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Resumen

La gran variabilidad genética del Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) y su rapida
diseminacion, constituye un desafio para la especificidad de las pruebas diagndsticas,
aumentando el riesgo de aparicion de cepas multirresistentes y complejizando el desarrollo
de vacunas eficaces. En este contexto, la vigilancia gendmica se ha convertido en un
componente fundamental de las estrategias de prevencién del VIH. Con el objetivo de
caracterizar la dinamica de la epidemia del VIH-1 a nivel molecular, se analizaron 1270
secuencias virales correspondientes a un fragmento de la regién pol del genoma de VIH-1,
obtenidas entre 2007 y 2021. Los resultados indican que, al menos 17 linajes de VIH-1
circularon en el pais durante ese periodo de tiempo, siendo el subtipo B el de mayor
prevalencia (39,2%), aunque se constata una disminucién progresiva de este subtipo a lo
largo del periodo estudiado. En cambio, los recombinantes BF mostraron un aumento de su
prevalencia entre 2007 y 2021. Se identificd un posible nuevo linaje recombinante BF1, al
que se denomind “BF1.x”. Este clado constituye el 8,3% de las secuencias analizadas, y las
cepas que lo componen presentan una amplia diseminacién geografica y temporal. El resto
de los linajes caracterizados (C, A1, F1, 01_AE, 12 BF, 17_BF1, 19 _cpx, 20 BG, 24_BG,
28/29 BF1, 31_BC, 38 BF1, 41_CD, 46_BF1 y 60_BC) comprenden, en conjunto, el 52,5%
de las secuencias analizadas. El analisis conjunto de secuencias genéticas virales y datos
epidemiologicos, permiti6 el establecimiento de relaciones entre los linajes de VIH-1
caracterizados con variables clinicas y demograficas. Este enfoque integral enriquece la
comprension de la dinamica epidemiolégica viral y proporciona valiosa informacion que
podria contribuir de manera significativa a la optimizaciéon de la vigilancia sanitaria del VIH

en nuestro pais.
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1. Introduccion

1.1. Descubrimiento del VIH

Entre octubre de 1980 y mayo de 1981, se reportaron al Centro de Control de
Enfermedades de los Estados Unidos de América (CDC, por sus siglas en inglés) cinco
casos de neumonia provenientes de distintos hospitales de Los Angeles. El patrén clinico
que mostraban todos ellos, varones homosexuales jovenes con otras infecciones como
candidiasis y/o citomegalovirus, llevd a los médicos a especular acerca de una
inmunodeficiencia relacionada con las células T. Debido a que esta nueva enfermedad
parecia afectar particularmente a varones homosexuales, la denominaron Gay-Related
Immune Defense Disorder (GRIDD, por sus siglas en inglés). Con el paso del tiempo,
surgieron mas casos en otras regiones de Estados Unidos y en Europa y las caracteristicas
clinicas y epidemiolégicas comenzaron a conocerse mejor. La enfermedad no solo afectaba
a hombres homosexuales, sino también a hombres heterosexuales, mujeres, pacientes que
habian recibido transfusiones sanguineas, usuarios de drogas intravenosas y recién
nacidos. Asimismo, se descubrié que la transmisién no se limitaba uUnicamente a la via
sexual, sino que podia también ocurrir por via sanguinea y/o perinatal (transmision vertical).
Como resultado, se le denomindé Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA)
(Carballal & Oubifia, 2001).

Los primeros trabajos de investigacion acerca del agente causal del SIDA fueron realizados
en 1983 por el equipo de Montagnier del Instituto Pasteur de Francia, quienes aislaron por
primera vez el virus. Por sus caracteristicas similares al ya conocido Virus Linfotropico T
Humano, lo denominaron Virus Asociado a la Linfadenopatia (Barre-Sinoussi et al., 1983).
En 1986, el Comité Internacional de Taxonomia de Virus lo designé como Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (VIH) y fue clasificado dentro de la familia Refroviridae, género
Lentivirus (Coffin et al., 2021). Mas de cuatro décadas después de la descripcién de los
primeros casos de SIDA, el VIH sigue siendo uno de los problemas sanitarios mas graves

que haya enfrentado la humanidad desde el siglo XX.

1.2. Estado actual de la pandemia del VIH

Hasta 2021, se habian registrado en el mundo al menos 80 millones de casos de VIH y
aproximadamente 40 millones de defunciones relacionadas al SIDA. Histéricamente, la
region mas gravemente afectada ha sido Africa Subsahariana. Especificamente, en la

region centro-sur africana reside el 54,1% de las personas viviendo con VIH del mundo



[18,9 - 23,0 millones], siendo Sudafrica y Mozambique los paises con mayor cantidad de
personas seropositivas. En términos de impacto, le siguen Asia y el Pacifico, con un 15,7%
[4,9 - 7,2 millones], donde sobresale la India como el pais con la mayor cantidad de
personas viviendo con VIH. Africa Central y Occidental comprenden el 13,1% [4,5 - 5,6
millones], destacandose la Republica Democratica del Congo (RDC) y Camerun como los
paises mas afectados. América del Norte y Europa Central/Occidental representan
conjuntamente el 6,1% [1,9 - 2,6 millones], con Estados Unidos, Francia e Italia registrando
la mayor cantidad de personas seropositivas. Respecto a América Latina y el Caribe, se
estima un 5,8% [1,7 - 3,1 millones] de las personas viviendo con VIH del mundo, siendo
Brasil, México, Colombia y Argentina los paises mas afectados. Por ultimo, Europa del Este
y Asia Central representan un 4,7% [1,7 - 2,1 millones], mientras que en la region del Norte
de Africa y Medio Oriente se ha documentado el 0,5% [150.000 - 210.000] de todos los
casos de VIH (Figura 1) (ONUSIDA, 2021. http://aidsinfo.unaids.org/).
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Figura 1. Distribucion de las personas viviendo con VIH en las distintas regiones del mundo.

Aunque a nivel mundial los datos epidemiolégicos muestran una disminucién de nuevos
casos de VIH, son muy pocos los paises que, en los ultimos afos, han logrado bajar la
incidencia de este virus. Factores como la desigualdad, el estigma y la discriminacion hacia
el VIH y/o el SIDA, dificultan su diagnéstico, asi como también la vigilancia y el control de

esta pandemia (Conferencia Internacional sobre el SIDA - ONU, 2016).
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1.21. Epidemia de VIH/SIDA en Uruguay

El Ministerio de Salud Publica (MSP) estima que, actualmente, en Uruguay existen
alrededor de 15.000 personas viviendo con VIH, es decir aproximadamente 0,6% del total
de casos de América Latina y el Caribe en conjunto. En nuestro pais, se registran en
promedio 900 nuevos casos de VIH por afio. Las tasas de nuevos diagndsticos en todas las
franjas etarias son considerablemente mas altas en el sexo masculino, con una relacion de
2,3 hombres por cada mujer. Las personas de entre 25 y 44 afios son el grupo etario con
mayor tasa de incidencia. A su vez, la via sexual es la principal forma de transmisién. En
efecto, gracias al uso de la terapia antirretroviral (TARV) y a politicas efectivas de Salud
Publica, durante el ultimo quinquenio, la tasa de transmision vertical ha sido inferior al 2,0%
(Situacion Epidemioldgica de VIH/SIDA en Uruguay, 2022).

1.3.  Estructura y genoma del VIH

La particula viral madura del VIH presenta forma esférica con un diametro de 80 a 120 nm.
Esta envuelta por una bicapa lipidica que se forma durante el proceso de gemacion de la
célula hospedera. En su superficie pueden observarse espiculas formadas por
glicoproteinas virales gp120, que intervienen en el reconocimiento del receptor celular, y por
glicoproteinas transmembrana gp41, encargadas de la fusion de membranas (Knipe &
Howley, 2013). Por debajo de la envoltura se encuentra una capside externa formada por la
proteina p17 vy, hacia el interior, una capside interna denominada core que presenta una
estructura de cono truncado y estd compuesta por la proteina p24. Esta estructura esta
involucrada en el empaquetamiento del genoma viral. En su interior, se encuentran dos
hebras de ARN monocatenario de sentido positivo que son idénticas y no complementarias
de aproximadamente 9,75 kb. Ademas, presenta proteinas asociadas a funciones
reguladoras y tres enzimas que intervienen en el ciclo replicativo del virus: la
retrotranscriptasa (RT), la integrasa (IN) y la proteasa (PR) (Figura 2) (Carballal & Oubina,
2001; Rosas et al., 2013).
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Figura 2. Estructura del virion de VIH. (Extraido y modificado de ViralZone, 2022).

El genoma del virus estda compuesto por tres regiones que codifican proteinas estructurales
y enzimas necesarias para la infeccion viral productiva (gag, pol y env). La regiéon gag
codifica proteinas de la capside (ej: p17 y p24), la region env codifica las proteinas de la
envoltura viral (gp120 y gp41), mientras que la region pol codifica para la retrotranscriptasa,
la endonucleasa y proteasas virales. Adicionalmente, el virus codifica proteinas reguladoras
tales como Tat (proteina transactivadora), Rev (regulador del empalme de ARN), Nef (factor
regulador negativo), Vif (factor de infectividad viral), Vpr (proteina viral reguladora) y Vpu
(proteina viral unica) (Figura 3). En estado de provirus, el genoma esta flanqueado a cada
lado por secuencias largas repetidas (LTR, por sus siglas en inglés) que permiten la
integracién del genoma viral al de la célula hospedera y pueden activar la transcripcién viral.
En virtud de esta compleja regulacién, el VIH puede establecer latencia a nivel celular o
responder a varias sefales y sintetizar altos niveles de proteinas virales para completar su

ciclo de replicaciéon (Knipe & Howley, 2013; Foley et al., 2016).
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Figura 3. Mapa del genoma viral de VIH. En naranja: regiones codificantes para proteinas estructurales y
enzimas. En azul: regiones que codifican proteinas reguladoras. (Extraido y Modificado de Los Alamos HIV
database (hitps://www.hiv.lanl.gov)).
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1.4. Mecanismos generadores de diversidad

Una de las principales causas del éxito de este virus es su variabilidad genética. Varios
mecanismos generadores de diversidad hacen que el VIH sea una de las entidades de
evolucidbn mas rapida estudiadas hasta el momento. Uno de ellos es su alta tasa de
mutacién debido a la baja fidelidad de su RT durante el proceso de replicacion (Ramos et
al., 2008). Los retrovirus, asi como otros virus ARN, presentan tasas de mutacion elevadas
debido a la falta de actividad correctora de errores de sus polimerasas virales (Figura 4).
Particularmente, el VIH presenta una tasa de mutacion de aproximadamente 3,4x10°
mutaciones/sitio/ciclo de replicacion. Dado que su genoma tiene una longitud de 9,75 kb y
que se producen aproximadamente 10'° viriones por dia, podrian obtenerse millones de
viriones con mutaciones (variantes) en una persona infectada en tan solo un dia (Morrondo
et al., 2005; Taylor et al., 2008).
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Figura 4. Tasa de mutacion estimada ex-vivo e in-vivo. En el eje x se representa el tamafio del genoma
de la entidad y en el eje y la tasa de mutacion expresada como el numero de sustituciones/nucleoétido/ciclo
de replicacién (Sanjuan et al., 2012).



Otro mecanismo que contribuye significativamente a la amplia diversidad genética del VIH,
es la recombinacion. En este proceso se generan cepas recombinantes ya sea a partir de
una infeccion secuencial (reinfeccidén) o por una infeccion simultanea (coinfeccién) de dos
linajes virales distintos en una misma célula. Una vez producida la reinfeccion o coinfeccion,
se obtendra una progenie viral que habra encapsidado tanto dos hebras de ARN
correspondientes al mismo linaje (homodimeros) como viriones donde cada hebra de ARN
proviene de un linaje distinto (heterodimeros). Estos ultimos, tendran la capacidad de
infectar nuevas células y daran origen a una progenie de homodimeros recombinantes
como producto de los saltos alternativos que realiza la RT entre ambos genomas
encapsidados (Figura 5). El mecanismo de recombinacién genética media la reparacion de
genomas retrovirales defectivos, incrementa la diversidad viral y acelera la propagaciéon de

mutaciones ventajosas (Carballal & Oubifa, 2001; Onafuwa-Nuga & Telesnitsky, 2009).

Las altas tasas de mutacion, la recombinacién y los tiempos de replicacién cortos, llevan a
la produccion de poblaciones altamente diversas. A ese conjunto de variantes virales dentro
de un mismo hospedero se los denomina cuasiespecie viral, genomas mutantes y
recombinantes cercanamente relacionados pero no idénticos (Domingo et al., 1998;
Schneider & Roossinck, 2001; Gartner et al., 2020). Esta alta diversidad le confiere al VIH la
habilidad de adaptarse a la respuesta inmune del hospedero, adquiriendo resistencia a la
TARV (Gréaf et al., 2021).
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Figura 5. Generacion de retrovirus recombinantes (Morrondo et al., 2005).

1.5. Clasificacion

La gran variabilidad que presenta este virus permite clasificarlo en dos tipos, VIH-1 y VIH-2.

El VIH-1 se encuentra ampliamente distribuido a nivel mundial. Se subdivide en cuatro
grupos: M, N, O y P, cada uno de ellos originado a partir de eventos independientes de
transmision interespecie entre primates no humanos y humanos (zoonosis). Analisis
filogenéticos indican que los grupos M y N surgieron a partir de una cepa del Virus de la
Inmunodeficiencia Simia (VIS) identificada en chimpancés (Pan troglodytes troglodytes) que
habitan el sureste y centro de Camerun, denominada VIScpz-Ptt (Gao et al., 1996). Por otra
parte, los grupos O y P resultaron ser mas cercanos a la cepa de VISgor, cuyos reservorios
son los gorilas (Gorilla gorilla), principalmente de las regiones centro y sur de Camerun

(Plantier et al., 2009; D’arc et al., 2015). Mientras que los grupos N, O y P se restringieron al
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continente africano, el grupo M fue capaz de propagarse con éxito en la poblacién humana,
siendo el responsable de la actual pandemia y de mas del 99% de todas las infecciones de
VIH del mundo. Hasta el momento, el grupo M se subdivide en diez subtipos (A-D, F—H y
J-L). A su vez, dentro de los subtipos A y F se caracterizan 7 y 2 sub-subtipos (A1-A4,
A6-A8, F1-F2), respectivamente (Figura 6) (Knipe & Howley, 2013; Gartner et al., 2020). La
divergencia genética dentro de un subtipo es de 15 a 20%, mientras que entre subtipos
suele ser de 25 a 35% dependiendo del subtipo y la regién del genoma analizada (Taylor et
al., 2008).

Las formas recombinantes representan nuevos linajes con genoma en mosaico que surgen
a partir de la recombinacion de dos o mas linajes parentales previamente identificados.
Cuando se identifica un recombinante con el mismo patron en al menos tres personas
epidemiolégicamente no vinculadas entre si, se le denomina Formas Recombinantes
Circulantes (FRCs o CRFs, por sus siglas en inglés). A medida que se van descubriendo
nuevas FRCs, se les asigna un niumero consecutivo seguido de los linajes parentales que la
conforman (Ej. 02_AG, 12_BF, 31_BC) (Seitz, 2016). La nomenclatura puede encontrarse
en la pagina  web del banco de datos mundial Los  Alamos:

https://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/crfdb/crfs.com, donde se encuentran

listadas todas las FRCs identificadas hasta la fecha. Por otro lado, los recombinantes entre
subtipos o FRCs que se han encontrado en menos de tres individuos o en grupos de
personas infectadas relacionadas epidemiolégicamente, se denominan formas
recombinantes unicas (FRUs o URFs, por sus siglas en inglés). Finalmente, cuando se trata
de un recombinante con mas de dos linajes parentales, se lo denomina “cpx” (complex, en
inglés) (Taylor et al., 2008; Hemelaar et al., 2021). Hasta el momento, se han identificado
140 FRCs.

El VIH-2 fue descubierto en 1985 y se considera endémico de la regién de Africa
Occidental. Hasta el momento, se han identificado nueve grupos de este tipo (A-l), cada uno
asociado a la transmision de una cepa de VIS (VISsmm) proveniente de los monos
mangabey (Cercocebus atys) a humanos (Figura 6) (Reeves & Doms, 2002; Ayouba et al.,
2013). El grupo A es el mas frecuente, seguido por el grupo B. Debido a su naturaleza
esporadica, los grupos C a H representan transmisiones aisladas, siendo comun que
quienes portan estos grupos informan haber tenido contacto con monos mangabey
(Visseaux et al., 2019; de Mendoza et al., 2021).

12


https://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/crfdb/crfs.comp

A (A1-Ad, A6-A8)

:ﬁ " :

Pan troglodytes troglodytes > N D
> F (F1-F2)
—> 0 G
H
L P
Gorilla gorilla J
K
VIS VIH-1
"
— A
. B
. C
. D
— il e
— F
Cercocebus atys G
VIS H
B—

VIH-2

Figura 6. Origen y clasificacion del VIH. Los distintos grupos de VIH-1y VIH-2 son el resultado de al
menos 13 eventos de transmision interespecie de cepas de VIS de primates no humanos a humanos
(marcados con flechas). Se resalta en rojo el grupo M de VIH-1 y los distintos subtipos y sub-subtipos
que lo componen.

1.6. Distribucion geografica de los subtipos y recombinantes del VIH-1

La distribucion geografica de los subtipos y formas recombinantes del VIH-1 identificadas
hasta el momento varia notablemente alrededor del mundo (Figura 7). El subtipo C es el
predominante y responsable de casi la mitad de las infecciones en el mundo (48%). Este
subtipo presenta una marcada prevalencia en paises del sur de Africa, India y Etiopia. El
subtipo A ocupa el segundo lugar en términos de prevalencia (12%) y predomina en los
paises de Africa oriental, Europa oriental y Asia. Por otro lado, el subtipo B es responsable
del 11% de las infecciones y es prevalente en América, Europa central y occidental, Medio
Oriente, Australia y el norte africano. A su vez, los subtipos G (5%) y D (2%), son

prevalentes principalmente en Africa central y occidental. La suma de los subtipos F, H, J, K
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y L representa menos del 1% de las infecciones y se concentran principalmente en el
continente africano. Por ultimo, aproximadamente el 4% de las infecciones son causadas
por linajes recombinantes (Kijak & McCutchan, 2005; Hemelaar et al., 2011; Yamaguchi et
al., 2019).

A nivel mundial, las FRCs de mayor prevalencia son la 02_AG y la 01_AE, que predominan
en Africa Central y Asia, respectivamente (Hemelaar et al., 2021). En el cono sur de
América Latina, debido a la co-circulacion principalmente de los subtipos B y C, y del
sub-subtipo F1, han surgido numerosas FRCs (Abecasis & Vandamme, 2015). Entre las de
mayor relevancia epidemiolégica se destacan la 31_BC, la 28_BF1 y la 29 _BF1, originadas
en Brasil, asi como la 12_BF descrita en Argentina (Bello et al., 2010; Graf et al., 2021).
Ademas, en esta regién se han descrito otras FRCs, tales como la 39_BF1 yla40_BF1 en
Brasil, la 38_BF1 en Uruguay, la 44 _BF1 en Chile y la 17_BF1 en Argentina, entre otras
(Carr et al., 2001; De Sa Filho et al., 2006; Santos et al., 2006; Rios et al., 2005; Guimaraes
et al., 2008; Ruchansky et al., 2009; Aulicino et al., 2012).

M A D [l A, By recombinantes AB B, C, recombinantes BC Sin datos
| I B, FRCO1_AE B, C, F, recombinantes BC y BF

FGHILJKL, FRCQ1_AE . FRCO2_AG y otras formas
e y otras formas recombinantes B, recombinantes BF recombinantes

Figura 7. Distribucion de los distintos subtipos y FRCs de VIH-1 prevalentes en el mundo (Abecasis &
Vadamme, 2015; Bbosa et al., 2019; Hemelaar et al., 2019).
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En Uruguay, segun un informe del MSP publicado en el afio 2011 basado en el analisis de
secuencias provenientes del genotipado de resistencia obtenidas entre 2007 y 2010,
predominaban las formas recombinantes BF1 (50,9%), entre las que se destacaban la
12_BF y la 38 BF1. Segun este mismo informe, le seguian en prevalencia los subtipos B
(45,6%), F (1,16%), C (1,16%), D (0,58%) y el sub-subtipo A1 (0,58%) (Informe de la
situacion nacional de VIH/SIDA, 2011). Debido a los movimientos de las poblaciones
humanas (viajes, migraciones, misiones de paz, entre otros) y a la evolucion del virus, los
linajes del VIH-1 prevalentes en cada region o pais pueden cambiar con el tiempo. No
obstante, no se han realizado analisis centrados en la caracterizacion molecular del virus en
Uruguay. El monitoreo de la diversidad genética de este virus es de suma importancia, ya
que permite la identificacion de nuevas cepas, contribuye al desarrollo de pruebas de
diagnéstico y tratamientos, es util para identificar la resistencia a antirretrovirales y las

poblaciones y practicas de riesgo que contribuyen a la transmisién viral.

2. Objetivos

21. Objetivo General

Caracterizar la dinamica de la epidemia del VIH-1 en Uruguay a nivel molecular.

2.2. Objetivos Especificos

1. Identificar los linajes circulantes del VIH-1 en Uruguay a partir de secuencias
genéticas virales.

2. Describir las tendencias temporales en la prevalencia de los linajes del VIH-1 en
Uruguay.

3. Analizar la relacion entre los diferentes linajes del VIH-1 y el género, la via de

transmisién y la region geografica de adquisicién del VIH.
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3. Materiales y métodos

3.1. Aspectos éticos

Este trabajo forma parte del proyecto “Vigilancia genémica del Virus de la Inmunodeficiencia
Humana Tipo 1 (VIH-1) en Uruguay”, cuya responsable es la Dra. Daiana Mir. Este proyecto
fue financiado por la Comision Sectorial de Investigacion Cientifica (CSIC) y aprobado por el
Comité de Etica del CENUR Litoral Norte (Exp. N° 311170-500476-21). Los datos se
recopilaron en 2022 y se analizaron entre 2022 y 2023. Todos los métodos se realizaron de

acuerdo con las pautas y regulaciones pertinentes.

3.2. Secuencias nucleotidicas y Base de datos

Se trata de un estudio observacional retrospectivo que emplea un muestreo de
conveniencia de individuos a los que se les ha indicado el test de resistencia a los
antirretrovirales (ARVs) del VIH, realizado por el Departamento de Laboratorios de Salud
Publica, perteneciente al Ministerio de Salud Publica de Uruguay (DLSP-MSP). En nuestro
pais, el test de resistencia esta indicado para nifios infectados perinatalmente, mujeres
embarazadas, individuos con falla viroldgica, seroconversion reciente (menor a un afno) y

primoinfeccién sintomatica (Flieller & Cabrera, 2019).

Para llevar a cabo los analisis correspondientes, se utilizaron secuencias genéticas virales
obtenidas a partir de los estudios de resistencia previamente mencionados. Estas
secuencias pertenecen a un fragmento de la region pol que comprende parte de los genes
pr y rt. Fueron obtenidas en los laboratorios del DLSP mediante un proceso de extraccion
de ARN realizada por método comercial automatizado por silica magnética o en columnas
(segun disponibilidad en DLSP), seguida de una amplificacién por RT-PCR/Nested. La
secuenciacién fue realizada en ambas direcciones por el método Sanger utilizando
cebadores y protocolos previamente descritos que permiten la obtencion de un fragmento
de aproximadamente 1100 pares de bases (pb) que codifica los 99 aminoacidos de la PRy
los primeros 246 aminoacidos de la RT (Aleman et al., 2015). EI DLSP proporcioné un total

de 1622 secuencias del periodo comprendido entre 2007 y mediados de 2022.

A su vez, estas secuencias fueron vinculadas con los formularios correspondientes a cada

paciente, de los que se extrajeron 13 variables: Afo test, Institucién, género,
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Fecha_nacimiento, Ano_Diagndstico, Lugar_adquisicion, Via_transmision,
Infecciones_oportunistas, Afio_inicio_TARV, Num_composicién_planes_TARYV, Carga_viral,
CD4, y Adherencia. Estas variables junto con las secuencias, fueron utilizadas para crear la
base de datos GENOUY-VIH.

3.3. Subtipado de secuencias

La Figura 8 representa, de manera general, el flujo de analisis aplicado para el subtipado de

secuencias.

I.  Filtrado de secuencias

!

Il. Subtipado y alineamiento

|

Primera aproximacion
filogenética (FastTree)

IV. Obtencién de los Arboles por IQ-TREE

3) Arboles de secuencias sin ~

1) Arbol de subtipos 2) Arbol de linajes .

puros y sub-subtipos recombinantes

a) En conjunto con secuencias

de referencia de subtipos puros >- V. Andlisis de
recombinacion

b) En conjunto con secuencias
de referencia de recombinantes Y,

Figura 8. Flujo de andlisis para el subtipado de secuencias.

3.3.l. Filtrado de secuencias

Es importante destacar que, debido a varios factores, no todas las secuencias
proporcionadas por el DLSP (n = 1622) fueron incluidas en los analisis. En primer lugar,
para evitar redundancias, se descartaron las multiples secuencias de algunos pacientes que
experimentaron falla virolégica en mas de una ocasion. Especificamente, se considerd
unicamente la secuencia mas antigua de cada paciente. Adicionalmente, se retiraron dos
secuencias debido a que no abarcaban la region de estudio. En tercer lugar, se excluyeron
las secuencias de aquellos pacientes menores a 14 afos, con el fin de evitar sesgos

relacionados con la transmision vertical. En total, se utilizaron 1288 secuencias de la base
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de datos GENOUY-VIH. Ademas, se incorporaron 20 secuencias generadas en trabajos

previos para Uruguay, obtenidas de la base de datos Los Alamos (www.hiv.lanl.gov). Estas

secuencias eran consistentes con la region de analisis y no correspondian a pacientes con
transmision vertical (Genbank: JN566138, JN235965, JN235960, JN235953, JN235958,
JN235952, JN235956, JN235964, JN235959, JN235963, JN235962, AY781128, AY781127,
AY781126, AY781129, AF385934, AF385935, JN235957, AY563169, AY037272).
Finalmente, se realiz6 un analisis de las secuencias utilizando la herramienta RIP (Los
Alamos Recombinant Identification Program, disponible en

http://hivweb.lanl.gov/RIP/RIPsubmit.html) para identificar codones de parada y secuencias

hipermutadas. A las secuencias que pasaron el filtrado, se les asigné un patrén especifico
en los encabezados de su archivo FASTA, que incluye el nimero de test o niumero de
acceso de GenBank, el género del paciente, el afio del test o afio de aislamiento de la

muestra, la via de transmision y el lugar de adquisicion.

3.3.1l. Subtipado y alineamiento

Las secuencias que pasaron el proceso de filtrado fueron analizadas mediante tres
herramientas de subtipado online: Genome Detective (REGA HIV Subtyping Tool, Vilsker et
al., 2019), RIP (NCBI HIV Subtyping tool, Siepel et al., 1995) y COMET (COntext-based
Modeling for Expeditious Typing, Struck et al., 2014). Se establecio el linaje correspondiente
Unicamente a aquellas secuencias en las que las tres herramientas de subtipado

coincidieron en la asignacion del subtipo o FRC.

Para realizar el alineamiento, visualizarlo y editarlo se utilizaron las herramientas MAFFT
(alineamientos) (Katoh et al., 2019) y AliView (visualizacién y edicion de secuencias y
alineamientos multiples) (Larrson, 2014). Cabe destacar que, durante el proceso de
alineamiento se eliminaron los sitios de resistencia a farmacos, ya que la regién pol es el
principal blanco de la TARV. Por tanto, la presion selectiva ejercida por los farmacos, podria
conducir a eventos de convergencia hacia caracteres especificos, que no son resultado de
los eventos de la evolucion natural del virus, y que podrian alterar los resultados sobre las

relaciones evolutivas entre las cepas analizadas.

3.3.1ll. Primera aproximacion filogenética (FastTree)

Como primer abordaje, se infirid un arbol filogenético por maxima verosimilitud mediante el

programa FastTree (disponible en: http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/, Price et al.,

2009), empleando el modelo de sustitucion de nucleétidos GTR-CAT (modelo por defecto de

este programa). Se analizaron un total de 1730 secuencias. De estas, 1288 pertenecian a la
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base de datos GENOUY-VIH, 20 fueron extraidas del banco de datos Los Alamos (de
Uruguay) y 422 eran secuencias de referencia de todos los subtipos puros y FRCs del grupo

M de HIV-1 presentes en la base de datos Los Alamos.

3.3.1V. Obtencion de los arboles por IQ-TREE

A partir del primer arbol filogenético inferido mediante FastTree, se realizé un ciclo de

inferencias por maxima verosimilitud utilizando el IQ-TREE (Nguyen et al., 2015).

Teniendo en cuenta que en la region analizada algunas FRCs presentan segmentos de
secuencia que pertenecen a subtipos puros y que, por ende, se ubicaron en el primer arbol
filogenético dentro de agrupamientos de subtipos puros, se llevaron a cabo cuatro
inferencias filogenéticas con el objetivo de mejorar la resolucion de las relaciones evolutivas
obtenidas. Las cuatro inferencias filogenéticas comprenden: 1) Arbol de secuencias de
subtipos y sub-subtipos puros, 2) Arbol de secuencias asignadas a linajes recombinantes ya

descritos y 3) Arboles de secuencias sin asignacion de linaje.

3.3.IV.1. Arbol de secuencias de subtipos puros y sub-subtipos

Alineamiento de 619 secuencias, 556 secuencias de la base de datos GENOUY-VIH, 7 del
banco de datos Los Alamos (de Uruguay) y 56 secuencias de referencia pertenecientes a
los subtipos puros y sub-subtipos del grupo M (A-D, F-H, J, Ky L) extraidas también del
banco de datos Los Alamos. El alineamiento contiene todas las secuencias que en la
primera inferencia agruparon dentro de los linajes B, C y F1, y una secuencia que se

encontraba dentro del clado del subtipo A pero sin identificacién de sub-subtipo.

3.3.IV.2. Arbol de secuencias asignadas a linajes recombinantes ya descritos

Alineamiento de 1077 secuencias, 710 pertenecientes a la base de datos GENOUY-VIH, 11
del banco de datos Los Alamos (de Uruguay) y 356 secuencias de referencia de todas las
FRCs descritas en la base de datos Los Alamos. El alineamiento contiene todas las
secuencias que previamente agruparon dentro de clados pertenecientes a las siguientes
formas recombinantes: 01_AE, 12_BF, 17_BF1, 19 _cpx, 20 _BG, 24 BG, 28/29 BF1,
31_BC, 38_BF1, 41_CD, 46_BF1 y 60_BC.

3.3.IV.3. Arboles de secuencias sin asignacion de linaje

Estos analisis abarcan todas aquellas secuencias que no agruparon filogenéticamente con

ningun subtipo, sub-subtipo o FRC identificado en las inferencias anteriores.
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a) con secuencias de referencia de subtipos puros
Alineamiento de 166 secuencias, 109 pertenecientes a GENOUY-VIH, 2 extraidas del banco
de datos Los Alamos (de Uruguay) y 55 secuencias de referencia de subtipos puros y
sub-subtipos extraidas del banco de datos Los Alamos.

b) con secuencias de referencia de recombinantes
Alineamiento de 467 secuencias, 109 de la base de datos GENOUY-VIH, 2 uruguayas
extraidas del banco de datos Los Alamos (de Uruguay) y 356 secuencias de referencia de

linajes recombinantes extraidas del banco de datos Los Alamos.

3.3.V. Analisis de recombinacion

A las secuencias que no agruparon con ningun subtipo o FRC conocida se les realizd un
analisis de recombinacién. Para esto se utiliz, en primer lugar, la herramienta Bootscan del
paquete SimPlot (Lole et al., 1999), con los siguientes parametros: ventana de 300 pb y step
size de 10 pb. Se utilizaron como referencias secuencias de los subtipos puros B (HXB2,
Sequence ID: K03455), F1 y D. En segundo lugar, fueron analizadas a través de la
herramienta online jpHMM-HIV (disponible en http://ijphmm.gobics.de/, Zhang et al., 2006).

En base a estos analisis se estimaron los puntos de recombinacion de cada secuencia y se
calculd el promedio de la posicion del punto de recombinacion. Los puntos de
recombinacion fueron representados usando la herramienta Recombinant HIV-1 Drawing
Tool, ©perteneciente a la base de datos Los Alamos (disponible en

https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/DRAW_CRF/recom_mapper.html).

3.4. Calculo de la frecuencia, distribucion de los linajes y analisis estadisticos

Una vez finalizada la asignacion de linajes, se calcularon las frecuencias de cada linaje
mediante conteo manual, se determinaron los linajes de mayor prevalencia y se analizo la
variaciéon de la diversidad del VIH-1 a lo largo del tiempo en Uruguay. Para estos analisis, se
utilizaron unicamente las 1270 secuencias pertenecientes a la base de datos GENOUY-VIH
que abarcan el periodo 2007-2021. De esta manera fue posible analizar la dinamica de la
epidemia en nuestro pais en un periodo continuo de 15 afos. Es importante destacar que
las 18 secuencias pertenecientes el afio 2022 no se incluyeron en los analisis debido a que
no representan un muestreo completo de ese afio, sino que abarcan un periodo de solo 4
meses. A su vez, con el objetivo de realizar comparaciones con los trabajos previamente
publicados por el MSP para Uruguay, se realizé el célculo de la frecuencia de los linajes en
dos periodos temporales: de 2007 a 2010 y de 2011 a 2021.
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Por otro lado, se llevaron a cabo analisis estadisticos para aquellos linajes con mas de 40
secuencias caracterizadas, con el fin de investigar la posible relacién entre estos linajes y
variables como el género, la via de transmision y la region geografica de adquisicion del
virus. Para ello, todas las variables relevadas fueron previamente categorizadas vy
codificadas. Especificamente, la variable “género” se dividié en 3 categorias: Masculino (1),
Femenino (2) y Trans (3, sin discriminar el tipo de transgénero). Por su parte, la variable "via
de transmision" fue categorizada en 6 grupos: Sexual/Bisexual (1), Heterosexual (HTX, 2),
Hombre que tienen sexo con Hombres (HSH, 3), Usuarios de drogas intravenosas (UDIV,
4), Transfusiones (5) y Accidentes (6). Cabe mencionar que para los analisis realizados con
esta variable, no se tuvieron en cuenta ni la categoria Sexual/Bisexual, ya que no
discriminaba especificamente la via de transmision, ni las categorias transfusiones y
accidentes por presentar un n < 3. Finalmente, la variable "Lugar de adquisicion" fue
categorizada y codificada tal y como se muestra en la Figura 9, mediante la definicion de 5

regiones: Noreste, Oeste, Centro, Este y Zona Metropolitana (Figura 9).

Lugar de adquisicion | Cédigo Lugar de

Regién Cédigo Regiones
o adquisicion
Artigas 1 q Noreste (n=73)
Canelones golgma W oeste (n=71)
oriano
Cerro Largo Rio Negro OESTE 1 .Centro (n=6)
Colonia Paysandu . Este (n=43)
Salto . Zona Metropolitana

Durazno

(n=584)

Artigas
Rivera
Cerro Largo NORESTE 2
Tacuaremb6
Treintay Tres

Florida

Lavalleja

Maldonado

vl lo|N|lo|la|sr|lw|N

Montevideo

San José
Paysandu 10 ZONA 3

» Canemhes METROPOLITANA
Rio Negro/Fray Bentos 11 Montevideo

Rivera 12 Z:;‘:]Znado ESTE 4
Rocha 13
Durazno
Salto " Florida CENTRO 5
San José 15 Lavalleja
Soriano/Mercedes 16
Tacuarembod 17
Treintay Tres 18 ‘

Argentina/Brasil 19
Otros 20
Uruguay/ND (1]

Figura 9. Categorizacion y codificacion del lugar de adquisicion del virus. En el mapa se
distinguen las cinco regiones geograficas definidas: Noreste (Artigas, Cerro Largo, Rivera, Tacuarembd
y Treinta y Tres); Oeste (Colonia, Rio Negro, Salto, Soriano y Paysandu); Centro (Durazno, Flores,
Florida y Lavalleja); Este (Maldonado y Rocha) y la Zona Metropolitana (Canelones, Montevideo y San
José). ND: sin dato. Otros: Paises que no poseen frontera con Uruguay.
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Una vez categorizadas y codificadas las variables, el analisis de la relacion entre los linajes
y: el género (A), la via de transmision (B) y el lugar de adquisicién (C), se realizaron de la

siguiente manera:

A) Género: Mediante los tests de Fischer y de proporciones (pruebas Z) se estudio la
posible asociacidon entre cada linaje y el género. En primer lugar, se analizé la cantidad de
secuencias por género (y su proporcion) de cada uno de los linaje versus la cantidad de
secuencias por género de todos los linajes juntos (“linaje X vs Total”, datos no mostrados).
Luego, cada linaje versus el resto de los linajes en conjunto (“linaje X vs Resto”) y, por
ultimo, cada linaje vs cada uno de los linajes restantes de manera individual (“linaje X vs
linaje Y”). Estos analisis fueron realizados considerando tanto las tres categorias de
"género” como teniendo en cuenta Unicamente los géneros Masculino y Femenino. Para
aquellos casos en los que el test de Fisher fue significativo, se realizaron analisis de riesgo
(OR).

B) Via de transmisién: La posible asociacion entre cada linaje y la via de transmision fue
analizada utilizando el mismo procedimiento que el descrito para la variable género (parte
A).

C) Lugar de adquisiciéon: La comparaciéon de la presencia de los linajes mas frecuentes
entre las distintas regiones definidas se realizd mediante los tests de Fischer y de

proporciones (pruebas Z).

Por ultimo, para los linajes prevalentes, se analizo si existia una correlacion temporal. Para
ello, se calculé la proporcion de secuencias de cada linaje por ano y por trienio, se

graficaron mediante excel y se analizaron mediante correlacién de Pearson.

Todos los analisis estadisticos se realizaron mediante el software IBM SPSS Statistic 22
(disponible en: https://www.ibm.com/support/pages/downloading-ibm-spss-statistics-22),

utilizando un intervalo de confianza del 95%.
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4. Resultados

4.1. Filtrado, Subtipado y alineamiento de secuencias

De las 1622 secuencias genéticas inicialmente proporcionadas por el DLSP, 1288 pasaron

el proceso de filtrado.

Respecto a la asignaciéon de subtipos o FRC realizada mediante las tres herramientas de
subtipado online, se pudo asignar el linaje a 496 (37,9%) de las 1308 secuencias
analizadas, la mayoria de ellas pertenecientes a los subtipos B y C, y a la FRC12_BF.
Aunque en menor frecuencia, también se encontraron secuencias pertenecientes a los
sub-subtipos A1y F1,y alas FRCs 01_AE, 24 BG, 31_BCy 20 _BG.

Por otro lado, la eliminacion de los sitios de resistencia a ARVs, proporcioné como resultado
un alineamiento con una longitud de 800 nt, que abarcé desde la posicion 2358 hasta la

3251 en relacion con el genoma de referencia HXB2 (Figura 10).

[s5R] | gag | = {] [ nef
[ Jed -

|
NI | 0 |

2358 -
3251 -

Figura 10. Mapa del genoma del VIH-1. Se resalta en violeta la region analizada en este trabajo y en
gris los gaps pertenecientes a los sitios de resistencia a ARVs.

4.2. Analisis filogenético

4.2.1. Inferencia filogenética para asignacion de linajes: primera aproximacion

A partir de la primera inferencia filogenética realizada por maxima verosimilitud mediante el
programa FastTree, fue posible caracterizar el linaje de VIH-1 de 682 secuencias de las 812
que no habian podido ser caracterizadas previamente mediante las herramientas de
subtipado online. Por lo tanto, entre las herramientas de subtipado online y esta primera
inferencia filogenética se pudo asignar el linaje del 90,1% de las 1308 secuencias

estudiadas.

El analisis filogenético, sugiere la presencia de tres linajes puros circulantes en Uruguay: los

subtipos B y C, y el sub-subtipo F1 (Figura 11). Por otra parte, se identificaron al menos 12
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FRCs: 01_AE, 12 BF, 17_BF1, 19 cpx, 20_BG, 24 BG, 28/29 BF1 (estos dos
recombinantes no pueden diferenciarse debido a que en la region analizada ambos
presentan el mismo patron de recombinacién), 31_BC, 38_BF1, 41_CD, 46_BF1 y 60_BC.
Ademas, se observaron cuatro grupos monofiléticos que abarcaron 111 secuencias. Estos
grupos comparten tres particularidades: estan compuestos por mas de tres secuencias cada
uno, presentan un apoyo estadistico elevado (SH-aLRT = 0,80) y no agrupan junto con
ninguna secuencia de referencia de subtipos 0 FRCs conocidos. Las 111 secuencias que
conforman estos clados, junto con otras 18 secuencias que no agruparon dentro de ningun

clado, fueron clasificadas como “sin linaje asignado”.

Linaje del VIH
W
| K=
|
W orae
W 128
W 17eF1
B 19_cpx
B 2086
W 286
W 2829_8F1
B a1 8C
38_BF1
B s co
46_BF1
W so_8c
Secuencias/clados sin linaje asignado
[l 5ubtipo/FRC na caracterizado en UY

Origen de las secuencias
W cENouY-VIH

B subtipo/FRC circulante en UY (Referencias)
B 5ubtipo/FRC no circulante en UY (Referencias)

Figura 11. Inferencia filogenética por Maxima Verosimilitud mediante FastTree: Primera
aproximacion. Realizada en base a 1730 secuencias, 1288 provenientes de GENOUY-VIH, 20 del banco
de datos Los Alamos y 422 de referencia de todos los subtipos puros y FRCs del grupo M del VIH-1 de la
base de datos Los Alamos. El arbol se enraiz6 en el punto medio. Todos los agrupamientos de subtipos
puros y FRCs presentan un apoyo de SH-aLRT = 0,80, con excepcion del clado 28/29 BF1 (SH-aLRT =
0,50). Las longitudes de las ramas se representan en una escala de sustituciones de nucledtidos por
sitio. El anillo interno muestra el origen de las secuencias: base de datos GENOUY-VIH (rojo) y Los
Alamos (gris y negro). El anillo externo muestra los distintos linajes circulantes en Uruguay (leyenda). Lista
de subtipos y FRCs de referencia utilizadas: A1-A4, A6-A8, B, C, D, F1, F2, G, H, J, K, L, 01_AE, 02_AG, 03_A6B, 04_cpx, 05_DF, 06_cpx,
07_BC, 08_BC, 09_cpx, 10_CD, 11_cpx, 12_BF, 13_cpx, 14_BG, 15_01B, 16_A2D, 17_BF1, 18_cpx, 19_cpx, 20_BG, 21_A2D, 22_01A1,
23_BG, 24_BG, 25_cpx, 26_A5U, 27_cpx, 28_29BF1, 30_0206, 31_BC, 32_06A6, 33_01B, 34_01B, 35_A1D, 36_cpx, 37_cpx, 38_BF1, 39_BF1,
40_BF1, 41_CD, 42_BF1, 43_02G, 44_BF1, 45_cpx, 46_BF1, 47_BF1, 48_01B, 49_cpx, 50_A1D, 51_01B, 52_01B, 53_01B, 54_01B, 55_01B,
56_cpx, 57_BC, 58_01B, 59_01B, 60_BC, 61_BC, 62_BC, 63_02A6, 64_BC, 65_cpx, 66_BF1, 67_01B, 68_01B, 69_01B, 70_BF1, 71_BF1,
72_BF1, 73_BG, 74_01B, 75_BF1, 76_01B, 77_cpx, 78_cpx, 79_0107, 80_0107, 81_cpx, 82_cpx, 83_cpx, 84_A1D, 85_BC, 86_BC, 87_cpx,
88_BC, 89_BF1, 90_BF1, 92_C2U, 93_cpx, 94_cpx, 95_02B, 96_cpx, 97_01B, 98_06B, 99_BF1, 100_01C, 101_01B, 102_0107, 103_01B,
104_0107, 105_0108, 106_cpx, 107_01B, 108_BC, 109_0107, 110_BC, 111_01C, 112_01B, 113_0107, 114_0155, 115_01C, 116_0108,
117_0107, 118_BC.
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4.2.2. Optimizacién de la inferencia filogenética

4.2.2.1. Arbol filogenético de secuencias puras

El arbol filogenético de secuencias puras se obtuvo utilizando el modelo de sustitucion de
nucledtidos GTR+F+I+G4, el cual fue seleccionado mediante la aplicacion ModelFinder
(Lanfear et al., 2012) incorporada en IQ-TREE. Especificamente, este analisis permitio
caracterizar 564 secuencias de la base de datos GENOUY-VIH que se agruparon dentro de
los clados correspondientes a los linajes B (n=519), C (n=40),F1 (n=11)yA1(n=1).Es
de destacar que todos estos clados presentaron un alto apoyo estadistico, con valores de
SH-aLRT = 0,80 (Figura 12).
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Origen de las secuencias
I GENOUY-VIH
. Subtipo circulante en UY (referencias)

I Subtipo no circulante en UY (referencias)

Figura 12. Inferencia filogenética de los subtipos y sub-subtipos puros del VIH-1 obtenida por el
método de Maxima Verosimilitud: Arbol de secuencias puras. Realizada en base a 619secuencias,
556 pertenecientes a GENOUY-VIH, 7 al banco de datos Los Alamos y 56 de referencia pertenecientes a
todos los subtipos y sub-subtipos puros del grupo M del VIH-1 de Los Alamos. La barra horizontal superior
indica las secuencias de la base de datos GENOUY-VIH (rojo), las secuencias de referencia
pertenecientes a linajes del VIH-1 que circulan en Uruguay (gris), y las secuencias de referencia de linajes
no circulantes en nuestro pais (negro). La barra horizontal inferior muestra las secuencias de los distintos
subtipos y sub-subtipos (leyenda colores). El clado B se encuentra colapsado (mas de 500 secuencias). El
arbol se enraizé en el punto medio. Todos los nodos marcados con circulos presentan un apoyo de
SH-aLRT = 0,80. Las longitudes de las ramas se representan en una escala de sustituciones de
nucleotidos por sitio.
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4.2.2.2. Arbol filogenético de FRCs

La inferencia se realizé utilizando el modelo de sustitucion de nucleétidos GTR+F+1+G4, el
cual fue seleccionado mediante la aplicacion ModelFinder incorporada en IQ-TREE (Lanfear
et al., 2012). Los resultados corroboran la existencia de al menos 12 linajes recombinantes
circulantes en Uruguay: 01_AE, 12 BF, 17 _BF1, 19 cpx, 20 BG, 24 BG, 28/29 BF1,
31 _BC, 38 BF1, 41 _CD, 46 BF1 y 60 _BC. Cabe destacar que los clados correspondientes
a cada uno de estos linajes presentan un solido apoyo estadistico (SH-aLRT= 0,80), a
excepcion del linaje 01_AE (SH-aLRT = 0,50) (Figura 13). En algunos casos pueden
observarse secuencias de referencia de distintos linajes dentro de un mismo clado, tal es el
caso de las formas recombinantes 39_BF1 y 89 BF1 no circulantes en nuestro pais, que se
intercalan entre las secuencias que componen el clado 12_BF. Esto se debe a que las FRCs
39 BF1 y 89 BF1 presentan un patron de recombinacién similar al de 12_BF en la region

analizada.

Linaje del VIH (FRC)

W 01_AE (n=3)

I 12 BF (n=368)

B 17.8F1 (n=7)
19_cpx (n=2)

[ 20_8G (n=4)
24_BG (n=4)

B 2829 BF1 (n=45)

[ 31_8C (n=16)

W 38_8F1 (n=164)
41_CD (n=1)

W 46.8F1 (n=16)

M 60.8C(n=2)

B FRC no caracterizada en UY

Origen de las secuencias
B cenouv-HIV
B FRC circulante en UY (referencias)

B FRC nocirculante en UY (referencias)

Figura 13. Inferencia filogenética de los linajes recombinantes del VIH-1 obtenida por el método
de Maxima Verosimilitud: Arbol de FRCs. Realizada en base a 1077 secuencias, 633 provenientes de
GENOUY-VIH, 11 del banco de datos Los Alamos y 356 de referencia de todas las FRCs descritas en
Los Alamos. El arbol se enraizd en el punto medio. Todos los clados de linajes recombinantes
presentaron un apoyo de SH-aLRT = 0,80, excepto el correspondiente a 01_AE (SH-aLRT = 0,50). Las
longitudes de las ramas se representan en una escala de sustituciones de nucleétidos por sitio. El anillo
interno muestra el origen de las secuencias: base de datos GENOUY-VIH (rojo) y Los Alamos (gris y

negro). El anillo externo indica los distintos linajes circulantes en Uruguay (leyenda de colores). Lista de
FRCs de referencia utilizadas: 01_AE, 02_AG, 03_A6B, 04_cpx, 05_DF, 06_cpx, 07_BC, 08_BC, 09_cpx, 10_CD, 11_cpx, 12_BF, 13_cpx,
14_BG, 15_01B, 16_A2D, 17_BF1, 18_cpx, 19_cpx, 20_BG, 21_A2D, 22_01A1, 23_BG, 24_BG, 25_cpx, 26_A5U, 27_cpx, 28_29BF1,
300206, 31_BC, 32_06A6, 33 01B, 34_01B, 35_A1D, 36_cpx, 37_cpx, 38_BF1, 39 BF1, 40_BF1, 41_CD, 42_BF1, 43_02G, 44_BF1,
45 _cpx, 46_BF1, 47_BF1, 48_01B, 49_cpx, 50_A1D, 51_01B, 52_01B, 53_01B, 54_01B, 55_01B, 56_cpx, 57_BC, 58_01B, 59_01B, 60_BC,
61_BC, 62_BC, 63_02A6, 64_BC, 65_cpx, 66_BF1, 67_01B, 68_01B, 69_01B, 70_BF1, 71_BF1, 72_BF1, 73_BG, 74_01B, 75_BF1, 76_01B,
77_cpx, 78_cpx, 79_0107, 80_0107, 81_cpx, 82_cpx, 83_cpx, 84_A1D, 85_BC, 86_BC, 87_cpx, 88_BC, 89_BF1, 90_BF1, 92_C2U, 93_cpx,
94 _cpx, 95_02B, 96_cpx, 97_01B, 98_06B, 99 _BF1, 100_01C, 101_01B, 102_0107, 103_01B, 104_0107, 105_0108, 106_cpx, 107_01B,
108_BC, 109_0107, 110_BC, 111_01C, 112_01B, 113_0107, 114_0155, 115_01C, 116_0108, 117_0107, 118_BC.
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4.2.2.3. Arboles de secuencias sin asignacion de linaje

Las inferencias realizadas en base a las secuencias que no fueron asignadas previamente a
ningun linaje conocido evidenciaron la presencia de un clado con elevado apoyo estadistico,
conformado por 107 de las 111 secuencias analizadas. Este clado, conformado Unicamente
por secuencias de la base de datos GENOUY-VIH y sin ninguna de las secuencias de

referencia, fue denominado “BF1.x”.

a) Con secuencias de referencia de subtipos puros del grupo M del VIH-1

La inferencia filogenética de secuencias sin linaje asignado y secuencias de referencias de
subtipos puros del grupos M se obtuvo utilizando el modelo de sustitucion de nucleétidos
K3Pu+I+G4, seleccionado mediante ModelFinder (Lanfear et al., 2012). El arbol filogenético
resultante muestra el clado BF1.x con un apoyo estadistico de SH-aLRT = 0,96 (Figura 14).
Cabe destacar que, esta inferencia deja aun sin caracterizar 4 secuencias, ya que estas
aparecen dispersas fuera del clado BF1.x y sin agrupar con ninguna secuencia de

referencia de linaje conocido.
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B eF1x(n=107) am i Az A3 as [ As a7 I~ He Bc o Bl Wr c B+ W k Wt Secuencia sin linaje asignado (n=4)

Origen de las secuencias
W cenouv-viH
[l subtipos circulantes en UY (referencias)

Il subtipos no circulantes en UY (referencias)

Figura 14. Inferencia filogenética mediante el método de Maxima Verosimilitud de secuencias
“sin linaje asignado” Realizada en base a 166 secuencias, 109 provenientes de GENOUY-VIH, 2 del
banco de datos Los Alamos y 55 de referencia de subtipos y sub-subtipos puros del grupo M. El arbol se
enraizé en el punto medio. Todas las ramas marcadas con un punto presentan un apoyo de SH-aLRT =
0,80. Las longitudes de las ramas se muestran en una escala de sustituciones de nucledtidos por sitio.
La barra horizontal superior indica el origen de las secuencias: base de datos GENOUY-VIH (rojo),
secuencias de referencia de los linajes circulantes en Uruguay (gris) y secuencias de referencia de los
linajes no circulantes en Uruguay (negro). La barra horizontal inferior muestra las secuencias de los
linajes puros del VIH. La flecha negra marca el nodo raiz del clado “BF1.x” (SH-aLRT=0,96).
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b) Con secuencias de referencia de linajes recombinantes

El arbol filogenético de secuencias sin linaje asignado y secuencias de referencias de
linajes recombinantes se obtuvo utilizando el modelo de sustitucion de nucleétidos
GTR+F+I+G4, seleccionado mediante ModelFinder (Lanfear et al.,, 2012). El arbol
filogenético obtenido muestra el clado BF1.x con alto apoyo estadistico (SH-aLRT = 0,92).
Como se puede observar, este resultado coincide con el obtenido con la inferencia
filogenética previamente realizada utilizando secuencia de referencias de subtipos puros
(seccion 4.2.2.3.a), dejando a las mismas 4 secuencias sin linaje asignado dispersas sin

agrupar junto a secuencias de ningun linaje conocido (Figura 15).

Linaje del VIH
B 5Fix(n=107)
B o1re
B 12.8F
B 178R1
[ 19 epx
B 208c
24_BG
B 2829_BF1
M 318C
B 38R
41.cD
B s5.8F1
B so_8c
Secuencia sin linaje asignado (n=4)

Il FRC no caracterizada en UY

Origen de las secuencias
B cenouY-HIV
B FRC circulante en UY (referencias)

B FRC no circulante en UY (referencias)

Figura 15. Reconstruccion filogenética obtenida por el método de maxima verosimilitud de las
secuencias de nuestra base de datos sin linaje asignado. Realizada en base a 467 secuencias, 109
provenientes de GENOUY-VIH, 2 del banco de datos Los Alamos y 356 de referencia de los diferentes
linajes recombinantes del VIH-1. El arbol se enraiz6 en el punto medio. Las longitudes de las ramas se
muestran en una escala de sustituciones de nucledtidos por sitio. El anillo interno muestra las
secuencias de GENOUY-VIH (rojo), las de referencia de recombinantes circulantes en Uruguay (gris) y
las de referencia no circulantes en el pais (negro). El anillo externo indica las secuencias de los linajes
recombinantes circulantes en Uruguay. La flecha negra marca el nodo raiz del clado “BF1.x"

(SH-aLRT=0,96). Lista de FRCs de referencia utilizadas: 01_AE, 02_AG, 03_A6B, 04_cpx, 05_DF, 06_cpx, 07_BC, 08_BC, 09_cpx,
10_CD, 11_cpx, 12_BF, 13_cpx, 14_BG, 15_01B, 16_A2D, 17_BF1, 18_cpx, 19_cpx, 20_BG, 21_A2D, 22_01A1, 23_BG, 24_BG, 25_cpx,
26_A5U, 27_cpx, 28_29BF1, 30_0206, 31_BC, 32_06A6, 33_01B, 34_01B, 35_A1D, 36_cpx, 37_cpx, 38_BF1, 39_BF1, 40_BF1, 41_CD,
42_BF1, 43_02G, 44_BF1, 45_cpx, 46_BF1, 47_BF1, 48_01B, 49_cpx, 50_A1D, 51_01B, 52_01B, 53_01B, 54_01B, 55_01B, 56_cpx,
57_BC, 58_01B, 59_01B, 60_BC, 61_BC, 62_BC, 63_02A6, 64_BC, 65_cpx, 66_BF1, 67_01B, 68_01B, 69_01B, 70_BF1, 71_BF1, 72_BF1,
73_BG, 74_01B, 75_BF1, 76_01B, 77_cpx, 78_cpx, 79_0107, 80_0107, 81_cpx, 82_cpx, 83_cpx, 84_A1D, 85_BC, 86_BC, 87_cpx, 88_BC,
89_BF1, 90_BF1, 92_C2U, 93_cpx, 94_cpx, 95 02B, 96_cpx, 97_01B, 98_06B, 99_BF1, 100_01C, 101_01B, 102_0107, 103_01B,
104_0107, 105_0108, 106_cpx, 107_01B, 108_BC, 109_0107, 110_BC, 111_01C, 112_01B, 113_0107, 114_0155, 115_01C, 116_0108,
117_0107, 118_BC.
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4.3. Anadlisis de recombinacién de las secuencias sin linaje asignado

El andlisis de recombinacién realizado a las secuencias que no agruparon con ningun
subtipo o FRC conocido permitid determinar el punto de recombinacion de cada una de
ellas. La posicion promedio del punto de recombinacién de todas las secuencias del clado

BF1.x fue 2519 £ 140 nucledtidos con respecto a la cepa de referencia HXB2 (Figura 16).
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Figura 16. Rango del punto de recombinacion estimado para el clado BF1.x. Realizada utilizando la
herramienta Recombinant HIV-1 Drawing Tool disponible en Los Alamos.

El analisis de recombinacion de las 4 secuencias sin linaje asignado muestra que tres de
ellas son recombinantes B/F1, mientras que la restante presenta un predominio del subtipo
C en la region de secuencia analizada. Teniendo en cuenta que estas secuencias se han
encontrado en menos de tres individuos y que no presentan relacion con linajes conocidos

del VIH-1, se sugiere que podrian ser FRUs (Figura 17).

Rango de recombinacion

FRU.1 [ | =B pol 2548 +9
Referencias
+
FRU2 [ | =B pol 2549 +7 -
Frus [ [ pol 2548 + 9 e
F1
FRU.4 _ pol No recombinante

Figura 17. Analisis de recombinaciéon del gen pol de las 4 secuencias sin linaje asignado. Las
coordenadas se obtuvieron utilizando como referencia el genoma de la cepa de VIH-1 HXB2.
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4.4. Diversidad molecular del VIH-1 en Uruguay

La caracterizacion molecular de las 1308 secuencias (1288 pertenecientes a GENOUY-VIH
y 20 obtenidas del banco de datos Los Alamos), permitié establecer que entre 1999 y 2022

circularon al menos 17 linajes de VIH-1 en nuestro pais.

La variacién en la diversidad del VIH-1 en Uruguay, centrada especificamente en las 1270
secuencias pertenecientes a la base de datos GENOUY-VIH que abarcan el periodo

2007-2021, se muestra en la Figura 18 y en la Tabla 1.

Otros

C 68
40  (54%)
2829_BF1 (31%) ___—
44 _—

(3,5%)/

BF1.x
106
(8,3%)

B
498
(39,2%)

38_BF1
162
(12,8%)

12_BF
352
(27,7%)

Figura 18. Prevalencia de los linajes circulantes en Uruguay entre 2007 y 2021. Para cada linaje, se
muestra el numero de secuencias y el porcentaje. El grupo denominado "Otros" representa todos los
linajes con un numero de secuencias menor a 40.

Los resultados muestran que, en Uruguay, el subtipo B (39,2%) y las FRCs 12_BF (27,7%)
y 38 BF1 (12,8%) son responsables de aproximadamente el 80% de las infecciones por
VIH-1 en el periodo 2007-2021. En términos de prevalencia, les siguen el clado BF1.x
(8,3%), las FRCs 28/29 BF1 (3,5%) y el subtipo C (3,1%). Los sub-subtipos A1y F1, las
FRCs 01_AE, 17_BF1, 19 _cpx, 20_BG, 24 BG, 31_BC, 41_CD, 46_BF1 y 60 BC y las

FRUs en conjunto comprenden el 5,4% de las secuencias analizadas (Figura 18, Tabla 1).
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Tabla 1. Diversidad del VIH-1 en Uruguay en el periodo 2007-2021. Se muestra, para cada linaje, la
cantidad de secuencias, el porcentaje y rango temporal.

Linaje Cantidad Porcentaje Rango temporal

B 498 39.2 2007-2021
12_BF 352 27.7 2007-2021
38_BF1 162 12.8 2007-2021
BF1.x 106 8.3 2007-2021
28/29_BF1 - 35 2008-2021
c 40 31 2009-2021
46_BF1 16 1.3 2010-2021
31_BC 14 11 2011-2021
F1 10 0.8 2008-2021
17_BF1 7 0.6 2008-2019
20_BG 4 0.3 2014-2020
24 BG 4 0.3 2011-2021
FRU 4 0.3 2008-2016
01_AE 3 0.2 2012-2017
19_cpx 2 0.2 2021
60_BC 2 0.2 2017-2019
41_CD 1 01 2010
A1 1 0.1 2009
Total 1270 100

Por otro lado, el andlisis de las frecuencias en los periodos 2007-2010 y 2011-2021 (Tabla
2) muestra una leve disminucién en la frecuencia del subtipo B y un marcado aumento de
los recombinantes BF1 (FRCs 12_BF, 17_BF1, 28/29_BF1, 38_BF1, 46_BF1 y BF1.x en
conjunto). A su vez, se observa un pequeno incremento en la frecuencia del subtipo C,

mientras que la frecuencia del sub-subtipo F1 no experimenta cambios.

Tabla 2. Frecuencia de los linajes del VIH-1 en Uruguay en los periodos 2007-2010 y 2011-2021.

Frecuencia (%)
2007-2010 2011-2021

B 429 38.7
Recombinantes BF1* 37.9 54.6
Cc 1.2 34
F1 0.6 08
Otros 17.4 25

*comprende las secuencias 12_BF, 17_BF1, 28/29 BF1, 38_BF1, 46_BF1 y BF1.x en conjunto.
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4.5. Analisis estadisticos

4.5.1. Distribucion Geografica

De las 1270 secuencias de la base de datos GENOUY-VIH que se utilizaron para hacer las
inferencias filogenéticas, solamente 777 (61,1%) tenian informacién sobre el lugar de
adquisicion del virus. De estas, 584 (75,2%) pertenecian a la Zona Metropolitana, 73 (9,4%)
a la region Noreste, 71 (9,1%) a la regién Oeste, 43 (5,5%) a la region Este y 6 (0,8%) a la
region Centro (Figura 19). Cabe mencionar que, debido al bajo porcentaje de secuencias de
la region Centro, los analisis estadisticos obtenidos para esta regién deben ser tomados con

cautela.

Los resultados muestran una amplia distribucion del subtipo B, de los recombinantes 12_BF,
38 BF1 y del clado BF1.x en todo el pais. Especificamente, el subtipo B presenta una
frecuencia cercana al 30% (29,6% a 39,7%) en todas las regiones analizadas, siendo el
linaje de mayor prevalencia en las regiones Centro, Noreste y la Zona Metropolitana. En
cuanto al linaje 12_BF, se observa una gran variacion en su frecuencia entre las distintas
regiones, destacandose como el linaje de mayor prevalencia en las regiones Este y Oeste.
En la region Oeste, presenta una frecuencia superior al 50,0%, en marcado contraste con el
15,1% observado en la region Noreste. Los resultados obtenidos de las pruebas Z entre
regiones indican que la regién Oeste tiene una mayor proporcion de secuencias 12_BF y
una menor de subtipo B en comparacion con la regién Noreste y la Zona Metropolitana
(Anexo TABLA1). Aunque el linaje 38_BF1 estd presente en todas las regiones, su
frecuencia es menor que la observada en el subtipo B y 12_BF, oscilando entre el 8% vy el
16% en las diferentes regiones geograficas definidas. Entre los linajes que se encuentran en
todas las regiones, el clado BF1.x es el que posee la menor prevalencia, con la excepcion
de la region Centro, donde su frecuencia iguala a la de 38 BF1. Especificamente, en la
Zona Metropolitana y en las regiones Noroeste, Este y Centro, el clado BF1.x presenta una
frecuencia mayor al 4,0%, oscilando entre el 4,7% y el 16,7%. En la regién Oeste, su

frecuencia es inferior (Figura 19).

El subtipo C y el linaje 31_BC solo fueron identificados (con una frecuencia mayor a 4,0%)
en dos de las cinco regiones analizadas. Mientras que el subtipo C fue detectado en las
regiones Noreste y Centro, el linaje 31_BC fue encontrado en las regiones Noreste, Este v,
en menor medida, en la Zona Metropolitana (Figura 19). A su vez, los resultados de las
pruebas Z de la comparacion entre regiones indican que la region Noreste tiene una mayor
proporcion de subtipo C y, a su vez, una proporcion menor de 12 BF y 38 BF en

comparacion con la Zona Metropolitana (Anexo TABLA 1).
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Figura 19. Distribucion de los linajes del VIH-1 circulantes en Uruguay por region geografica (n =

1270). El grupo "Otros" (gris) engloba los linajes con una frecuencia menor al 4%, detallados arriba de
cada barra.

4.5.2. Género

De las 1270 secuencias de la base de datos GENOUY-VIH que se utilizaron para hacer las

inferencias filogenéticas, un total de 1230 (96,9%) tenian informacion sobre el género del
paciente.

Cuando se compara, mediante el test de Fisher, la cantidad de secuencias discriminada por

los tres géneros (Femenino, Masculino y Transgénero) de cada uno de los linajes por
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separado con la cantidad de secuencias por género del “resto” de los linajes (“resto” incluye
todas aquellas secuencias que no pertenecen al linaje en cuestion), los resultados
obtenidos muestran que existe una asociacién entre el género y el subtipo B (p = 0,000), el
linaje 12_BF (0,005) y el linaje 38_BF1 (0,036). Por otra parte, los resultados de las pruebas
Z (test de proporciones) indican que, el subtipo B tiene una mayor proporciéon de hombres y
una menor proporcion de mujeres que el resto. A su vez, el recombinante 12_BF tiene una
mayor proporcién de individuos transgénero y una menor proporcion de hombres, mientras
que el recombinante 38_BF1 tiene una mayor proporciéon de mujeres y menor proporcion de
hombres (Figura 20, Anexo TABLA 2). Cabe mencionar que, aunque el resultado del test de
Fisher no muestra una asociacién entre el clado BF1.x y el género (p = 0,083), el test de
proporciones indica que este clado presenta significativamente una mayor proporcién de
mujeres y una menor proporcion de hombres que el resto de los linajes en conjunto (Anexo
TABLA 1)

Masculino

Femenino

N Ol T

Transgénero

Proparcion de secuencias

*

o — _ -l | BN _.__,_ _ mmem

BvsnoB 12_BF vs no 12_BF 38_BF1 vs no 38_BF1

*

Figura 20. Linaje y género. Para cada uno de los tres linajes en el que el test de Fisher mostré una
asociacion con el género (B, 12_BF y 38 BF), se muestra el porcentaje de secuencias para cada uno de
los tres géneros analizados (Femenino, Masculino y Transgénero). * Test de proporciones significativos.

A su vez, al realizar estos mismos analisis pero teniendo en cuenta sélo los géneros
Femenino y Masculino, los resultados muestran que existe una asociacion entre el género y
el subtipo B (p = 0,000), el linaje 38_BF1 (p = 0,015) y el clado BF1.x (p = 0,042). Para
estos tres linajes, el test de proporciones fue significativo e igual a los obtenidos cuando se

tienen en cuenta los tres géneros. Como se esperaba, al considerar unicamente el género
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Femenino y Masculino, no se evidencia una asociacion entre el linaje 12_BF y el género, ya
que esta asociacion esta dada por una mayor proporcién de individuos transgénero dentro

de este linaje.

Por su parte, el analisis de riesgo realizado, revel6 que las mujeres presentan un mayor
riesgo de portar la FRC38 BF1 (OR [95% IC] = 1,537 [1,097 - 2,153], p = 0,012) y BF1.x
(OR [95% IC] = 1,545 [1,019 - 2,342], p = 0,040) que los hombres. A su vez, los hombres
presentan un mayor riesgo de tener el subtipo B (OR [95% IC] = 1,792 [1,429 - 2,273],p =

0,000) en comparacion con las mujeres.

Respecto a la comparacién entre linajes, tanto cuando realizan los analisis teniendo en
cuenta los tres géneros como cuando se consideran sélo los géneros Femenino y
Masculino, el test de proporciones evidencia que el subtipo B tiene significativamente una
mayor proporciéon de hombres que las FRCs 12_BF, 28/29 BF1 y 38 BF1, asi como
también que el subtipo C y el caldo BF1.x (Anexo TABLA 2).

4.5.3. Via de transmision

De las 1270 secuencias de la base de datos GENOUY-VIH que se utilizaron para hacer las
inferencias filogenéticas, un total de 1185 (93,3%) tenian informacién sobre la via de
transmisién. Sin embargo, uUnicamente 854 secuencias pudieron ser utilizadas para los
analisis estadisticos, ya que la informacion de las 331 (27,9%) restantes no discriminaba la

via de transmision (“Sexual/Bisexual”).

Los resultados obtenidos del analisis de la relacién entre los linajes y la via de transmision,
teniendo en cuenta HTX (Heterosexual), HSH (Hombre que tienen sexo con Hombres) y
UDIV (Usuarios de Drogas Intravenosas), muestran que existe una asociacion entre esta
variable y el subtipo B (p = 0,000), la FRC38 BF1 (p = 0,000) y el clado BF1.x (p = 0,013)
descrito en esta tesis (Anexo, TABLA 3). Estas mismas asociaciones fueron encontradas
cuando se tuvieron en cuenta Unicamente las vias de transmisién HTX y HSH (datos no

mostrados).

Por su parte, el test de proporciones evidencio que el subtipo B tiene una mayor proporcién
de transmision por HSH (31,1%) que el Resto de los linajes en conjunto (18,6%) (Figura 21,
Anexo TABLA 2). Especificamente, cuando se comparan las proporciones entre linajes, se
observa que el subtipo B tiene una mayor proporcion de transmision por HSH que los
recombinantes 12_BF (21,8%) y 38_BF1 (12,5%), asi como también que el clado BF1.x
(11,0%). A su vez, la FRC38_BF1 tiene una mayor proporcion de transmision por Drogas

(12,5%) y una menor proporcién de transmision por HSH que el Resto (3,1%) (Figura 21,
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Anexo TABLA 2). Concretamente, este recombinante tiene una mayor proporcion de
transmisién por Drogas que el subtipos B (2,9%), la FRC12_BF (4,4%) y el clado BF1.x
(2,7%). Finalmente, el test de proporciones permitiéo determinar que el clado BF1.x tiene una
mayor proporcion (86,3%) de transmision HTX que el Resto (70,8%) (Figura 21, Anexo
TABLA 2).

B N e 000 —————————— I No B

38 BF1 «- - ’ ~~~~~~~ No 38_BF1
e I SOOI RS

BF1x *-

No BF1.x

100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100

Proporcion de secuencias

BWix  Dhsn uDIV

Figura 21. Linaje y via de transmision. Para cada uno de los tres linajes en el que el test de Fisher
mostré una asociacion con la via de transmision (B, 38 _BF y BF1.x), se muestra el porcentaje de
secuencias para cada uno de los tres via de transmisiéon analizadas. * Test de proporciones
significativos. HTX: heterosexual, HSH: hombres que tienen sexo con hombres, UDIV: usuarios de
drogas intravenosas.

Por su parte, el analisis de riesgo, mostré que la via de transmisién HSH presenta mayor
riesgo de transmitir el subtipo B (OR [95% IC] = 1,928 [1,397 - 2,659], p = 0,000) en
comparacion con el resto de los linajes estudiados de forma conjunta. A su vez, la via de
transmisién HTX presenta un mayor riesgo de transmitir la FRC38 BF1 (OR [95% IC] =
2,110 [1,170 - 3,802], p = 0,013) y BF1.x (OR [95% IC] = 2,747 [1,294 - 5,848], p = 0,009)

que el resto de los linajes en conjunto.

4.5.4. Correlacion Temporal

Al analizarse la posible correlacion por afios de los seis linajes mas frecuentes y de los
recombinantes BF1 (se incluyen aqui las FRCs 12_BF, 17_BF1, 28/29 BF1, 38_BF1,
46 _BF1 y BF1.x), el test de Pearson evidenci6é unicamente una correlacién negativa para el
subtipo B (R =-0,525; p = 0,044) a lo largo del tiempo (Figura 22). Esta correlacion negativa
también fue evidenciada cuando los analisis se realizaron por trienios (R = -0,908; p =
0,033) (Figura 23, Anexo FIGURA 1).
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A su vez, el analisis por trienios de los recombinantes BF1 mostré una correlacién positiva
(R =0,929; p = 0,022) a lo largo del tiempo, que no habia sido encontrada en el analisis de

correlacion de Pearson por anos (Figura 23).
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Figura 22.Tendencia temporal por afio. Para cada uno de los seis linajes mas frecuentes y los
recombinantes B, se muestra la proporcion de secuencias por afio en el periodo 2007-2021. En rojo,
aquellos linajes para los que el test de Pearson fue significativo (p-valor < 0,05). “Recombinantes B”:
secuencias 12_BF, 17_BF1, 19_cpx, 20_BG, 24_BG, 28/29 BF1, 31_BC, 38_BF1, 46_BF1, 60_BC y

BF1.x.
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Figura 23. Tendencia temporal por trienio del subtipo B y recombinantes B. Para cada uno de los
linajes, se muestra la proporcion de secuencias por trienio en el periodo 2007-2021. “Recombinantes B”:
12_BF, 17_BF1, 19_cpx, 20_BG, 24_BG, 28/29_BF1, 31_BC, 38_BF1, 46_BF1, 60_BC y BF1.x.

5. Discusion

Este estudio representa el analisis mas exhaustivo de epidemiologia molecular del VIH-1 en
Uruguay hasta la fecha, tanto en términos de la cantidad de secuencias genéticas
consideradas como en el periodo temporal abordado. Su objetivo consistio en la
caracterizacion de la dinamica de la epidemia del VIH-1 mediante el analisis de 1270
secuencias genéticas virales, pertenecientes a la base de datos GENOUY-VIH, que

corresponden a muestras tomadas en el periodo 2007- 2021.

La caracterizacion genética realizada proporciona una vision detallada de los linajes
predominantes de VIH-1 en Uruguay (B, C, 12_BF, 38 BF1, BF1.x y 28/29_BF1) durante el
periodo estudiado. La extensa cantidad de secuencias analizadas permitié también la
identificacion de linajes de menor prevalencia o de introduccion esporadica, como los
sub-subtipos A1 y F1, asi como los recombinantes 01_AE, 17_BF1, 19 _cpx, 20_BG,
24 BG, 31_BC, 41_CD, 46_BF1y 60_BC.

El registro mas antiguo sobre epidemiologia molecular de VIH-1 en Uruguay es un estudio
realizado por el DLSP en el afio 2007, en conjunto con el Instituto de Salud Carlos Il de
Espafa. En dicho estudio, se analizaron filogenéticamente 95 secuencias correspondientes
a fragmentos de los genes gag y vpu/env pertenecientes al periodo 1989-2005. Sus
resultados describen al subtipo B como el linaje mas frecuente. Se identificaron también el
subtipo C y las FRCs 12_BF y 28/29 BF1, ademas de un nuevo recombinante BF
(Ruchansky et al., 2007), el cual se analiza en estudios posteriores y se describe como la
FRC 38_BF1 (Ruchansky et al., 2009).
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Desde el afio 2010, el MSP publica anualmente un informe epidemiolégico que resume la
informacién mas reciente sobre la epidemia del VIH en Uruguay. No obstante, unicamente el
informe del afo 2011 incluye informacion sobre la epidemiologia molecular, especificamente
el analisis de secuencias provenientes del genotipado de resistencia obtenidas entre 2007 y
2010. Estas secuencias comprenden el mismo fragmento de la region pol que se examina
en este trabajo, abarcando parte de los genes pr y rt. Este documento notifica la
prevalencia, en ese entonces, de los subtipos B (46,6%), F (1,16%) y C (1,16%), asi como
de las formas recombinantes BF1 (50,9%), entre los cuales se destacan las FRCs 12_BF y
38_BF1. También se reportan los linajes A1 (0,58%) y D (0,58%) (Informe de la situacion
nacional de VIH/SIDA, 2011).

La publicacion mas reciente que aborda datos moleculares sobre el VIH-1 en Uruguay, se
basa en el analisis de 206 secuencias obtenidas de adultos que iniciaron o reiniciaron la
TARV entre los anos 2018 y 2019. Estas secuencias también abarcan la misma regién de
los genes pry rt que el presente trabajo pero incluye también las posiciones aminoacidicas
1 a 288 de la integrasa. Segun dicho trabajo, los linajes del VIH-1 de mayor prevalencia en
base a la region pol para el periodo analizado fueron, en orden descendente, el subtipo B
(42,0%), los recombinantes B/F1 en su conjunto (37,6%), el sub-subtipo F1 (8,3%), y el
subtipo C (4,4%) (Flieller et al., 2023).

Los resultados del presente estudio refuerzan y ratifican las tendencias previamente
identificadas en investigaciones anteriores, confirmando la predominancia del subtipo B y
los recombinantes BF1 en el panorama genético del VIH-1 en Uruguay. Es esencial resaltar
gue, aunque estas tendencias concuerdan con los estudios mencionados previamente, los
mismos, aunque valiosos, se llevaron a cabo en intervalos temporales mas cortos, no
siempre abordaron la misma regiéon gendmica y emplean diferentes métodos y herramientas
para identificar los linajes del VIH-1, lo que dificulta la comparacion de resultados. El analisis
ininterrumpido a lo largo del periodo de 15 afios que abarca el presente trabajo, posibilita la
identificacion de tendencias epidemioldgicas, manteniendo una metodologia uniforme para

el analisis de todas las secuencias.

Subtipo B

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que, aunque el subtipo B fue predominante
en términos de prevalencia promedio (39,2%) durante el periodo 2007-2021, su frecuencia
ha ido disminuyendo progresivamente a lo largo de dicho periodo (Figura 23, Tabla 2). La
prevalencia calculada para el subtipo B, especificamente para el periodo 2007-2010 (Tabla

2), es similar a la reportada para el mismo periodo por el MSP en su informe del afio 2011,
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donde el subtipo B comprendia el 46,6% de las secuencias analizadas. Sin embargo, en el
periodo 2011-2021, se observa una disminucidn de su frecuencia en relacién con el periodo
anterior (38,7%). En concordancia, el conjunto de todos los recombinantes BF1
caracterizados en este estudio (12_BF, 17_BF1, 28/29 BF1, 38 _BF1, 46_BF1 y BF1.x),
presentd una frecuencia promedio de 54,2%, pero con una frecuencia de 37,9% en el
periodo 2007-2010 y una frecuencia de 54,6% entre 2011 y 2021, evidenciando un aumento
en los ultimos afos. A su vez, el analisis de correlacion temporal, respalda la tendencia al
aumento de los recombinantes B, fendmeno que podria atribuirse a un desplazamiento del
subtipo B por linajes recombinantes que lo incluyen. De hecho, en la ultima década en
regiones como Europa occidental y central, América del Norte y otros paises de América
Latina, se ha observado que la proporcion de subtipo B ha disminuido con el tiempo,
acompafada de un aumento de FRCs y FRUs (Hemelaar et al., 2019; Graf et al., 2021).
Cabe destacar que Flieller et al. (2023), reporta una frecuencia ligeramente mayor para el
subtipo B entre el periodo 2018-2019 (42,0%), que la calculada con los datos de
GENOUY-VIH para ese periodo (37,0%). Esta discrepancia podria atribuirse a la limitada

representatividad dada por el corto periodo temporal analizado en dicho estudio.

La importante presencia de este subtipo en todas las regiones del pais, sugiere que la
introduccion temprana de este linaje en nuestro pais ha contribuido a su predominio a nivel
nacional. Aunque aun no se dispone de informacién acerca del inicio de la epidemia de
subtipo B en Uruguay, esta hipdtesis es concordante con lo propuesto por Mir et al.(2015),
quienes indican que los linajes mas antiguos de subtipo B en América del Sur y Central se
originaron entre finales de la década de 1960 y mediados de la década de 1970. Es
relevante sefialar que, en Brasil se ha caracterizado el linaje de subtipo B mas antiguo de
América Latina (origen estimado 1968) y que la transmision entre paises vecinos juega un
importante papel en la dindmica de este subtipo en el continente (Mir et al., 2015). Dada
esta informacion, es altamente probable que Brasil haya desempefiado un papel central en

la introduccién temprana de este subtipo en Uruguay.

En linea con tendencias globales identificadas en estudios previos (Abecasis et al., 2013;
Takebe et al., 2014), se observé que durante el periodo analizado, el subtipo B exhibi6é una
prevalencia significativamente mayor en hombres (65,2%) que en mujeres (34,0%).
Ademas, se identific6 una asociacion estadisticamente significativa entre este subtipo y la
via de transmision. Es importante destacar que, este subtipo presenta una mayor proporciéon
de infecciones vinculadas a relaciones HSH que el resto de los linajes en su conjunto
(31,1% vs 18,6%). Este hallazgo es también particularmente significativo en comparacién
con los linajes 12_BF (21,8%), 38_BF1 (12,5%) y el clado BF1.x (11,0%). Esto podria
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sugerir que la predominancia del subtipo B en hombres se encuentra impulsada
principalmente por redes de transmision HSH, un patrén que se ha observado en varios
paises a nivel mundial (Patifio-Galindo et al., 2017; Le Vu et al., 2019; Shiino et al., 2020;
Graf et al., 2021) y que, ademas, es respaldada por los resultados del analisis de riesgo,
que indican que la via de transmision HSH presenta un riesgo 1,928 veces mayor de

propagar subtipo B que cualquier otro linaje.

FRCs 12_BF y 38_BF1

En las ultimas décadas, América Latina ha sido lugar de origen de numerosas formas
recombinantes BF, ya que, poco tiempo después de la introduccion del subtipo F del VIH-1
en América del Sur en la década de 1970, ya habian surgido las primeras cepas
recombinantes entre este subtipo y el subtipo B, dando origen a los denominados
recombinantes BF1 (Dilernia et al., 2011). Los recombinantes BF1, han emergido como
actores clave en la epidemia del VIH-1 en toda América del Sur. Estudios previos
(Ruchansky et al.,, 2009; Bello et al., 2010) han sefalado la presencia de estos
recombinantes en nuestro pais, especialmente el 12_BF y el 38 _BF1, sin aportar detalles en

cuanto a sus prevalencias a nivel individual ni asociacion con variables epidémicas.

Bello et al. (2010) evidenciaron que la propagacion de 12_BF en Argentina y Uruguay
constituye una sola epidemia, la que experimenté un rapido crecimiento exponencial
durante los 5-10 anos posteriores a su origen, datado entre 1982 y 1983, para luego
disminuir a partir de principios de la década de 1990. En este mismo estudio se estimo6 que

la epidemia de 38_BF1 se origind entre 1985 y 1986.

De acuerdo con los resultados del presente trabajo, el recombinante 12_BF presenta una
gran importancia epidemioldgica en nuestro pais, siendo el de mayor prevalencia (27,7%)
después del subtipo B durante el periodo 2007-2021. Los analisis de distribucion muestran
que esta FRC se encuentra presente en todas las regiones del pais, pero particularmente
en las regiones Oeste y Este, donde representa el 52,1% y el 32,6% de las secuencias,
respectivamente. Su importante presencia en el Oeste podria explicarse por la alta
prevalencia de este linaje en Argentina (Thomson et al., 2002), pais que colinda con los
departamentos del oeste uruguayo, conectandose por varios cruces fronterizos. En el caso
de la region Este, es probable que se deba a que las costas de Maldonado y Rocha son las
qgue reciben mayor cantidad de turistas argentinos durante los meses de verano. Este
recombinante, se observé en mayor frecuencia en la poblacién transgénero en comparacion
con el resto de los linajes analizados (3,3% vs 1,0%). Aunque estos resultados carecen de

respaldo en la literatura existente, destacan la necesidad de investigaciones futuras para
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comprender mejor este vinculo. Aunque no se encontraron asociaciones significativas con
una via de transmision especifica, aproximadamente el 74% de las secuencias
caracterizadas como 12_BF estan vinculadas a transmision HTX. Este resultado coincide
con estudios previos en Argentina, donde se observdé que la via de transmisién HTX
desempefa un papel fundamental en la diseminacién de este recombinante, al igual que

para los recombinantes BF1 en general (Avila et al., 2002; Gomez-Carrillo et al., 2006).

Durante el periodo analizado, el recombinante 38 BF1 presenté una frecuencia promedio
de 12,8%, distribuyéndose en todas las regiones del pais, con variaciones regionales que
abarcan desde el 8% hasta el 17% del total de casos caracterizados en cada region. Los
analisis estadisticos mostraron que esta FRC es mas frecuente en mujeres (51,3%) que en
hombres (47,5%) y que se presenta con mayor frecuencia entre los UDIV en comparacion
con el resto de los linajes (12,5% vs 3,1%). A pesar de haber sido identificado en Uruguay
(Ruchansky et al., 2009), no existen datos sobre la prevalencia de este linaje para poder
establecer comparaciones con los valores obtenidos en el presente trabajo. Ademas,
tampoco hay informacién sobre la introduccién y diseminacion de esta variante en otros

paises, incluso en los limitrofes.

La unica investigacién previa que proporciona datos de prevalencia para el linaje 12_BF en
Uruguay, reporta una frecuencia del 2,9% durante el periodo 2018-2019 (Flieller et al.,
2023). En dicho trabajo, no se detectan cepas 38 BF1, a pesar de su reconocida
diseminacion en nuestro pais desde al menos la segunda mitad de la década de 1980
(Ruchansky et al., 2007, 2009; Bello et al., 2010). Sin embargo, para este mismo periodo, el
presente trabajo indica una frecuencia promedio de 29,0% para el linaje 12_BF y de 13,0%
para 38 _BF1. Es probable que la falta de secuencias de linaje 38 BF1 en la investigacion
de Flieller et al. (2023) se deba a que la herramienta REGA Subtyping Tool utilizada por
estos autores, no incluye referencias de esta FRC en su base de datos. Mientras que, la
notoria diferencia en las prevalencias de 12 BF entre ambas investigaciones podria
atribuirse, al menos en parte, al enfoque metodolégico, ya que Flieller et al., (2023) analiza
un fragmento perteneciente a la region pol y parte de la Integrasa. Una secuencia
caracterizada como 12_BF a partir de la regién pol puede presentar eventos de
recombinacion en la Integrasa, por lo que pasaria a clasificarse como recombinante de
segunda generacion. La caracterizacion de recombinantes de segunda generacion,
disminuiria la frecuencia de las secuencias clasificadas como 12_BF. Por esto, cuanto mas
extensa la region o regiones genomicas analizadas, mas especifica sera la clasificacion de

linajes.
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Clado BF1.x

El clado BF1.x caracterizado en el presente trabajo, engloba un considerable porcentaje de
las secuencias analizadas (8,3%). Las cepas que integran este clado han estado presentes
en nuestro pais desde al menos el 2007. Su presencia en todas las regiones del pais,
subraya su importancia epidemiolégica en nuestro territorio. Los analisis estadisticos indican
que BF1.x es mas frecuente en mujeres (51,5%) que en hombres (46,5%). Ademas, la
principal via de transmision de BF1.x es la HTX, responsable de mas del 80% de las

infecciones por este linaje.

Aunque se necesitan analisis adicionales para determinar con precision el punto de
recombinacion de las secuencias de este clado, los resultados obtenidos dejan abierta la
posibilidad a dos hipétesis. La primera sugiere que, debido a que se trata de un grupo
moncofilético altamente respaldado, se trate de una nueva FRC de tipo BF aun no descrita.
Por otro lado, la segunda hipdtesis, basada en los amplios rangos de recombinacion
estimados (2519 * 140), plantea la posibilidad de que estas cepas formen parte de una
familia de recombinantes B/F1-like en lugar de representar una unica FRC. Esta perspectiva
considera una familia como un grupo de secuencias recombinantes, cuyas estructuras
gendmicas y puntos de recombinacion pueden no ser los idénticos, pero su patron genético
€s mas cercano a una cepa central definida de esa familia que a cualquier otra (Zhang et
al., 2010).

Para respaldar cualquiera de las hipotesis planteadas, resulta imperativo llevar a cabo la
secuenciacién completa del genoma de las cepas que conforman el clado BF1.x. La
validacién de la presencia de un patrén estructural homogéneo entre todas las secuencias
de este clado a lo largo de la totalidad de su extension gendmica, evidenciaria la existencia
de un nuevo linaje recombinante de VIH-1 no identificado previamente. En cambio, la
deteccion de patrones de estructuracién divergentes a lo largo de la extensién de sus
genomas, nos conduciria a la identificacion de distintas formas recombinantes (URFs y/o
CRFs) que estan contribuyendo a la diversidad de la epidemia del VIH-1 en nuestro pais. La
caracterizacion de esta diversidad resulta fundamental para comprender la dinamica de la

epidemia.

FRCs 28_BF1y 29_BF1

Tanto 28 BF1 como 29 BF1 fueron inicialmente identificados en Brasil. Y, aunque se han
reportado casos esporadicos en Estados Unidos y Espafa, la distribucion de ambos
recombinantes se limita principalmente a la regién Sur de América Latina (De Sa Filho et al.,
2006; Gonzales-Alba et el., 2011; Pyne et al.,, 2013). Las secuencias de GENOUY-VIH
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caracterizadas como 28/29 BF1 abarcan el periodo 2008-2021. No obstante, estudios
previos informan sobre la presencia de estos recombinantes en nuestro pais durante el
periodo 1989-2005 (Ruchansky et al. 2007).

La prevalencia media de 28/29 BF1 entre las secuencias de GENOUY-VIH es de 3,5%. A
diferencia de 12_BF, 38 _BF1 y BF1.x detectados en todas las regiones del pais, no se
caracterizaron cepas 28/29_BF1 en las regiones Centro y Oeste de Uruguay. La region con
mayor prevalencia de estos recombinantes es la Este (7,0%). Esta observacion respalda la
hipétesis de que la introduccion y prevalencia de los linajes 28/29_BF1 en Uruguay estan
influidas por la proximidad geografica y las dinamicas de transmisién con el sur de Brasil,

donde estos linajes tienen una alta prevalencia (Graf et al., 2021).

Por otra parte, no se obtuvieron resultados significativos que permitan vincular estas FRCs
con un grupo de riesgo ni una via de transmision particular. Tampoco se observo una
correlacion temporal significativa. Sin embargo, las pruebas Z permiten ver que este linaje
se presenta con igual frecuencia en hombres y mujeres (representando el 48,8% en ambos

casos) y que el 70,4% de las secuencias de este clado corresponden a transmision HTX.

Subtipo C

Las FRCs 28 BF1 y 29 BF1 no son los unicos linajes del VIH-1 que probablemente fueron
introducidos en Uruguay a través de la frontera con Brasil; de manera analoga, la
introduccion del subtipo C a Uruguay también podria haberse dado desde el sur de Brasil.
Los hallazgos de Bello et al.,(2008) revelaron que la epidemia sudamericana asociada a
este subtipo se originé en Brasil, como resultado de la introduccién de una cepa fundadora
estrechamente relacionada a las secuencias del subtipo C de Burundi, alrededor de 1980.
Desde entonces, este linaje ha sido uno de los subtipos mas relevantes desde el punto de
vista epidemioldgico en Brasil, donde su alta circulaciéon en conjunto con el subtipo B ha
dado lugar a varios recombinantes BC (Bello et al., 2008). El subtipo C presenta una mayor
prevalencia particularmente en la regién sur de Brasil, siendo los estados de Rio Grande do
Sul (44,7%) y Santa Catarina (66,2%) los mas afectados por este subtipo (Graf et al., 2021).
Esto adquiere relevancia dada la cercania geografica y el constante flujo de personas entre
Brasil y Uruguay. En particular, Rio Grande do Sul comparte una frontera seca con Uruguay,
mientras que Santa Catarina se posiciona como uno de los destinos turisticos mas

apreciados por los uruguayos durante los meses de verano.
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Segun lo calculado para el periodo 2007-2021, el subtipo C abarca el 3,1% de las
secuencias de GENOUY-VIH. En particular, para el periodo 2007-2010, se evidencia que el
subtipo C presentd una prevalencia del 1,2%, coincidiendo completamente con los datos
proporcionados por el MSP para ese mismo periodo (Informe de la situacion nacional de
VIH/SIDA, 2011). En contraste con lo observado para el subtipo B, el subtipo C experimentd
un aumento en su prevalencia, alcanzando un 3.1% durante el periodo 2011-2021. Este
incremento se alinea con la tendencia ascendente constatada en la epidemia del subtipo C
en el sur de Brasil a partir del ano 2000 (Graf et al.,, 2016; Mir et al., 2018). Aunque
inicialmente se asocio el aumento de la prevalencia del subtipo C en el sur de Brasil con la
expansion de este en el grupo HSH (Graf et al., 2016), investigaciones posteriores indicaron
que la expansion del subtipo C en el sur de Brasil no se limitaba exclusivamente a un grupo
de riesgo especifico (Mir et al., 2018). Segun las pruebas Z realizadas en el presente
trabajo, el 80% de las secuencias del subtipo C analizadas estan asociadas con transmision
HTX, y su frecuencia no muestra diferencias significativas entre el género femenino (52,5%)
y masculino (47,5%). Ademas, las secuencias pertenecientes a este linaje se encuentran
practicamente concentradas en la region Noreste (8,2%), lo que denota la relevancia de la
movilidad de personas entre paises en la circulacion de variantes del VIH. Ante el evidente
aumento de este subtipo en el sur de Brasil y su importancia en la region fronteriza de
Uruguay con Brasil, es esencial persistir en la vigilancia molecular de su dinamica
epidemioldgica. Esto ayudara en el desarrollo de estrategias para gestionar eficazmente las
posibles implicaciones derivadas del aumento de la prevalencia y diseminacion de este

linaje en nuestro pais.

Linajes de menor prevalencia

De las secuencias analizadas de GENOUY-VIH, el 1,1% corresponde al recombinante
31_BC, un linaje con relevancia epidemiolégica en Brasil (8,9%), especialmente en su
region sur (Fritsch et al., 2018; Graf et al., 2021). No sorprende que la region Noreste de
Uruguay, colindante con Brasil, exhiba la mayor prevalencia de este linaje en nuestro pais.
Por otro lado, el sub-subtipo F1, de alta prevalencia (10,9%) y amplia distribucién en Brasil,
representa el 0,8% del total de secuencias caracterizadas de GENOUY-VIH y también
muestra una presencia destacada en el noreste de Uruguay. La coexistencia de ambos
linajes de importancia epidemiolégica en Brasil en la regidon Noreste de Uruguay, refuerza la
influencia de la proximidad geografica y el movimiento de personas entre estos dos paises

en las dinamicas epidémicas virales.
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En este estudio, también se identificaron los linajes 01_AE (0,2%) y 41_CD (0,1%). El
primero tiene gran relevancia epidemiolégica en Africa y Asia, mientras que la circulacion
del segundo se limita al continente africano (Hemelaar et al., 2021; Billings et al., 2017). Se
sugiere que ambos linajes podrian haber llegado a Uruguay a través de introducciones
vinculadas a la actividad militar en misiones de paz. El linaje 01_AE ha sido documentado
en multiples ocasiones en Uruguay, especialmente entre el personal militar de las Fuerzas
Armadas y el Ejército, que participd en misiones de paz en Camboya (Artenstein et al.,
1995; McCutchan et al., 1996). Por otro lado, la uUnica secuencia de GENOUY-VIH
caracterizada como 41 _CD corresponde a una introduccién desde la Republica
Democratica del Congo (RDC). Es relevante sefalar que el personal militar de Uruguay ha
participado en misiones de paz establecidas por la ONU en diferentes paises, como
Camboya, Mozambique, Angola, Haiti y la RDC, desde 1991 (Peppe & Paparamborda,
2011).

El sub-subtipo A1, que exhibe una diseminacién predominante en regiones de Africa, Asia y
Europa del Este (Tariq et al., 2022), constituye el 0,1% de las secuencias gendmicas virales
analizadas. La introduccién de este linaje en Uruguay parece derivar de eventos

esporadicos.

No hay literatura previa que documente la circulacion de las formas recombinantes 17_BF1,
19_cpx, 24_BG, 46_BF1 y 60_BC en nuestro pais. Estos linajes, con origenes diversos, han
sido identificados en diferentes regiones del mundo. Por ejemplo, el linaje 17_BF1,
inicialmente encontrado en Argentina, ya ha sido documentado en paises vecinos como
Brasil, Bolivia y Paraguay (Aguayo et al., 2008; Guimaraes et al., 2012). Tanto 19_cpx como
24 BG son prevalentes en el Caribe, especialmente en Cuba (Delatorre & Bello, 2013). En
cuanto al linaje 46_BF1, la literatura existente es limitada, y su presencia se ha constatado
Uunicamente en Sao Paulo, Brasil (Sanabani et al., 2006, 2010). Respecto al linaje 60_BC,
originario de ltalia, donde es una de las formas recombinantes mas comunes (Simonetti et
al., 2014; Lai et al.,, 2019), también ha sido identificado en Brasil (Reis et al., 2019). Se
presume que el ingreso a Uruguay de estos linajes es esporadico y su caracterizaciéon
subraya la influencia de la movilidad internacional como factor clave para el aumento de la

diversidad del VIH en Uruguay.
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6. Conclusiones

En este trabajo, se analizaron 1270 secuencias genéticas de VIH-1 a lo largo de 15 afios en
Uruguay. Se determiné que durante el periodo 2007-2021, los subtipos B y C, asi como las
FRCs 12_BF, 38_BF1 y 28/29 BF1 fueron los linajes prevalentes en nuestro pais. También
se identificd la presencia de linajes de baja prevalencia o introduccion esporadica, como los
sub-subtipos A1 y F1, asi como las formas recombinantes 01_AE, 17_BF1, 19_cpx, 20_BG,
24 BG, 31_BC, 41_CD, 46_BF1 y 60_BC. Ademas, se caracterizé un nuevo linaje o posible
familia de recombinantes del VIH-1, con alta prevalencia y ampliamente distribuido en el
pais, al que se denominé BF1.x y, cuya determinacion final requerira analisis adicionales

mediante secuenciacién de genoma completo.

El analisis conjunto de secuencias genéticas virales y datos epidemiologicos, no solo ha
permitido la identificacién y caracterizacién de los linajes circulantes, sino también el
establecimiento de sus relaciones con variables clinicas y demograficas. Este enfoque
integral enriquece la comprension de la dinamica del VIH-1, brindando una visién detallada

de las interacciones entre el virus y la poblacion afectada.

A pesar de las fortalezas de la base de datos utilizada, que constituye el conjunto de datos
moleculares de VIH mas extenso analizado en nuestro pais, es necesario interpretar los
resultados obtenidos con precaucion. En primer lugar, la cobertura de muestreo es un
aspecto a considerar. Anualmente se registran en promedio 900 nuevos casos de VIH en
nuestro pais (Situacion Epidemiolégica de VIH/SIDA en Uruguay, 2022). En este contexto,
la base de datos GENOUY-VIH ofrece una cobertura de muestreo de aproximadamente el
10% de los nuevos casos para el periodo de 15 afios considerado. Esta proporcion ofrece
una representacion considerable de la poblacién afectada en dicho periodo, aunque es
fundamental reconocer que la cobertura de muestreo en la regién Centro del pais es
particularmente deficiente. Esta limitacion sugiere que la situacion epidemiolégica del VIH-1

en esta regién puede no estar adecuadamente reflejada en los resultados obtenidos.

En segundo lugar, dado que la poblacion muestreada comprende individuos en fallo
viroldgico, las prevalencias y tendencias observadas en este estudio probablemente reflejan
eventos de transmisién que ocurrieron algunos afos antes de la fecha de muestreo. En
consecuencia, la prevalencia real de los linajes caracterizados podria ser tanto menor

(subtipo B) como mayor (recombinantes B) de lo que sugieren las estimaciones obtenidas.
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Por ultimo, es necesario tener en cuenta que tanto las secuencias genéticas como los datos
epidemioldgicos fueron originalmente recopilados en el marco de estudios de resistencia
genotipica a ARVs. Dado que, los estudios de genotipificacion solo requieren secuenciar un
fragmento que corresponde al 10% del genoma viral, la caracterizacion se ve limitada. En
caso de que haya eventos de recombinacion en el otro 90% del genoma, estos no serian
detectados, lo que podria subestimar el nimero de secuencias recombinantes y la

diversidad inferida.

Por lo anterior, para los objetivos de la vigilancia gendmica, es crucial atender dos aspectos
fundamentales: optimizar la recopilacién de datos y realizar el analisis de genomas virales
completos. En cuanto a la recopilacién de datos, el formulario adjunto a las muestras para el
genotipado de resistencia presenta desafios, ya que algunas variables no son siempre
completadas por los médicos y otras no estan claramente definidas. La falta de datos en
ciertas variables dificulta los analisis estadisticos, y la variable "género" no diferencia entre
el género asignado al nacer y el tipo de identidad de género. En la configuracion actual de la
base de datos GENOUY-VIH, la categoria "Trans" puede abarcar a individuos de diversos
géneros Y tipos de identidad de género. Seria apropiado considerar la posibilidad de revisar
y ajustar el formulario para reflejar con mayor precision la diversidad de identidades de
geénero presentes en la poblacién. Ademas, la realizacién de analisis de genomas virales
completos se vuelve imperativa en la lucha contra la pandemia del VIH, en respuesta al
incremento alarmante y la rapida diseminacién a nivel mundial de cepas recombinantes. El
aumento de la diversidad genética de la pandemia tiene implicaciones significativas que
pueden afectar diversos aspectos, como la resistencia a los farmacos y la precisién
diagnéstica de ensayos seroldgicos y moleculares. Asi, la necesidad de un seguimiento
continuo de la epidemiologia molecular del VIH a través de la secuenciacién de genomas
completos, se presenta como una herramienta clave para el disefio de tratamientos
adaptados a la realidad epidemiologica del pais y el control del VIH en la poblacion

uruguaya.

En sintesis, las secuencias genéticas y los datos resultantes del genotipado de resistencia,
aunque presentan limitaciones, constituyen un recurso rentable con potencial significativo
para identificar caracteristicas clave de la epidemia de VIH. La vigilancia gendmica,
proporciona valiosa informacién, y su consideracion adecuada, podria contribuir de manera

significativa a la optimizacién de la vigilancia sanitaria del VIH en nuestro pais.
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/. Perspectivas

La caracterizacion molecular es tan solo el primer paso para llevar a cabo la vigilancia
gendmica como estrategia de prevencion y control del VIH en nuestro pais. Los resultados
obtenidos en este trabajo seran la base para caracterizar las redes de transmisién de los
linajes de mayor relevancia, como son el subtipo B y las FRCs 12_BF y 38_BF1 a partir de

un abordaje filodinamico.

Ademas, se espera poder dilucidar si las cepas que integran BF1.x pertenecen a una
"familia de recombinantes" B/F1-like, o representan una forma recombinante no descrita
previamente. Actualmente se esta trabajando en la optimizacion de un protocolo de

secuenciacién con el objetivo de obtener el genoma completo de las mismas.
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9. Anexo

TABLA 1. Regiones: Linajes mas frecuentes y “Otros”

Linajes

Regiones B (%) C (%) 12_BF (%) 28/29_BF1 (%) 38_BF1 (%) BF1.x (%) Otros (%) Total
OESTE 21(29,6) 1(1,4) 37 (52,1) 0 7(9.9) 2(2,8) 3(4,2) 7
NORESTE 29 (39,7) 6(8.2) 11 (15,1) 2(27) 6(8.2) 4 (5,5) 15 (20.6) 73
OESTE 21(29,6) 1(1,4) 37 (52,1) 0 7(9.9) 2(2,8) 3(4,2) 7
METROPOLITANA 228 (39,0) 13 (2,2) 161 (27.6) 23(3.9) 88 (15,1) 52 (8,9) 19 (3,3) 584
OESTE 21(29,6) 1(1,4) 37 (52,1) 0 7(9.9) 2(2,8) 3(4,2) 7
ESTE 13 (30,2) 1(2,3) 14 (32,6) 3(7.0) 5(11,6) 2(4,7) 5 (11,6) 43
OESTE 21(29,6) 1(1,4) 37(52,1) 0 7(9.9) 2(2.8) 3(4.2) 7
CENTRO 2(33,3) 1(16.7) 1(16.7) 0 1(16,7) 1(16,7) 0 6
NORESTE 29 (39,7) 6(8.2) 11 (15,1) 2(27) 6(8.2) 4 (5,5) 15 (20.6) 73
METROPOLITANA 228 (39,0) 13(2.2) 161 (27,6) 23(3.9) 88 (15,1) 52 (8,9) 19(3,3) 584
NORESTE 29 (39,7) 6 (8.2) 11 (15,1) 2(27) 6(8.2) 4 (5,5) 15 (20.,6) 73
ESTE 13 (30,2) 1(2,3) 14 (32,6) 3(7.,0) 5(11,6) 2(4,7) 5(11,6) 43
NORESTE 29 (39,7) 6(8,2) 11 (15,1) 2(27) 6(8,2) 4(5,5) 15 (20,6) 73
CENTRO 2(33.3) 1(16.7) 1(16.7) 0 1(16,7) 1(16.,7) 0 6
METROPOLITANA 228 (39,0) 13(2.2) 161 (27,6) 23(3,9) 88 (15,1) 52 (8,9) 19(3,3) 584
ESTE 13 (30,2) 1(2,3) 14 (32,6) 3(7.0) 5(11,6) 2(4.7) 5(11.6) 43
METROPOLITANA 228 (39,0) 13(2,2) 161 (27,6) 23(3.9) 88 (15,1) 52(8,9) 19 (3,3) 584
CENTRO 2(33,3) 1(16,7) 1(16.7) 0 1(16,7) 1(16,7) 0 6
ESTE 13 (30,2) 1(2,3) 14 (32,6) 3(7.0) 5(11,6) 2(4,7) 5(11.6) 43
CENTRO 2(33,3) 1(16,7) 1(16,7) 0 1(16,7) 1(18,7) 0 6

TABLA 2. Género: Linaje vs Resto
N (%
Linaje (%) Total p-valor*
Masculino Femenino Transgénero

Resto (Todos menos 12_BF) 523 (58,2) 366 (40,8) 9(1,0) 898 0.005
12_BF 171 (51,5) 150 (45,2) 11 (3.3) 332
Resto (Todos menos 28/29 BF1) 673 (56,7) 495 (41,7) 19(1,6) 1187 0.378
28/29 BF1 21 (48,8) 21 (48,8) 1(2,3) 43
Resto (Todos menos 38_BF1) 619 (57,7) 435 (40,8) 18 (1,7) 1072 0.036
38_BF1 75 (47,5) 81 (51,3) 2(1,3) 158
Resto (Todos menos B) 372 (50,5) 348 (47,3) 16 (2,2) 736 0.000
B 322 (65,2) 168 (34.,0) 4(0,8) 494
Resto (Todos menos BF1.x) 648 (57,3) 465 (41,1) 18 (1,6) 1131 0.083
BF1.x 46 (46,5) 51 (51,5) 2(2,0) 99
Resto (Todos menos C) 675 (56,7) 495 (41,6) 20 (1,7) 1190 0,380
[ 19 (47,5) 21 (52,5) 0 40

*Test de Fisher



TABLA 3. Via de Transmision:

Linaje vs Resto

- N (%)
Linaje Total p-valor*
HTX HSH Drogas

Resto (Todos menos 12_BF) 447 (71.,5) 151 (24.2) 27 (4,3) 625 0777
12 BF 169 (73.8) 50 (21,8) 10 (4,4) 229 '
Resto (Todos menos 28/29 BF1) 597 (72.2) 194 (23.5) 36 (4,3) 827 0.932
28/29 BF1 19 (70.4) 7 (25.9) 1(3.7) 27 '
Resto (Todos menos 38 BF1) 532 (71.7) 187 (25,2) 23(3.1) 742 0.000
38 BF1 84 (75,0) 14 (12,5) 14 (12,5) 112 )
Resto (Todos menos B) 393 (76,2) 96 (18,6) 27 (5,2) 516 0.000
B 223 (66,0) 105 (31,1) 10 (3,0) 338 i
Resto (Todos menos BF1.x) 553 (70.8) 193 (24.7) 35 (4.5) 781 0.013
BF1.x 63 (86,3) 8 (11,0) 2(2.7) 73 )
Resto [Todos menos C) 595 (71,9:] 196 [23,7:] 37 {4,5] 828 0.693
C 21 (80,8) 5(19,2) 0 26 '
“Test de Fisher
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FIGURA 1. Tendencia temporal por trienios. Para el subtipo C y linajes BF1 mas frecuentes. Se
muestra la proporcion de secuencias por trienio en el periodo 2007-2021.

Proporcion de secuencias

Proporcion de secuencias

0.050

0040

0.030

0.020

0.010

0050

0040

0.030

0.020

0010

0.000

2007-2008

2010-2012

2007-2009

2010-2012

12_BF
0400
£ 0300 /
g
2 ]
3
® Re=0247
S 0200
8
14
g
&
& 0100
0.000
2013-2015  2016.2018  2019-2021 2007-2000  2010-2012  2013-2015 20162018 2019-2021
Trienios Trienios
28/29_BF1 38_BF1
0140
g
g 0130
g
g
2
£ 0120
e
g
e
g
0110
0100
2013-2015  2016-2018  2019-2021 20072009 2010-2012  2013-2015  2018-2018  2019-2021
Trienios Trienios
BF1.x
0100
L, 0090
]
p
§ o080
s
3
£ 0070
g
0080

2007-2009 2010-2012 2013-2015 2016-2018 2019-2021

Trienios.

60



