15.0%         85.0% > 37.9% > 37.9%
           |         55.3%         35.9% |           |         55.3%         35.9% |
SENSÍVEL SENSÍVEL   |            21           263 |   284  |            21           263 |   284
           >                     >          7.4%         92.6%7.4%         92.6% > 62.1% > 62.1%
           |         44.7%         64.1% |           |         44.7%         64.1% |
-----------+-----------------------------+-----------------+-----------------------------+------
     Total |            47           410 |   457     Total |            47           410 |   457
           |         10.3%         89.7% |           |         10.3%         89.7% |



Hepatitis C VirusHepatitis C Virus 
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Monthly Monthly total total of deaths of deaths in geral, in geral, and deaths by repiratory disease and deaths by repiratory disease in in thethe
State of State of São Paulo, São Paulo, Brazil from Brazil from 1979 to 1993 (1979 to 1993 (Stewien et Stewien et al.,al.,
1999).1999).
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ConservedConserved

      Variable G1Variable G1
            69-16469-164

Variable G2Variable G2
      207-298*207-298*

ConservedConserved

164-176164-176
NH2NH2 COOHCOOH

                                  TM                  Extracelular Domain  TM                  Extracelular Domain

1 1               38    6638    66 298*298*

Glycoprotein GGlycoprotein G
A)                                                                                B)

A) Glycoprotein G squeme
Cisteine residues : C173, C176, C182, C186

* RSV B strains may present here 252 or 319 residues
  TM - transmembrane region,164-176 - highly conserved
B) 3D rendition of G glycoprotein



NG-016-02
S01-22

BR1200
BR5400

BR3602
S98-30

V2004K01
BR2198

BR9993
BR5199

AgJ15-99
0112KS01

BR0299
T98-4

BR11900
BR1097

0216KS01
0072S01

BR8899
BR0499

sal-83-99
BR11500

BR15100
BR3299
BR12596

BR3197
BR7298
BR13499t

MO3595
NG-006-03

NG-004-03
NG-153-03

S02-71
AgJ16-99

AgK699
SA99470

MOZ4699
UK70391-02-96
MON40745

S29-02
BR6799

CN52195
Ab3062Ct01
S98-1

S01-31
NG-062-03

Ken-03-29
0137KS01

NY9795
AgA88-00

SA98D941
SA98V268

Ag21-00
UK70545-12-95

BR5695
SA98V220

S92-10
B4128/99B

MOZ4799
MOZ20499

SA99V800
SA99V1325

SK95100
S91-6

T93-3
BR4299

SA99V439
S94-14

Mon34895
SA98V602

AL19734-4-95
M030-95

T91-3
Ch9b93

Ken/109/02
193KS01

V004101
Ken/9/00
Ken/12/03

0227K01
BR4799

BR0199
SA98D165

S89-42
S84-455

S84-497
S85-94

NM1355-89
Mon-15-90

S85-17
T-89

CH10b91
S3091

WV4843-91
S84-352
S84-369

S82-15
S80-682

S82-70
S80-732

CH1853762
Sw860

0.01 substitutions/site

Prototype isolates

Non-circulating JA1

Non-circulating GB1

Circulating GB4
Circulating GB2

Circulating SAB1

Circulating SAB2

Circulating GB3

Circulating SAB3

Codon 224: Lys

Codon 224: Arg

Codon 224: Glu

Codon 224: Glu

Codon 227: Ile

Codon 227: Thr

Codon 227: Ile

Codon 237: Leu
Codon 247: Ser

Codon 247: Pro

Codon 258: Lys

Codon 258: Gly

Codon 258: Glu

Codon 258: Asn

Insertion 60 nt

Insertion 60 nt

Insertion 60 nt

Positively selected Positively selected sites: sites: 

224 (224 (LysLys),227(),227(IleIle),237(Leu), 247(Ser), 258(),237(Leu), 247(Ser), 258(LysLys))

Likelihood ratio tests (LTR) between models of codon evolution for HRSV G gene

HRSVA HRSVB

LTR Degree freedom !
2

!
2

M1 vs M2 2 54.9518 20.143

M1 vs M3 4 103.1264 86.5162

M2 vs M3 3 48.1746 66.3732

M7 vs M8 2 36.8912 17.161

Allelic substitutionAllelic substitution
in RSV Bin RSV B



BR2599
Mon-6-00

BR7999
BR9500
sal-108-99

BR10299
BR2700

BR11300
Mon-5-00

BR4795
BR8398

SK96113
BE-1572-97

SK94191
BR0498

SA98V173
BE-11465-94

TX69564-95
Mon-4-97

BR7396
Ar-3-97

Ar197
sal-87-99

SK94118
Mon-2-97

BE-12895-95
Ar-2-98

Ar-1-98
BR2298

157KS01
Ag3200

BE-11-01
Zhejiang-04-001BE-14461-98

Ab4026B01
AgJ6-98
SK97434

BE-332-02
BR2199
BR3702

Ken-73-02
BE-4-02

BE-519-01
BEc1000

Ken-66-02
BEa2000

Ab24Ct00
Ken-7-00

MAD-3-89
Zhejiang-04-004

Zhejiang-03-004
SK91399 SK93057

SK92415
Ken-11-02

MAD-4-90
BE-1591-90 MO1395

CN2395
Mon295BE-521-95

TX68495BR11796
SK95026 BE-538-88

MAD-1-89
Mon-1-87

BR8303
BE-11584-01

NG-042-02
BE-13462-99

SA99V360
BR6100

sal5499
UK70160-02-96

UK70161-02-96
UK71360-12-95
BE-12243-96

SK93006
SK92308
MO0295 MAD-5-92

MAD-3-92
BE-6460-91

MAD-4-91
BE-3785-87

WV23888
BE-2466-85

BE-3833-88
BE-183-85

BE-3252-86
BR5995

BR1697
NY2095

AL19452-95
BE-119-87 BR4500

NG-001-02
NG-040-03
NG-009-02

BE-112-01
BR7197
BE-1717-01
BE-1937-00

BE-822-00
BEb1900
G58S01

BE-800-00
BR11299
BR4000

BE-797-00
BR3998

BR15700
BR13000

BR6500
Mon-2-98

BR5698
BR5499

BR7799 BR11100
BR10600

BR17400
BR2600
BR29603
BR6703
NG-065-02

G148S01
Ken7303

Ken4302
BR10896

BR0399
BR6900
BR9000

BE-14536-98
UK71128-01-96

UK70090-01-96
SK95103

AL19595
UK70457-12-95

MAD-2-93 BR10099
Mon-3-97

BR10996
Mon-2-96

BE-12350-96
BR12699
BR37D00

MAD-6-93
TX67951-95

MAD-6-92
BE-15471-97

MAD-8-92
BR0197

BR7099
Mon-1-93
Mon-8-92

SK92359 MO0195
CN270895

Ab3061Ct01
UK71492-02-96

BR14496
Mon-1-90

BE-933-88
SA97D1289

BE-2584-85WV12384
WV52281

BE-156-84
Ag38-00

VG143S01
SA99V1239

SA97D669
SA98D707

SK92011 CH0995
BE-8078-92BR1596

Ar296
CH3495

Mon-5-91
Mon-5-90

BE-161-90
Mon-9-91

WV19983-87WV2780-79
WV6973-82

AuA261
Mon791

Long56

0.005 substitutions/site

Non-circulating GA1

Prototype isolates (Long56 and A261)

Circulating GA2

Non-circulating GA3

Circulating GA3/7

Non-circulating GA6

Circulating GA5

Non-circulating GA4

Circulating SAV1

Codon 226: Pro to Leu 

Codon 215: His

Codon 215: Pro

Codon 215: Leu

Codon 215: Pro

Codon 258: Leu

Codon 258: His

Codon 258: Tyr

Codon 262: Met

Codon 262: Glu

Codon 262: Lys

Likelihood ratio tests (LTR) between models of codon evolution for HRSV G gene

HRSVA HRSVB

LTR Degree freedom !
2

!
2

M1 vs M2 2 54.9518 20.143

M1 vs M3 4 103.1264 86.5162

M2 vs M3 3 48.1746 66.3732

M7 vs M8 2 36.8912 17.161

Positions Positions 215 (215 (HisHis), 226 (Pro) 262(), 226 (Pro) 262(MetMet) ) and and 258 (Leu) 258 (Leu) at theat the
C-terminusC-terminus, , had had a a high high posterior posterior probabi lity probabi lity (>98%) (>98%) under under M2,M2,
M3 M3 and and M8 M8 modelsmodels

Allelic substitution
in RSV A
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GB3 - InsertGB3 - Insert

RSV ARSV A RSV BRSV B

RSV - RSV - PhylodynamicsPhylodynamics



HRSV B
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GB 4 
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A A model model for for the the ““Immune-DynamicsImmune-Dynamics””  of of HRSVHRSV

Selected  residuesSelected  residues

Cladogenetic Cladogenetic burstsbursts



ConclusãoConclusão

AgradecimentosAgradecimentos: : 
FAPESP FAPESP 
CNPq CNPq 
ICB - USPICB - USP


