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Resumen

El subtipo B del VIH-1 (VIH-1B) es el linaje mejor caracterizado de la pandemia de VIH. En
las Américas, VIH-1B constituye la variante genética predominante y se encuentra
representado por dos grupos genéticamente diferenciados: el clado pandémico (Bean),
responsable de la mayoria de las infecciones, y los clados caribenos parafiléticos (Bcar). En
Uruguay, el subtipo B representa el 39,4% de los casos de VIH; sin embargo, la contribucion
relativa y la dinamica espacio-temporal de los clados pandémicos y no pandémicos
permanecen insuficientemente caracterizadas. En este trabajo se analizaron un total de 491
secuencias del gen pol de VIH-1B y sus metadatos asociados, obtenidos a partir de la
vigilancia nacional en Uruguay entre 2007 y 2021. Los analisis filogenéticos permitieron
identificar secuencias pertenecientes a los clados Bpay ¥ Bcar, @si como reconstruir eventos
de introduccion y dispersion viral. El analisis filogeografico se realiz6 mediante
reconstruccion de estados ancestrales. La dinamica poblacional y epidemiolégica de los
principales clados uruguayos B,y fue evaluada mediante los modelos Bayesian Skygrid y
Birth—Death Skyline. Los resultados evidenciaron que la epidemia uruguaya de VIH-1B
estuvo dominada por el clado Bgpay (96,3%), con una contribucién minoritaria de los clados
Bcar (3,7%). Se identificaron 277 introducciones independientes de Bgpay @ Uruguay, cerca
del 80% de ellas provenientes de Brasil. Dos grandes linajes especificos de Uruguay
(Bpan-uy—t ¥ Bpan-uv-i), emergidos entre mediados y finales de la década de 1980,
representaron una proporcion importante de las infecciones locales. Los analisis
filodindmicos indicaron un crecimiento epidémico sostenido de Bpan_uy-i ¥ Bpan-uy-i hasta
aproximadamente 2005, seguido de una estabilizacién parcial (2005-2015) y una posterior
disminucion de la transmision en los afios mas recientes. Cerca de la mitad de los eventos
de transmision inferidos para Bpan_uy- Y Bpan-uy_n OCurrieron dentro de los primeros dos afos
posteriores a la infeccion primaria. En conjunto, los resultados indican que la epidemia
uruguaya de VIH-1B se caracteriza por frecuentes introducciones, pero con un
establecimiento limitado de linajes, donde la expansién epidémica fue impulsada por un
pequeio numero de linajes pandémicos especificos del pais. Los patrones filodinamicos
indican una epidemia madura en ftransicion desde una fase de expansion hacia una
estabilizacion, seguida por una reciente disminucion en la transmisién. La concentracion de
eventos de transmision durante la infeccion temprana y la fuerte conectividad transfronteriza
resaltan la necesidad de diagnostico precoz y vigilancia molecular sostenida para

interrumpir las redes activas de transmision.

Palabras clave: VIH-1B; vigilancia gendmica; Uruguay.
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1.Introduccion

1.1. VIH-1: panorama general

El reconocimiento del Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) como agente etioldgico
del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) fue el resultado de un proceso
progresivo de caracterizacion clinica, epidemioldgica y viroldgica iniciado a comienzos de la
década de 1980. Los primeros casos posteriormente reconocidos como SIDA fueron
reportados en Estados Unidos a comienzos de la década de 1980. En 1981 se describieron
cinco casos de neumonia atipica por Pneumocystis en hospitales de Los Angeles, todos
ellos en hombres homosexuales previamente sanos, quienes ademas presentaban
infecciones oportunistas como candidiasis mucocutanea y neoplasias como sarcoma de
Kaposi (Gottlieb et al., 1981; Hymes et al., 1981).

Posteriormente, se notificaron casos similares en otros grupos poblacionales, incluidos
usuarios de drogas intravenosas (Quagliarello et al., 1982), personas con hemofilia (CDC,
1982), receptores de transfusiones sanguineas (CDC, 1982), nifios (CDC, 1982), parejas
heterosexuales de personas afectadas (CDC, 1983) y personas privadas de libertad (CDC,
1983), tanto en Estados Unidos como en Europa. Estos hallazgos permitieron caracterizar
progresivamente el nuevo sindrome desde el punto de vista clinico y epidemiolégico, y
mostraron que el patrén de aparicion de los casos era compatible con la transmision de un
agente infeccioso por via sexual, sanguinea y perinatal. En este contexto, se consolido la
denominaciéon SIDA, en referencia a un compromiso inmunoldgico severo que no era

congénito, sino adquirido durante la vida.

En 1983, el grupo liderado por Luc Montagnier en el Instituto Pasteur de Paris logré aislar
un retrovirus asociado al cuadro de inmunodeficiencia observado, a partir de células de un
paciente con linfadenopatia, al que denominé virus asociado a linfadenopatia (LAV, por sus
siglas en inglés) (Barre-Sinoussi & Chermann, 1983). Posteriormente, y tras la confirmacion
de que diferentes aislamientos virales correspondian al mismo agente, en 1986 se propuso
unificar su denominacion bajo el término VIH, en el marco del Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV) (Coffin et al., 1986; 2021). En la clasificacion taxonémica vigente
del ICTV, los virus denominados VIH-1 y VIH-2 se incluyen en las especies Lentivirus
humimdef1 y Lentivirus humimdef2, respectivamente, dentro del género Lentivirus (Zerbini
et al., 2025).
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Esta clasificacion taxondémica aporta informacion relevante sobre sus caracteristicas
biolégicas. El prefijo retro- alude al flujo inverso de la informacion genética caracteristico de
estos virus, en el cual el genoma de ARN es retrotranscrito a ADN bicatenario por accion de
la transcriptasa reversa. Ese ADN viral puede luego integrarse en el genoma de la célula
hospedadora, formando el provirus. Por su parte, el componente lenti (del latin lentus,
lento), presente en la denominacion del género Lentivirus, alude al curso clinico prolongado
caracteristico de estos virus, con un extenso periodo asintomatico o una progresion lenta
entre la infeccion inicial y la aparicion de manifestaciones clinicas graves (Gifford et al.,
2008).

1.2. Situacion epidemioldgica

1.2.1. Estado actual de la pandemia del VIH

En 2024, se estim6 que aproximadamente 91,4 millones de infecciones por VIH [73,4-116,4
millones] se han producido desde el inicio de la pandemia. En ese mismo afo, alrededor de
40,8 millones de personas [37,0-45,6] vivian con VIH y se registraron 630.000 muertes
[490.000-820.000] relacionadas con SIDA.

Histéricamente, Africa Subsahariana ha sido la regién mas afectada por la pandemia. En
particular, en Africa oriental y Africa meridional concentran el 52% de las personas que
viven con VIH a nivel global, lo que equivale a aproximadamente 21,1 millones de personas
[18,9-23,0 millones]. Dentro de esta region, paises como Sudafrica y Mozambique

presentan las mayores tasas de prevalencia.

En términos de impacto, le siguen Asia y el Pacifico, que concentran el 17% de las
personas que viven con VIH a nivel global, con aproximadamente 6,9 millones de personas
[4,9-7,2 millones], destacandose India como el pais con mayor numero de personas
viviendo con VIH. Por su parte, Africa central y occidental concentra el 13% de las personas
viviendo con VIH, con aproximadamente 5,2 millones [4,5-5,6 millones], destacandose la

Republica Democratica del Congo (RDC) y Camerun como los paises mas afectados.

América Latina y el Caribe representan aproximadamente el 7% de las personas viviendo
con VIH a nivel global, con alrededor de 2,8 millones [1,7-3,1 millones], siendo Brasil,

México, Colombia y Argentina los paises mas afectados.

América del Norte y Europa central/occidental representan conjuntamente el 6% de las

personas viviendo con VIH a nivel mundial, con aproximadamente 2,5 millones [1,9-2,6
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millones], siendo Estados Unidos, Francia e Italia los paises con mayor numero de personas
viviendo con VIH. Finalmente, Europa oriental y Asia central concentran el 5%, con
aproximadamente 2,1 millones [1,7-2,1 millones], mientras que Medio Oriente y Africa del
Norte representan el 0,6%, con aproximadamente 240.000 personas [150.000-210.000]
viviendo con VIH (ONUSIDA, 2025. http://aidsinfo.unaids.org/).

Entre 2010 y 2024, el numero de nuevas infecciones por VIH disminuyé de forma
considerable en varias regiones del mundo, particularmente en Africa oriental y meridional
(56%), Africa occidental y central (55%) y Asia y el Pacifico (17%). Sin embargo, esta
tendencia no ha sido uniforme a nivel global. En algunas regiones, como Medio Oriente y
Africa del Norte, el nimero de nuevas infecciones aumenté un 94% durante el mismo
periodo (ONUSIDA, 2025; http://aidsinfo.unaids.org/).

En este contexto, América Latina se aparta de la tendencia mundial agregada de reduccion
de nuevas infecciones, con un aumento del 13% entre 2010 y 2024, mientras que el Caribe
registr6 una reduccion del 21% (ONUSIDA, 2025; http://aidsinfo.unaids.org/). Esta
heterogeneidad en las tendencias epidemiolégicas refleja, en parte, la influencia de factores
estructurales (como la desigualdad, el estigma y la discriminacion asociados al VIH y al
SIDA) que continuan limitando el acceso al diagndstico, la prevencién y el tratamiento, y
obstaculizan una respuesta sanitaria sostenida y equitativa frente a la pandemia
(Conferencia Internacional sobre el SIDA—ONU, 2016).

1.2.2. Epidemia de VIH/SIDA en Uruguay

En Uruguay, el Ministerio de Salud Publica (MSP) estima que viven alrededor de 17.000
personas con VIH, es decir aproximadamente 0,6% del total de personas con VIH de
América Latina y el Caribe en conjunto. En nuestro pais, se registraron en promedio 900
nuevos casos de VIH anuales en el ultimo quinquenio. Las tasas de notificacion de nuevos
diagnosticos en todas las franjas etarias son considerablemente mas altas en el sexo
masculino, con una relacién de 2,4 hombres por cada mujer. Las personas de entre 25y 44
afios son el grupo etario con mayor tasa de notificacién. A su vez, la via sexual es la
principal forma de transmision. En relacién con la transmision vertical, el uso de terapia
antirretroviral (TAR) y las politicas de salud publica han contribuido a que, durante el ultimo
quinquenio, esta tasa se haya mantenido por debajo del 2% (Situacion Epidemiologica de
VIH/SIDA en Uruguay, 2025).

Si bien en los ultimos afos la prevalencia de VIH en la poblacion general se ha mantenido

por debajo del 1%, la epidemia no se distribuye de manera homogénea entre los distintos
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grupos poblacionales. Uruguay presenta un patrén epidemiolégico concentrado en
poblaciones clave, con prevalencias superiores al 5% en algunos grupos. Estas poblaciones
incluyen mujeres trans, con prevalencias reportadas cercanas al 21% y valores de hasta
26% en estudios especificos que involucran particularmente a trabajadoras sexuales trans;
hombres que tienen sexo con hombres (HSH), con prevalencias cercanas al 10%; y

trabajadores sexuales masculinos, con valores alrededor del 8%.

Otras poblaciones también muestran valores elevados, como las personas usuarias de
pasta base de cocaina y aquellas con antecedente de uso de drogas intravenosas
(6%-10%), asi como las personas privadas de libertad (2,4%). Por su parte, las trabajadoras
sexuales mujeres presentan una prevalencia considerablemente menor (0,7%) dentro de las
poblaciones clave relevadas, posiblemente asociada a estrategias de control sanitario.
Estos datos evidencian la distribucion heterogénea de la epidemia y subrayan la importancia
de establecer estrategias de prevencion, diagnostico y tratamiento focalizadas en
poblaciones de mayor vulnerabilidad (MSP, 2015).

1.3. Biologia del VIH

1.3.1. Estructura y genoma

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 fusibn de membranas (Knipe &
Howley, 2013). Por debajo de la envoltura se encuentra la proteina de matriz p17 y, hacia el
interior, la capside viral interna (core) que presenta una estructura de cono truncado y esta
compuesta por la proteina p24. En el interior de esta estructura se aloja el genoma viral,

asociado a proteinas de la nucleocapside que contribuyen a su organizacién y estabilidad.

El genoma del VIH esta constituido por dos copias de ARN monocatenario de sentido
positivo, idénticas y no complementarias, de aproximadamente 9,75 kb. En la particula viral
también se encuentran tres enzimas esenciales para la replicacion: la retrotranscriptasa
(RT), la integrasa (IN) y la proteasa (PR) (Carballal & Oubifia, 2001; Rosas et al., 2013)
(Figura 1a).
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Figura 1. Estructura y organizacién genémica del VIH-1. a) Esquema comparativo de la particula viral inmadura y
del virion maduro de VIH-1, ilustrando los cambios estructurales asociados al proceso de maduracion viral (adaptado
de ViralZone, 2025). b) Mapa del genoma proviral de VIH-1, representado segun la cepa de referencia HXB2
(extraido de Los Alamos HIV Sequence Database, https://www.hiv.lanl.gov).

A nivel genémico, el virus presenta tres regiones principales que codifican proteinas
estructurales y enzimas necesarias para la infeccion viral productiva (gag, pol y env). La
region gag codifica proteinas estructurales, incluyendo la proteina de matriz p17 y la
proteina de la capside p24; la regién env codifica las glicoproteinas de la envoltura viral
gp120 y gp41; mientras que la regidon pol codifica la RT, la IN y la PR virales.
Adicionalmente, el genoma viral incluye genes regulatorios y accesorios, tales como fat, rev,
nef, vif, vpry vpu, que codifican proteinas que desempenan funciones clave en la regulacion
de la replicacion viral, la infectividad y la interaccion con la célula hospedera. En estado de
provirus, el genoma esta flanqueado por secuencias largas repetidas (LTR, por sus siglas
en inglés) que contienen regiones necesarias para la integracion del ADN viral en el
genoma de la célula hospedera y participan de la regulacién de la transcripcion viral (Figura
1b) (Knipe & Howley, 2013; Foley et al., 2016).
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1.3.2. Ciclo replicativo

El ciclo replicativo del VIH comienza con la union de la glicoproteina viral gp120 al receptor
CD4 presente en la superficie de las células diana, principalmente linfocitos T CD4+,
macrofagos y células dendriticas. Esta interaccion induce cambios conformacionales que
permiten la union a los correceptores de quimiocinas CCR5 o CXCR4, lo que facilita la
fusién de la envoltura viral con la membrana celular. Este proceso es mediado por la

glicoproteina viral gp41 y permite la entrada del core viral al citoplasma celular.

Una vez en el interior de la célula, el ARN viral monocatenario es convertido en ADN de
doble cadena mediante la accion de la enzima RT. Posteriormente, este ADN viral es
transportado al nucleo e integrado en el genoma de la célula hospedadora por la enzima IN.
A partir de este provirus integrado, la maquinaria celular transcribe nuevos ARN virales que
sirven tanto como genomas virales como ARN mensajeros para la sintesis de proteinas
virales. Estas proteinas y genomas se ensamblan en la membrana plasmatica formando
particulas virales inmaduras que, tras su liberacién de la célula por gemacion, maduran
mediante la accion de la PR viral, dando lugar a viriones capaces de iniciar nuevos ciclos de

infeccion (Knipe & Howley, 2021)

1.3.3. Dinamica de replicacion, intervencion terapéutica y resistencia

La infeccion por VIH se caracteriza por una fase aguda inicial, asociada a niveles elevados
de viremia y a una disminucion marcada de los linfocitos T CD4+. Aunque se desencadena
una respuesta inmunitaria robusta, esta no logra erradicar el virus, lo que permite el
establecimiento de una infeccidon crénica persistente. Durante esta fase cronica, en
ausencia de tratamiento, el virus continua replicandose a niveles variables, lo que conduce
a una progresiva deplecion de linfocitos T CD4+. Tras un periodo asintomatico de duracion
variable, esta pérdida sostenida de células inmunitarias culmina en el desarrollo del SIDA,
definido por inmunosupresién avanzada y la aparicion de infecciones oportunistas y

neoplasias asociadas (Deeks et al., 2015).

El desarrollo de la TAR ha modificado significativamente la evolucion clinica de la infeccion
al intervenir de manera especifica en distintas etapas del ciclo replicativo viral. Los
diferentes grupos de antirretrovirales inhiben procesos como la entrada del virus a la célula,
la retrotranscripcion del ARN viral, la integracion del ADN viral en el genoma celular y la

maduracion de nuevas particulas virales.
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La utilizacion combinada de farmacos con mecanismos de accién complementarios permite
una supresion sostenida de la replicacion viral, lo que se traduce en una reduccién
significativa de la carga viral plasmatica (frecuentemente hasta niveles indetectables por
técnicas convencionales) y en una recuperacion parcial del recuento de linfocitos T CD4+.
En consecuencia, la infeccion por VIH ha pasado de ser una enfermedad inexorablemente
progresiva y letal a una condicién crénica controlable bajo tratamiento sostenido y adecuada

adherencia terapéutica (Menendez-Arias, 2010; Sierra & Hauke, 2012).

Sin embargo, la elevada tasa de mutacién del VIH y su intensa dinamica replicativa
favorecen la emergencia de variantes virales con mutaciones asociadas a resistencia a
antirretrovirales. Estas mutaciones pueden comprometer la eficacia de los tratamientos y
limitar las opciones terapéuticas disponibles, constituyendo un desafio relevante para el
control de la infeccion (Clavel et al., 2004). En este contexto, los estudios de genotipado de
resistencia se han convertido en una herramienta clave para el manejo clinico de las
personas con VIH y para la vigilancia de la resistencia a antirretrovirales (Giinthard et al.,
2019).

1.4. Mecanismos generadores de diversidad

La elevada variabilidad genética del VIH constituye un determinante clave de su capacidad
adaptativa. Varios mecanismos generadores de diversidad hacen que el VIH sea una de las
entidades virales de evolucién mas rapida estudiadas hasta el momento. Uno de ellos es su
alta tasa de mutacion debido a la baja fidelidad de su RT durante el proceso de replicacion.
Los retrovirus, asi como otros virus ARN, presentan tasas de mutacién elevadas debido a la
falta de actividad correctora de errores de sus polimerasas virales. Particularmente, el VIH
presenta una tasa de mutacion de aproximadamente 3,4x10~° mutaciones/sitio/ciclo de
replicacién. Dado que su genoma tiene una longitud de 9,75 kb y que se producen
aproximadamente 10" viriones por dia, podrian generarse millones de variantes en una

persona infectada en tan solo un dia (Morrondo et al., 2005; Taylor et al., 2008).

Otro mecanismo que contribuye significativamente a la amplia diversidad genética del VIH,
es la recombinacion. En este proceso se generan genomas recombinantes ya sea a partir
de una infeccién secuencial (reinfeccion) o por una infeccién simultanea (coinfeccion) con
linajes virales distintos. En estas condiciones, pueden generarse viriones que encapsidan
dos genomas del mismo linaje (homodimeros) o genomas provenientes de linajes distintos
(heterodimeros). Estos ultimos, pueden originar genomas recombinantes durante la

retrotranscripciéon, como producto de los saltos alternativos que realiza la RT entre ambos

17



genomas encapsidados. El mecanismo de recombinacién genética media la reparacion de
genomas retrovirales defectivos, incrementa la diversidad viral y acelera la propagacién de

mutaciones ventajosas (Alexiev & Dimitrova, 2025; Onafuwa-Nuga & Telesnitsky, 2009).

La corta duracion del ciclo replicativo del VIH constituye un factor que amplifica la
generacion de diversidad genética. Este ciclo puede completarse en aproximadamente 1-2
dias, lo que permite numerosas rondas de replicacion viral en un corto periodo de tiempo vy,
por lo tanto, multiples oportunidades para la aparicion de mutaciones y eventos de
recombinacion. Como consecuencia, la poblacién viral dentro de un mismo hospedero
puede diversificarse rapidamente, favoreciendo la seleccion de variantes con ventajas
adaptativas frente a la respuesta inmune del hospedero o la presion selectiva ejercida por

los farmacos antirretrovirales (Perelson et al., 1996; Santoro & Perno, 2013).

En conjunto, las altas tasas de mutacion y recombinacion, sumadas a los tiempos de
replicacion cortos, llevan a la produccidon de poblaciones altamente diversas. Este conjunto
de variantes estrechamente relacionadas dentro de un mismo hospedero se denomina
cuasiespecie viral. Estas poblaciones estdan compuestas por un espectro de genomas
estrechamente relacionados, generados por mutacion, recombinacion y seleccion (Domingo
et al., 1998; Schneider & Roossinck, 2001; Gartner et al., 2020). Esta alta diversidad le
confiere al VIH la capacidad de adaptarse a la respuesta inmune del hospedero y adquirir

resistencia a la TAR (Castelbranco et al., 2010; Delatorre et al., 2017).

1.5. Clasificacion molecular

La elevada variabilidad genética del VIH ha dado lugar a una compleja clasificacién
molecular, que permite distinguir dos tipos principales, VIH-1 y VIH-2 (Figura 2). El VIH-1 se
encuentra ampliamente distribuido a nivel mundial y se subdivide en cuatro grupos: M, N, O
y P, cada uno originado a partir de eventos independientes de transmisién interespecie

desde primates no humanos para humanos (eventos zoonaéticos) (Sharp & Hahn, 2011).

Analisis filogenéticos indican que los grupos M y N surgieron a partir de linajes del Virus de
la Inmunodeficiencia Simia (VIS) de 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 linajes de VISgor que infectan 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 restringen principalmente al

continente africano, el grupo M fue capaz de propagarse con éxito en la poblacion humana,
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siendo el responsable de la actual pandemia y de mas del 99% de las infecciones por VIH a
nivel global. Hasta el momento, el grupo M se subdivide en diez subtipos (A-D, F—H y J-L).
Dentro de los subtipos A y F se han descrito diversos sub-subtipos (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).
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Figura 2. Origen y clasificacion del VIH. Los distintos grupos de VIH-1 y VIH-2 son el resultado de al menos 13
eventos independientes de transmision interespecie de linajes 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.

Las formas recombinantes representan nuevos linajes con genoma en mosaico que surgen
a partir de eventos de recombinacion entre dos o mas linajes parentales previamente
identificados. Cuando se identifica un recombinante con el mismo patrén en al menos tres
personas epidemiolégicamente no vinculadas entre si, se le denomina forma recombinante
circulante (FRC; CREF, por sus siglas en inglés). A medida que se van descubriendo nuevas
FRCs, se les asigna un numero consecutivo seguido de los linajes parentales que la
conforman (Ej. 02_AG, 12_BF, 31_BC) (Seitz, 2016).
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La nomenclatura correspondiente se encuentra disponible en la base de datos Los Alamos
HIV Database (https://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/crfdb/crfs.com), donde se
listan las FRCs identificadas hasta la fecha. Por otro lado, los recombinantes entre subtipos
0 FRCs que se han encontrado en menos de tres individuos o en grupos de personas
infectadas relacionadas epidemiolégicamente, se denominan formas recombinantes unicas
(FRU; UREF, 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., 2020). Hasta la fecha, se han identificado mas de 170 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 linajes de VISsmm provenientes de los monos mangabey
(Cercocebus atys) a humanos (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, que se asocian a eventos zoonoéticos esporadicos
vinculados al contacto con monos mangabey (Visseaux et al., 2019; de Mendoza et al.,
2021).

1.6. Distribucidn geografica de los subtipos y recombinantes

La distribucion geografica de los subtipos y FRCs del VIH-1 identificados hasta el momento
varia notablemente a nivel global (Figura 3). El subtipo C es el predominante y responsable
de la mitad de las infecciones en el mundo (50,4%). Este subtipo presenta una marcada
prevalencia en paises del sur de Africa, India y Etiopia, regiones donde representa mas del
97% de las infecciones. El subtipo A ocupa el segundo lugar en términos de prevalencia
global (12,4%) y predomina en Europa oriental y Asia, donde representa mas del 75,6% de
los casos, asi como en Africa occidental (51,7%). Por otro lado, el subtipo B es responsable
del 11,3% de las infecciones a nivel mundial y predomina en el Caribe (91,0%), en América
del Sur (76,1%) y Europa occidental y central junto con América del Norte (83,2%). Su
prevalencia se ha mantenido relativamente estable durante los ultimos 15 afos, sin
embargo, histéricamente, siempre ha sido poco frecuente en el continente africano. A su
vez, los subtipos G (2,9%) y D (2,6%), son prevalentes principalmente en Africa central y
occidental. Los subtipos F, H, J, Ky L presentan frecuencias globales muy bajas, cercanas o
inferiores al 0,1% cada uno, y se concentran principalmente en el continente africano
(Hemelaar et al., 2019; Nair et al., 2024).
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Figura 3. Distribucion de los distintos subtipos y FRCs de VIH-1 prevalentes en el mundo (Abecasis &
Vandamme, 2015; Bbosa et al., 2019; Hemelaar et al., 2019).

Por ultimo, aproximadamente el 4% de las infecciones son causadas por linajes
recombinantes (Hemelaar et al., 2019; Nair et al., 2024). 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., 2020). 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
epidemioldgica 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
region se han descrito otras FRCs, tales como la 39 _BF1, 40 _BF1, 71_BF1, 72_BF1,
81 _cpx, 90_BF1 y 99 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; Rios et al., 2005; De Sa Filho et al.,
2006; Santos et al., 2006; Guimaraes et al., 2008; Ruchansky et al., 2009; Aulicino et al.,
2012; Pessoa et al., 2014; Reis et al., 2017; 2019).
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1.7. Subtipo B: origen y diseminacion

El subtipo B del VIH-1 (VIH-1B) fue responsable de las primeras epidemias de gran escala
establecidas fuera del continente africano, las cuales marcaron una etapa clave en la
expansion global de la pandemia (Gilbert et al., 2007; Faria et al., 2014). Aunque representa
aproximadamente el 11,3% de las infecciones a nivel mundial, constituye la variante de VIH
con mayor dispersién geografica y ha ocupado un lugar central como referencia en la

investigacion molecular, filogenética y farmacolégica del virus (Junqueira & Almeida, 2016).

La evidencia histérica y filogenética sitia el origen del subtipo B en Africa Central,
particularmente en Kinshasa (actual RDC), a mediados del siglo XX. Posteriormente, se
habria producido una unica introduccién en Haiti entre 1962 y 1970. La hipétesis mas
aceptada vincula este evento con el retorno de trabajadores haitianos que residieron
durante anos en el antiguo Congo Belga (Pepin, 2011; Piot et al., 1984). Desde Haiti se
originaron dos procesos epidemiolégicos y evolutivos diferenciados que estructuran la
diversidad actual del VIH-1B (Gilbert et al., 2007; Faria et al., 2014; Worobey et al., 2016).

Por un lado, la dispersion regional temprana dentro del Caribe dio lugar a los clados
denominados subtipo B Cariberio (Bcar), derivados de la diversificacion inicial del virus en la
cuenca caribefia (Cabello et al., 2014). Estos clados dominan varias epidemias insulares,
constituyendo un componente persistente de la transmision local. Por otro lado, una
introduccion desde Haiti hacia Estados Unidos entre 1966 y 1972 dio origen al clado
denominado subtipo B pandémico (Bgay), que posteriormente impulsé la expansion global
del subtipo B hacia el resto del mundo (Robbins et al., 2003; Gilbert et al., 2007) (Figura 4).

Secuencias archivadas de VIH permitieron rastrear la diversificacion temprana del clado
Bean €n Estados Unidos hasta la ciudad de Nueva York. El ancestro comun mas reciente fue
estimado alrededor de 1972 (1970-1974). Esta reconstruccion temporal sugiere
aproximadamente una década de circulacion criptica del virus antes del reconocimiento
clinico del VIH/SIDA en 1981 (Worobey et al.,, 2016). Durante los primeros afos de la
epidemia en Estados Unidos, aunque se registraron transmisiones heterosexuales (HTX), la
expansion estuvo predominantemente asociada a redes de transmisiéon entre HSH. Se ha
sugerido que la introduccién inicial del virus desde Haiti pudo haber estado vinculada al
turismo sexual, dado que Haiti constituia un destino frecuente para hombres homosexuales
de Nueva York en ese periodo. La intensa movilidad internacional y los flujos migratorios
hacia y desde Estados Unidos favorecieron la rapida diseminacién internacional del clado

Bran, consolidando su papel como linaje pandémico (Pepin 2011; Junqueira et al., 2011).
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Figura 4. Origen y diseminacion geografica del VIH-1B en el mundo. Las lineas azules representan las
principales rutas de dispersion de la forma pandémica del subtipo B del VIH-1 y los principales epicentros de la
enfermedad. Las lineas naranjas representan la direccion de la dispersion del linaje B no pandémico (extraido y
modificado de Junqueira & Almeida, 2016).

En América Latina, el clado B,y constituye el linaje predominante dentro del subtipo B. Este
patron es particularmente marcado en América del Sur, donde Bpyy representa mas del 90%
de las infecciones por VIH-1B en la mayoria de los paises estudiados (Cabello et al., 2015;
Worobey et al., 2016). En América Central, se ha propuesto que una unica introduccion de
Bran habria dado origen a aproximadamente el 62% de las infecciones actuales por VIH-1B
(Murillo et al., 2013). Los clados B¢ar, €n cambio, predominan en varias islas del Caribe,
pero también han sido detectados en la mayoria de los paises de América Latina,
generalmente con baja frecuencia relativa (1-10%) (Junqueira et al., 2011; Cabello et al.,
2015; Arantes et al., 2019) (Figura 5).

Tras su establecimiento en la region, el clado Bgpay dio lugar a multiples linajes de
transmisién en Ameérica Latina, algunos de alcance regional y otros restringidos a paises
especificos. En un estudio filodinamico basado en 6789 secuencias del gen pol de VIH-1B
provenientes de siete paises latinoamericanos, se identificaron 12 clados principales del
linaje Bpay que, en conjunto, representaron aproximadamente el 36% de las secuencias
analizadas de la region (Mir et al., 2015). Entre ellos se reconocieron dos linajes regionales

principales: el Sudamericano (Bpan.sav), integrado por secuencias de Argentina y Brasil, y el
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Centroamericano (Bpan.caw), integrado por secuencias de Honduras y El Salvador. Ademas,
se identificaron clados predominantemente especificos de pais en Argentina, Brasil, México
y Peru. La mayoria de estos clados se habria originado entre finales de la década de 1960 y
fines de la década de 1980, con una fase inicial de crecimiento exponencial seguida de una
desaceleracion reciente de su expansion. Estos resultados sugieren que una proporcion
importante de las infecciones por VIH-1B en América Latina derivd de la expansién de un
numero limitado de linajes fundadores, en un contexto de transmision predominantemente

intra-pais y entre paises vecinos, con limitada mezcla regional (Mir et al., 2015).

Dentro de este marco regional, la historia evolutiva del VIH-1B en Uruguay permanece en
gran medida inexplorada. La vigilancia molecular a nivel nacional indica que el VIH-1B
predomina en Uruguay (39,3%) y esta fuertemente asociado con transmision entre HSH
(Podchibiakin et al., en revision, Anexo 1). Sin embargo, Uruguay no estuvo representado
en los estudios regionales previos sobre la diversificacion del VIH-1B en América Latina,
debido a la limitada disponibilidad de secuencias nacionales en ese momento (Cabello et
al., 2015; Mir et al., 2015). En consecuencia, la contribucion relativa de los clados Bgpay ¥
Bcar @ la epidemia nacional, su frecuencia de introduccion y la persistencia a largo plazo de

las redes de transmision local aln no han sido caracterizadas.
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Figura 5. Proporciéon estimada de los clados B¢ar (rojo) y Bpay (azul) de VIH-1B en distintos paises de
América Latina. Los paises en azul representan aquellos con datos disponibles de secuencias de VIH-1B, mientras
que los paises en gris indican ausencia de datos publicados hasta 2015 (extraido y modificado de Cabello et al.,
2015).
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1.8. Herramientas y marco conceptual

1.8.1. Filogenia molecular

La filogenia molecular es una disciplina que utiliza secuencias genéticas para inferir
relaciones evolutivas entre organismos, genes o poblaciones. Su fundamento es que las
secuencias acumulan cambios a lo largo del tiempo como resultado de procesos evolutivos
tales como mutacion, recombinacién, seleccion y deriva génica. A partir de la comparacion
de estas secuencias es posible reconstruir hipotesis sobre su historia evolutiva, usualmente
representadas en forma de arboles filogenéticos. En este contexto, las diferencias
observadas entre secuencias se interpretan como el resultado de cambios evolutivos
acumulados a lo largo del tiempo, modelados principalmente como sustituciones

nucleotidicas, bajo un determinado modelo de evoluciéon molecular (Lemey et al., 2009).

1.8.2. Modelos probabilisticos de sustitucion nucleotidica

La reconstruccion filogenética requiere un modelo explicito que describa cémo las
secuencias cambian a lo largo del tiempo. En el marco de la inferencia filogenética
moderna, el proceso de sustitucion nucleotidica suele modelarse como una cadena de
Markov en tiempo continuo, donde las sustituciones entre nucleétidos (A, C, Gy T) ocurren
segun tasas definidas por una matriz de tasas instantaneas Q. Esta matriz resume el
proceso evolutivo subyacente y permite calcular la probabilidad de observar las secuencias

actuales dado un arbol filogenético y un conjunto de parametros (Felsenstein, 2004).

Se han propuesto diversos modelos de sustitucion, que difieren principalmente en el nimero
de parametros y supuestos utilizados para describir el proceso evolutivo. EI modelo mas
simple propuesto es el modelo de Jukes y Cantor (JC69), que asume que los cuatro
nucledétidos presentan frecuencias de equilibrio iguales y que todas las sustituciones ocurren
con la misma tasa (Jukes & Cantor, 1969). Posteriormente, el modelo de Kimura de dos
parametros (K80) introdujo una distincion biolégicamente mas realista al reconocer que las
transiciones suelen ocurrir con mayor frecuencia que las transversiones (Kimura, 1980).
Modelos mas complejos permiten estimar frecuencias nucleotidicas desiguales y tasas
diferenciadas entre tipos de sustitucion, ofreciendo representaciones mas realistas del
proceso evolutivo. Entre ellos se encuentran el modelo de Hasegawa-Kishino-Yano (HKY85)
(Hasegawa et al., 1985) y el modelo de Tamura-Nei (TN93) (Tamura & Nei, 1993). Por

ultimo, el modelo GTR constituye la formulacién reversible mas general, ya que estima
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libremente las frecuencias de equilibrio y permite seis tasas independientes para los

distintos tipos de sustitucion entre pares de nucleétidos (Tavare, 1986).

Ademas de las tasas relativas de sustitucion, un aspecto fundamental del proceso evolutivo
es la heterogeneidad en la tasa evolutiva entre sitios. Aunque los modelos mas simples
asumen que todas las posiciones del alineamiento evolucionan a la misma velocidad, en la
mayoria de los genes coexisten regiones altamente conservadas (debido a restricciones
estructurales o funcionales) con posiciones que acumulan cambios mas rapidamente. Esta
heterogeneidad puede modelarse mediante una distribucién Gamma (+I'), que asume que la
tasa de sustitucién de cada sitio es una variable aleatoria extraida de dicha distribucién. Su
parametro de forma (a) determina el grado de variacion entre sitios: valores bajos indican
mayor heterogeneidad, con muchos sitios de evolucidn lenta y unos pocos sitios de
evoluciéon rapida. De manera complementaria, puede incorporarse un parametro de sitios
invariantes (+l), que asume que una fraccion de las posiciones presenta una tasa de cambio
igual a cero a lo largo del periodo evolutivo considerado (Yang, 1994; 1996). Por ello, la
eleccion del modelo de sustitucion es un paso critico en los analisis filogenéticos, ya que
modelos demasiado simplificados pueden sesgar las estimaciones de topologia, longitudes

de rama y tiempos de divergencia.

1.8.3. Métodos de inferencia filogenética

En el marco de la inferencia filogenética, la topologia del arbol, las longitudes de rama y los
parametros que describen el proceso de sustitucién nucleotidica se estiman bajo un modelo
evolutivo especificado. La elecciéon del marco inferencial determina como se explora el
espacio de arboles y parametros, cdmo se estiman estos componentes y como se cuantifica

la incertidumbre asociada a las estimaciones (Lemey et al., 2009).

Los métodos de inferencia filogenética pueden clasificarse en dos grandes enfoques:
meétodos basados en distancias y métodos basados en caracteres. Los métodos basados en
distancias transforman la informacién del alineamiento en una matriz de distancias
genéticas entre pares de secuencias, usualmente corregidas mediante modelos de
sustitucion nucleotidica, y a partir de esta matriz construyen un arbol que resume dichas
distancias. En este enfoque, el modelo evolutivo se utiliza de manera indirecta, Unicamente
para estimar las distancias, y no forma parte del proceso de inferencia del arbol. En
contraste, los métodos basados en caracteres utilizan directamente la informacion sitio a
sitio del alineamiento y modelan explicitamente el proceso evolutivo mediante un modelo de

sustitucion nucleotidica. En estos enfoques, la topologia del arbol, las longitudes de rama y
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los parametros del modelo se estiman de manera conjunta, evaluando la probabilidad de los
datos bajo diferentes hipdtesis filogenéticas. Dentro de este grupo se incluyen los métodos
de maxima verosimilitud y los enfoques bayesianos, que difieren en su fundamento

estadistico, complejidad computacional y forma de cuantificar la incertidumbre.

El método Neighbor-Joining (NJ), propuesto por Saitou y Nei (1987), es un algoritmo basado
en distancias que construye un arbol no enraizado a partir de una matriz de distancias
genéticas derivada del alineamiento, usualmente calculada bajo un modelo de sustitucion
nucleotidica. Su objetivo es identificar iterativamente pares de secuencias que minimicen la
longitud total del arbol, siguiendo el principio de minima evolucién (Saitou & Nei, 1987). Al
resumir la informacién del alineamiento en una matriz de distancias, el método reduce la
complejidad computacional, sin embargo, esta reduccién de la informacion puede traducirse

en una menor precision al inferir relaciones filogenéticas finas (Robertson, 1995).

El método de maxima verosimilitud (ML, por sus siglas en inglés) se basa en un marco
estadistico explicito en el cual se estima la topologia y el conjunto de parametros que
maximizan la probabilidad de observar el alineamiento dado un modelo de sustitucion
nucleotidica (Felsenstein, 1981). La funcién de verosimilitud puede expresarse formalmente

como:

L(g,6) = P(D|g, 6)

Donde D representa el alineamiento de secuencias, g la topologia del arbol filogenético con
sus longitudes de rama y 6 representa los parametros del modelo evolutivo. El objetivo es
encontrar la combinacion de estos elementos que maximice la verosimilitud. A diferencia de
los métodos basados en distancias, ML utiliza directamente la informacién sitio por sitio del
alineamiento y modela el proceso evolutivo mediante una matriz de tasas definida,
permitiendo la estimacion conjunta de la topologia, las longitudes de rama y los parametros
del modelo. Dado que el numero de topologias posibles crece de manera exponencial con
el numero de secuencias, una busqueda exhaustiva del arbol 6éptimo resulta
computacionalmente inviable para conjuntos de datos moderados o grandes. Por ello, los
programas de ML implementan algoritmos heuristicos que exploran el espacio de arboles
mediante operaciones locales como Nearest Neighbor Interchange (NNI), Subtree Pruning
and Regrafting (SPR) o Tree Bisection and Reconnection (TBR), generando iterativamente
nuevas topologias cuya verosimilitud es evaluada hasta alcanzar un 6ptimo local (Lemey et
al., 2009).
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Por su parte, la inferencia bayesiana constituye un marco probabilistico en el cual se estima
la distribucién posterior de arboles y parametros evolutivos dado el alineamiento observado.
A diferencia de los métodos de maxima verosimilitud, que buscan una unica solucién
6ptima, este enfoque permite obtener una distribucién de soluciones ponderadas por su
probabilidad posterior, incorporando explicitamente la incertidumbre asociada al proceso

evolutivo. Esta distribucion puede expresarse formalmente mediante el teorema de Bayes:

P(g,6|D) x P(D|g,8) P(g,9)

donde P(g,0|D) representa la distribucion posterior de la topologia del arbol y los
parametros del modelo dado el alineamiento D, P(D|g,0) corresponde a la verosimilitud de

los datos, y P(g,0) representa la distribucion a priori sobre arboles y parametros.

En este marco, la probabilidad posterior resulta de la combinacion entre la evidencia
aportada por los datos y el conocimiento previo incorporado mediante las distribuciones a
priori, permitiendo una estimacion conjunta de la genealogia y los parametros evolutivos. La
verosimilitud constituye el mismo componente utilizado en inferencia por maxima
verosimilitud, pero es integrada junto con la informacion a priori para estimar la distribucion

completa de soluciones posibles.

Los parametros evolutivos se tratan como variables aleatorias con distribuciones a priori, y
el objetivo es aproximar la distribucion posterior conjunta de topologias y parametros. Dado
el enorme espacio de topologias y combinaciones de parametros posibles, el calculo exacto
de la distribucion posterior es computacionalmente intratable. Por ello, la exploracion del
espacio de arboles se realiza mediante algoritmos de Monte Carlo por cadenas de Markov
(MCMC), comunmente implementados a través del algoritmo de Metropolis—Hastings. Este
procedimiento genera una cadena estocastica que converge hacia la distribucion posterior,
realizando modificaciones aleatorias en la estructura del arbol o en los valores de los
parametros. Cada propuesta es aceptada o rechazada de acuerdo con una probabilidad de
aceptacion que depende de la razén entre las probabilidades posteriores de los estados

propuesto y actual (Huelsenbeck et al., 2001).

1.8.4. Evaluacion del soporte estadistico

Dado que las inferencias se basan en datos finitos y modelos aproximados, es fundamental

cuantificar la incertidumbre asociada a los agrupamientos inferidos en el arbol.
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En métodos como NJ y ML, la estrategia mas utilizada de evaluacion ha sido el bootstrap
(Felsenstein, 1985), que consiste en generar multiples pseudo-réplicas del alineamiento
mediante remuestreo con reemplazo y reconstruir un arbol para cada una. El porcentaje de
réplicas en las que aparece un clado determinado refleja su robustez frente a la variabilidad

de los datos.

Debido al costo computacional del bootstrap bajo modelos complejos, se han desarrollado
alternativas mas eficientes, como el approximate Likelihood Ratio Test (aLRT) (Anisimova &
Gascuel, 2006), que evalua el soporte de cada rama comparando la verosimilitud del arbol
6ptimo con la de topologias alternativas locales. Una variante aiin mas conservadora es el
SH-aLRT, basado en el SH-test (Shimodaira & Hasegawa, 1999), que incorpora

correcciones para reducir la sobreestimacién del soporte.

En el marco bayesiano, el soporte se evalua como la probabilidad posterior del clado,
calculada como la proporcion de arboles muestreados por MCMC en los que la particiéon
esta presente (Huelsenbeck et al., 2001). A diferencia del bootstrap, este valor representa

directamente la probabilidad del clado bajo el modelo y los datos observados.
1.8.5. Reloj molecular

El concepto de reloj molecular, propuesto por Zuckerkandl y Pauling en la década de 1960,
establece que las diferencias genéticas entre secuencias se acumulan aproximadamente de
manera proporcional al tiempo transcurrido desde que dos linajes divergieron a partir de un
ancestro comun. Bajo este principio, la cantidad de sustituciones observadas entre
secuencias puede utilizarse como una medida del tiempo evolutivo, permitiendo estimar
fechas de divergencia cuando la tasa de sustitucion es conocida o puede ser calibrada

mediante informacion temporal (Zuckerkandl & Pauling, 1962; 1965).

En el contexto de la inferencia filogenética, este principio permite incorporar explicitamente
la dimension temporal en los arboles evolutivos mediante modelos que vinculan la
acumulacién de sustituciones nucleotidicas con el tiempo. En su formulacién mas simple, el
reloj molecular estricto asume que todas las ramas del arbol evolucionan a una misma tasa
de sustitucion. Bajo este modelo, la longitud de cada rama es proporcional al tiempo
transcurrido, lo que permite inferir fechas de divergencia cuando se dispone de

calibraciones temporales adecuadas, como fechas de muestreo o informacion externa.

Sin embargo, en muchos sistemas bioldgicos (particularmente en virus de ARN) la tasa
evolutiva puede variar entre linajes debido a diferencias en presiones selectivas, dinamica

de transmision o contextos epidemiologicos. Para capturar esta heterogeneidad, se han
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desarrollado modelos de reloj relajado, que permiten que cada rama del arbol tenga su
propia tasa de sustitucion, generalmente modelada como una variable aleatoria extraida de

una distribucién subyacente (Drummond, 2006).

En analisis de virus como el VIH-1, el uso de un reloj relajado resulta frecuentemente mas
apropiado que un reloj estricto, ya que distintos clados pueden experimentar variaciones en
su tasa evolutiva asociadas a diferencias en la dinamica de transmisién, las redes
epidemioldgicas o la presion terapéutica (Drummond et al., 2006; Lemey et al., 2009; Pybus
& Rambaut, 2009). La eleccion del modelo de reloj impacta directamente en la estimacion
de tiempos de divergencia, en la datacién de eventos fundadores y en la reconstruccion de
cambios demograficos mediante modelos coalescentes o modelos de nacimiento-muerte
(birth-death).

La adecuacion del modelo de reloj puede evaluarse mediante la presencia de sefal
temporal en los datos, por ejemplo, a través de la relacion entre divergencia genética y
fecha de muestreo. Cuando esta relacion es débil o inexistente, las estimaciones
temporales pueden ser poco informativas o depender fuertemente de los supuestos del

modelo.

1.8.6. Filogeografia

La filogeografia estudia la distribucion geografica de linajes y poblaciones en relacién con su
historia evolutiva, con el objetivo de reconstruir patrones histéricos de diversificacion,
dispersién y estructuracion espacial. En su aplicacion molecular, este enfoque combina
informacion genética, geografica y, frecuentemente temporal, para inferir la distribucion
espacial de los ancestros, y reconstruir la dinamica de dispersion entre regiones a lo largo
del tiempo (Knowles & Maddison, 2002).

Desde el punto de vista metodoldgico, los enfoques filogeograficos aplicados a datos
moleculares pueden modelarse principalmente bajo dos tipos de modelos: discretos y
continuos, que difieren en la forma en que representan el espacio geografico y en los

supuestos sobre el movimiento espacial.

En los modelos discretos, las localizaciones geograficas se tratan como estados categoricos
(regiones, paises, estados o ciudades) y la evolucidén espacial se modela como un proceso
de Markov en tiempo continuo (CTMC, por sus siglas en inglés). En este marco, los cambios
entre estados geograficos a lo largo de las ramas del arbol estan definidos por una matriz

de tasas de migracion entre localizaciones geograficas. Este enfoque permite estimar la
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localizacibn mas probable del ancestro comun mas reciente (MRCA, por sus siglas en

inglés) y reconstruir las transiciones espaciales mas probables.

Por su parte, los modelos continuos representan la localizaciébn geografica mediante
coordenadas espaciales (usualmente latitud y longitud) y modelan la dispersion como un
proceso de difusion en el espacio, generalmente bajo esquemas de caminata aleatoria
relajada (relaxed random walk). Este enfoque es particularmente util para estimar
velocidades de dispersion cuando se dispone de datos geograficos densos y precisos
(Lemey et al., 2006).

En el estudio de la epidemiologia molecular de virus como el VIH, la eleccién del modelo
filogeografico depende de la resolucion de los datos y la naturaleza del proceso de
transmisién. Suele optarse por el uso de modelos discretos. Esto se debe, por un lado, a
gue los metadatos disponibles suelen estar restringidos a estados o paises, y a que los
procesos de transmision humana suelen estructurarse en redes de movilidad y contacto
entre localizaciones discretas mas que como procesos continuos de difusién espacial
(Lemey et al., 2009; Pybus & Rambaut, 2009).

Dentro de este marco, la reconstruccion de estados ancestrales pueden realizarse mediante
enfoques de maxima verosimilitud (como los implementados en herramientas como PastML
[Ishikawa et al., 2019]) o mediante marcos bayesianos, en los cuales los estados
ancestrales se estiman a partir de distribuciones posteriores obtenidas mediante MCMC. En
ambos casos, los resultados suelen resumirse identificando el estado geografico con mayor

probabilidad para cada nodo, por ejemplo, mediante criterios de maximo a posteriori (MAP).

Este tipo de analisis ha sido ampliamente utilizado para estudiar la propagacion regional y
global del VIH-1, identificando eventos de introduccién entre paises, rutas de dispersion y la
expansion de clados epidémicos. Estudios sobre la expansion temprana del VIH-1 han
demostrado cémo la integracion de informacion temporal y espacial permite reconstruir
eventos fundadores y fases de expansién epidémica, estableciendo un puente entre
evolucion molecular y epidemiologia (Delatorre et al., 2013; Faria et al., 2014; Cabello et al.,
2014; Mir et al., 2015; Arantes et al., 2019).

Sin embargo, uno de los principales desafios de los analisis filogeograficos es el sesgo de
muestreo. Cuando algunas regiones estan sobrerrepresentadas en el conjunto de datos,
pueden aparecer artificialmente como fuentes mas probables de dispersién simplemente

debido a su mayor tamafo muestral. Para mitigar este efecto, es habitual aplicar estrategias
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de submuestreo estratificado o equilibrar el numero de secuencias por region (Liu et al.,
2022).

1.8.7. Filodinamica

La filodinamica constituye un marco conceptual que integra evolucién, dinamica poblacional
y epidemiologia a partir de la informacién contenida en genealogias inferidas a partir de
datos moleculares (Grenfell et al., 2004). En este marco, el arbol filogenético no se
interpreta Unicamente como una representacion de parentesco, sino como la realizacion
estocastica de un proceso de transmisidn y crecimiento poblacional subyacente. En
consecuencia, la topologia del arbol, la distribucién temporal de los nodos y las longitudes
de las ramas contienen informacion sobre la dinamica histérica de la epidemia, tales como
cambios en la tasa de transmisién, expansiones poblacionales o fases de estabilizacion
(Pybus & Rambaut, 2009).

Teoria coalescente

La teoria coalescente, formalizada por Kingman (Kingman, 1982a; 1982b) y posteriormente
desarrollada por Tavaré (Tavaré, 1986) y Hudson (Hudson, 1990), proporciona un marco
probabilistico retrospectivo para describir la genealogia de una muestra. Bajo este modelo,
los linajes muestreados se rastrean hacia atras en el tiempo hasta converger en ancestros
comunes. Cada evento de coalescencia representa la unién de dos linajes en un ancestro

comun vy, si se retrocede lo suficiente, se alcanza el MRCA de la muestra (Figura 6).

En este contexto, la estructura temporal de la genealogia esta directamente relacionada con
la dinamica poblacional subyacente. En particular, la tasa de coalescencia es inversamente

proporcional al tamafo efectivo poblacional (Ne), lo que puede expresarse como:

1
Ne(t)

A(t) x

Por lo tanto, en poblaciones grandes los eventos coalescentes tenderan a ubicarse mas
alejados en el tiempo, mientras que en poblaciones pequefas o en fases de crecimiento
reciente se concentran hacia el presente. Esta relacion permite inferir cambios en la
dinamica poblacional a partir de la distribucion de los tiempos de coalescencia a lo largo del
arbol (Hudson, 1990; Pybus & Rambaut, 2009).
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Figura 6. Representacion de la teoria coalescente. A la izquierda, se muestra una genealogia de cinco
secuencias, muestreadas en el presente a partir de una poblacion de tamafo constante de 10 individuos. A la
derecha, los linajes en la genealogia se representan como lineas continuas (extraido de The Phylogenetic
Handbook—-2da edicién, 2009).

A partir de este marco se han desarrollado distintos modelos demograficos para reconstruir
cambios temporales en Ne, con distintos grados de flexibilidad y diferentes supuestos sobre
la dinamica poblacional. Los modelos paramétricos asumen una forma matematica
especifica para describir como cambia el Ne en el tiempo. El modelo de tamafo constante
sirve como referencia tedrica, aunque raramente describe adecuadamente epidemias
virales. El modelo de crecimiento exponencial resulta apropiado para fases tempranas de
expansion epidémica, mientras que el modelo logistico incorpora una capacidad de carga,
permitiendo capturar escenarios donde la epidemia experimenta una fase de crecimiento

inicial seguida de estabilizacion.

Cuando no se desea imponer una trayectoria demografica rigida, se utilizan modelos no
paramétricos que permiten reconstruir la historia demografica de manera mas flexible. Entre
ellos, los modelos tipo skyline estiman cambios temporales en Ne a partir de la distribucion
de los eventos coalescentes en la genealogia. EI Bayesian Skyline Plot (BSP) estima
cambios escalonados en Ne a partir de los tiempos de coalescencia (Drummond et al.,
2005). Extensiones posteriores, como Skyride y Skygrid, introducen esquemas de
suavizado que mejoran la estabilidad y resolucién temporal de las estimaciones (Minin et al.,
2008; Gill et al., 2013). En particular, el modelo BSKG (Bayesian Skygrid) permite estimar el
Ne en una grilla de intervalos temporales predefinidos, reduciendo la dependencia de
particiones arbitrarias y facilitando el analisis de conjuntos de datos grandes o densamente

muestreados.
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En estudios filodinamicos del VIH-1, estos enfoques han permitido reconstruir fases de
expansion en décadas tempranas, estabilizacién posterior a la implementacion de la TAR y
cambios asociados a transformaciones en las redes de transmision (Pybus & Rambaut,
2009; Faria et al., 2014; Arantes et al., 2022). De este modo, el marco coalescente
constituye el vinculo formal entre la genealogia viral y la dinamica epidemioldgica

subyacente.

Modelos Birth—Death

A diferencia de la teoria coalescente, que describe retrospectivamente la genealogia
condicionada a un proceso demografico, los modelos birth-death modelan explicitamente el
proceso de transmision hacia adelante en el tiempo, estableciendo un vinculo directo entre
la filogenia y los procesos epidemiolégicos subyacentes. En este marco, la tasa de “birth” (A)
corresponde a la generacion de nuevas infecciones, la tasa de “death” (u) a la pérdida de
infectividad (ya sea por tratamiento, muerte o cambios conductuales) y se incorpora ademas
una tasa de muestreo (y) que refleja la probabilidad de que una infeccién sea incluida en el

conjunto de datos (Nee et al., 1994).

Esto permite interpretar la genealogia en términos directamente vinculados a la dinamica de
transmisién, ya que esta se modela como el resultado de un proceso estocastico de
infeccién, remocion y muestreo. En este contexto, uno de los parametros clave es el numero
reproductivo efectivo (Re), que describe el nimero promedio de infecciones secundarias

generadas por un individuo infectado en un momento dado y puede expresarse como:

A

ke (e +0)

Una extension particularmente relevante de este marco es el modelo birth—death skyline
(BDSKY), que permite estimar la variacion temporal de estos parametros en intervalos
discretos, sin asumir que la dinamica epidemiolégica permanece constante a lo largo del
tiempo (Stadler et al., 2013; Stadler et al., 2014). En particular, BDSKY permite reconstruir
cambios temporales en Re, proporcionando una aproximaciéon mas directa a la dinamica de
transmisiéon de la epidemia. Este enfoque resulta especialmente adecuado para el estudio
de epidemias virales donde factores como la introduccion de intervenciones sanitarias,
cambios en las redes de transmision o la aparicion de nuevos clados pueden generar

variaciones sustanciales en la dinamica de propagacion.

Desde el punto de vista epidemiolégico, la estimacion de Re(t), permite caracterizar distintas

fases de la epidemia: valores de Re mayores a uno indican una expansién activa del
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numero de infecciones, mientras que valores menores a uno reflejan una disminucion en la
transmisién. A diferencia de Ne, que no representa directamente el niumero de individuos
infectados sino una medida relacionada con la estructura genealdgica y la diversidad
genética de la poblacién viral, Re proporciona una medida mas directa de la intensidad de
transmisién en el tiempo, facilitando la interpretacion de los procesos epidemioldgicos
subyacentes (Volz & Frost, 2014).

Los enfoques coalescentes y birth—death proporcionan perspectivas complementarias sobre
la dinamica epidémica: mientras los primeros permiten inferir cambios histéricos en la
diversidad genética, los segundos modelan de forma mas explicita los procesos de

transmisién y muestreo.

En el contexto del VIH-1, los modelos birth-death han sido ampliamente utilizados para
evaluar la dinamica de transmision y el impacto de intervenciones como la TAR, asi como
para identificar diferencias en la propagacion entre distintos clados o grupos de riesgo
(Stadler et al., 2013; Volz et al., 2013; Arantes et al., 2022).

1.9. Justificacion del estudio

Debido a su rapida evolucion y la disponibilidad de secuencias virales muestreadas a lo
largo del tiempo, el VIH-1 constituye un sistema particularmente adecuado para el estudio
de epidemias mediante enfoques filogenéticos y filodinamicos (Grenfell et al., 2004; Pybus &
Rambaut, 2009). En particular, el VIH-1B presenta una historia evolutiva compleja
caracterizada por multiples eventos de introduccién, expansion y diversificacion en distintos
paises de América Latina. Estudios realizados en otros paises de la regidon han permitido
identificar redes de transmision, reconstruir patrones histéricos de dispersion y caracterizar
la dinamica temporal de distintos linajes virales mediante analisis filogenéticos,

filogeograficos y filodinamicos (Mir et al., 2015; Cabello et al., 2015; Arantes et al., 2019).

Sin embargo, a pesar de que el VIH-1B es una de las variantes de mayor prevalencia en
Uruguay, la historia evolutiva y epidemioldgica de este linaje en el pais permanece
escasamente caracterizada. En consecuencia, aun existen vacios de conocimiento sobre
las introducciones independientes de VIH-1B en Uruguay, el origen geografico probable de
los linajes circulantes, la composicidon de los clados de transmision local y su dinamica

evolutiva y demogréafica.

Desde el afio 2007, la creciente disponibilidad de secuencias virales generadas a partir de

estudios de genotipado de resistencia representa una oportunidad valiosa para abordar
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estas cuestiones desde una perspectiva evolutiva y epidemioldgica integrada. En este
contexto, el presente trabajo busca caracterizar la dinamica evolutiva del VIH-1B en
Uruguay mediante el analisis de secuencias virales caracterizadas previamente por nuestro
grupo de investigacién (Podchibiakin et al., en revision, Anexo 1) y la aplicacion de
herramientas de inferencia filogenética, filogeografica y filodinamica. Se espera que los
resultados contribuyan a una mejor comprensién de la estructura, el origen y la persistencia
de los principales clados de transmisién local de VIH-1B en Uruguay, aportando informacién

relevante para la vigilancia molecular y epidemioldgica del VIH-1 en el pais.
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2. Hipotesis

La epidemia de VIH-1B en Uruguay se origind a partir de multiples introducciones
independientes, que contribuyeron de manera desigual a la transmision nacional. La
estructura actual de la epidemia estaria determinada principalmente por un niumero reducido
de linajes que lograron establecerse y persistir localmente, dando origen a clados
uruguayos diferenciados por su origen geografico, antigiedad y dinamica temporal de

transmision.

3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Caracterizar la historia evolutiva y la dinamica de transmision del VIH-1B en Uruguay
mediante un abordaje filogenético, filogeografico y filodinamico, con énfasis en los procesos
de introduccién, establecimiento, expansion y persistencia de los linajes virales que

conforman la epidemia nacional.

3.2. Objetivos especificos

a) Caracterizar la estructura filogenética del VIH-1B en Uruguay, diferenciando
introducciones independientes y clados de transmision local.

b) Inferir el probable origen geografico de las introducciones independientes y de los
clados de transmisién local de VIH-1B en Uruguay.

c) Estimar la dinamica evolutiva y epidemiolégica de los principales clados locales de

VIH-1B en Uruguay.
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4. Metodologia

4.1. Aspectos éticos

Este trabajo forma parte del proyecto “Vigilancia gendémica 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 2024 y 2025. Todos los métodos se realizaron de

acuerdo con las pautas y regulaciones pertinentes.

4.2. Datos, muestreo y secuencias virales

El conjunto de datos de partida comprende 1622 secuencias del gen pol generadas
mediante secuenciacion Sanger de fragmentos que abarcan las regiones PR y RT,
obtenidas a partir de ARN viral mediante RT-PCR seguida de PCR anidada. Estas
secuencias forman parte de la base de datos nacional GENOUY-VIH, construida a partir de
estudios de resistencia a antirretrovirales realizados en el DLSP-MSP. La base integra
secuencias virales generadas en el marco del diagndstico rutinario de resistencia junto con
variables clinicas y epidemiolégicas asociadas, vinculadas de forma anonimizada. En este
contexto, se trata de un muestreo de conveniencia, basado en individuos para los cuales se
indico el test de resistencia en distintos escenarios clinicos (p.ej., falla viroldgica,
primoinfeccién sintomatica, embarazo, entre otros). Los procedimientos experimentales, asi
como la construccion de la base de datos y la vinculacidén con variables clinicas y

epidemioldgicas, han sido descritos previamente (Podchibiakin et al., en revision, Anexo 1).

A partir de este conjunto inicial, las secuencias fueron sometidas a procesos de curacion,
control de calidad vy filtrado, incluyendo la eliminaciéon de redundancias por paciente, la
exclusion de secuencias incompletas y la verificacion de la cobertura de la regién analizada.
En los casos en que existia mas de una secuencia por paciente, se conservé la primera
secuencia disponible. En una etapa previa de este trabajo, se realiz6 la caracterizacion
filogenética y subtipificacién de las secuencias uruguayas, lo que permitié identificar los

linajes virales circulantes y definir de manera robusta el conjunto correspondiente a VIH-1B.

El subconjunto analizado en esta tesis incluyé 491 secuencias del gen pol de VIH-1B
correspondientes a muestras recolectadas en Uruguay entre los anos 2007 y 2021, que

cubren las posiciones 2358—-3251 con respecto a la secuencia de referencia HXB2.
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4.3. Asignacion filogenética de clados

Con el objetivo de determinar la posicién filogenética de las secuencias uruguayas dentro
de la diversidad global del VIH-1B, se realizé un analisis de asignacion filogenética
utilizando secuencias de referencia representativas de los principales linajes descritos para
este subtipo, incluyendo los linajes Bpay Y Bear, @si como clados regionales latinoamericanos

previamente caracterizados.

El conjunto de secuencias uruguayas fue alineado junto a un panel de secuencias de
referencia curadas utilizando MAFFT v7 (Katoh & Standley, 2013). El alineamiento fue
posteriormente analizado y editado manualmente en Aliview (Larsson, 2014) para eliminar
los sitios de resistencia a farmacos. Esta etapa resulta fundamental ya que la regiéon pol
constituye el principal blanco de Terapia Antirretroviral (TARV), y la presion selectiva
ejercida por los farmacos puede favorecer eventos de convergencia evolutiva hacia
caracteres especificos que no son resultado de los eventos de la evolucion natural del virus,

pudiendo sesgar la inferencia evolutiva.

El panel de inferencia incluyé: (i) secuencias Bgpay provenientes de Estados Unidos y Francia
(n = 300), (ii) secuencias Bcsz del Caribe (n = 200), y (iii) los principales clados Bpay
previamente caracterizados en América Latina (Bpan.sam» Bran-ari: Branaran,  Bran-srens
Bran-sriis Bran-srvs Bran-pe, Bran-cam, Branwxt Y Branwxar) (Mir et al., 2015). Estos conjuntos de
referencia permiten representar la estructura filogenética conocida del subtipo B a escala

global y regional.

La asighacién de las secuencias a los distintos linajes de VIH-1B se realiz6 mediante el
Evolutionary Placement Algorithm (EPA) implementado en RAxXML v8.2.4 (Stamatakis,
2014), el cual permite ubicar secuencias consulta (query sequences) sobre un arbol
filogenético de referencia previamente inferido, reduciendo en gran medida la complejidad

de reconstruir de novo la topologia completa del arbol para cada conjunto de datos nuevo.

El programa se utilizé mediante el siguiente comando:
raxmlHPC -f v -s alineamiento.fasta -t arbol-referencia.nwk -m GTRCAT -n output

donde:
e -fvindica la ejecucion del EPA
e -s corresponde al alineamiento de secuencias como input

e -t al arbol de referencia previamente inferido
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e -m GTRCAT al modelo de sustitucién utilizado, que incorpora el modelo GTR con
una aproximacion CAT, que representa una aproximacion computacionalmente
eficiente de la heterogeneidad de tasas entre sitios.

e -n permite nombrar el archivo de salida (output)

Una vez asignadas a los principales linajes, las secuencias clasificadas dentro de la
diversidad Bpay fueron analizadas con mayor resolucién para refinar su posicién dentro de
los clados regionales latinoamericanos y evaluar la presencia de posibles clados de
transmisién local. Para ello, se estratificaron en funcion de su afinidad filogenética inicial y

se re-analizaron junto a sus paneles de referencia correspondientes.
Especificamente:

e Secuencias clasificadas dentro de la diversidad sudamericana fueron analizadas
junto a las secuencias de referencia de los clados Bpan.sam, Bran-areis Bran-ardins
Bran-sraii Bran-sraiis Bran-srav Y Bran-pe-

e Secuencias vinculadas a la diversidad centroamericana y mexicana se analizaron
junto a los clados Bpan.cam. Bpanwx. Y Branuxa respectivamente

e Secuencias asignadas a Bpay pero no pertenecientes a clados latinoamericanos
previamente descritos fueron analizadas junto a referencias Bp,y de Estados Unidos

y Francia.

4.4. Analisis filogenético por maxima verosimilitud

Las inferencias filogenéticas se realizaron mediante ML utilizando el programa PhyML
(Guindon et al., 2005; 2010). El modelo de sustitucién nucleotidica mas apropiado para
cada conjunto de datos fue seleccionado mediante SMS (Smart Model Selection)
implementado en PhyML (Lefort et al., 2017). La busqueda de la topologia 6ptima se llevo a
cabo mediante un algoritmo heuristico basado en SPR. El soporte estadistico de las ramas
fue evaluado mediante el approximate likelihood-ratio test (aLRT) bajo el procedimiento tipo
Shimodaira-Hasegawa (SH-aLRT) (Anisimova & Gascuel, 2006), considerandose valores 2

0.85 como evidencia de alto soporte.

Las inferencias se realizaron de manera independiente para cada uno de los subconjuntos
definidos en la etapa de asignacion filogenética, incluyendo los clados latinoamericanos
previamente descritos y las secuencias no asociadas a clados conocidos. En total, se

llevaron a cabo 11 inferencias independientes por ML, lo que permitié delimitar clados y
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refinar la asignacion filogenética de las secuencias uruguayas dentro de la estructura del

subtipo B.

Los arboles resultantes fueron visualizados y editados con el programa FigTree v1.4.4.
(Rambaut, 2018).

4.5. Caracterizacion epidemioldgica y demografica de los

metadatos asociados al dataset analizado

La informacion demografica y clinico-epidemioldgica de los pacientes se obtuvo a partir de
los formularios clinicos anexos a las secuencias virales en la plataforma de vigilancia
GENOUY-VIH, cumplimentados al momento de realizar el test de resistencia a ARV. Con el
objetivo de caracterizar la muestra bajo estudio y contextualizar la estructura de los clados
de transmision viral dentro del escenario epidemioldgico nacional, los metadatos fueron
integrados, curados y analizados estadisticamente utilizando el software R v4.5.0 (R Core
Team, 2025). Es importante destacar que, dado que este dataset proviene de un muestreo
de conveniencia ligado a la vigilancia de resistencias de pacientes en seguimiento clinico,
las variables reflejan el perfil de la poblacién bajo control médico y no necesariamente la
dinamica demografica irrestricta de la epidemia nacional. Durante la etapa de curaciéon de
datos, se aplico un criterio de exclusion estricto por el cual no se tuvieron en cuenta para los
analisis especificos aquellas secuencias cuyos metadatos presentaban registros ambiguos

o inconsistentes en alguna de las variables consideradas.

Para el analisis descriptivo, se clasificaron las secuencias de acuerdo con las siguientes

variables discretas:

e Sexo: categorizado en masculino, femenino, transgénero y no disponible (ND) para
aquellos registros sin dato asociado.

e Via de transmision reportada: clasificada en las categorias de hombres que tienen
sexo con hombres (HSH), heterosexual (HTX), usuarios de drogas inyectables (UDI),
accidente laboral y ND.

e Lugar de adquisicion de la infeccién: categorizado segun la procedencia
geografica reportada, discriminando por departamento del territorio uruguayo, pais

extranjero (en caso de infecciones importadas) o ND.
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4.6. Analisis filogeografico por maxima verosimilitud

La senal temporal de los arboles ML fue evaluada mediante regresion root-to-tip utilizando
TempEst v1.5 (Rambaut, 2016), determinando el mejor enraizamiento y verificando la
adecuacion del modelo de reloj molecular. Posteriormente, los arboles fueron escalados en
el tiempo mediante TreeTime v0.8.6 (Sagulenko et al., 2018). El analisis se llevé a acabo

mediante el siguiente comando:

treetime --tree arbol.nwk --aln alineamiento.fasta --dates fechas-de-muestreo.tsv --clock-rate
0.0019 --gtr infer --confidence --stochastic-resolve --keep-root --clock-filter 0

donde:

e —tree corresponde al arbol filogenético de entrada

e -—aln al alineamiento de secuencias correspondiente al arbol

e —dates al archivo que contiene las fechas de muestreo de las secuencias
(informacién disponible en la base de datos GENOUY-VIH)

e —clock-rate define una tasa de sustitucion inicial

e —grt infer indica la inferencia del modelo de sustitucién

e —confidence permite estimar intervalos de confianza para los nodos

e —stochastic-resolve resuelve politomias

e —keep-root conserva la raiz previamente definida

e —clock-filter 0 evita el filtrado de secuencias en funcion de desviaciones del reloj

molecular

Se utilizé una tasa de sustitucion inicial de 0.0019 sustituciones/sitio/afio, consistente con
estimaciones previas para el gen pol del VIH-1. Este valor fue utilizado como punto de
partida para la inferencia, siendo posteriormente optimizado durante el analisis por

TreeTime.

La reconstruccion geografica ancestral de los nodos internos se realiz6 con PastML
(Ishikawa et al., 2019) a partir de arboles enraizados y de la informacién geografica
asociada a las secuencias terminales. Se empled un enfoque de reconstruccion ancestral
por maxima verosimilitud utilizando el algoritmo MAP para asignar a los nodos internos los
estados geograficos con mayor probabilidad posterior, bajo un modelo tipo F81 para
caracteres discretos. Este modelo asume que las transiciones entre estados ocurren con

probabilidades proporcionales a sus frecuencias de equilibrio, lo cual constituye una
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aproximacion adecuada en contextos donde la informacién disponible por caracter es
limitada, permitiendo una estimacion robusta sin sobreparametrizacion. En este analisis, los
arboles previamente calibrados temporalmente con TreeTime fueron utilizados como insumo
para la reconstruccién ancestral, lo que permiti®6 mantener la coherencia entre la escala

temporal del arbol y la interpretacién de los patrones de dispersién geografica inferidos.

Los clados de transmision uruguayos fueron definidos como clados monofiléticos altamente
soportados (aLRT = 0.85), cuyo nodo ancestral fue inferido geograficamente en Uruguay y
compuestos predominantemente (>90%) por secuencias uruguayas. A partir de estos
criterios, fueron clasificados segun su tamafio en: grandes: n 2 30, medianos: 10=sn<30y

pequenos: 2 <n < 10.

4.7. Inferencia bayesiana de la escala temporal

La estimacién del tiempo al ancestro comin mas reciente (tMRCA) de los clados Bpay
uruguayos se realizd mediante un enfoque bayesiano basado en cadenas MCMC,
implementado en BEAST v1.10.4 (Drummond et al., 2002; Suchard et al., 2018), utilizando
la biblioteca BEAGLE para optimizar el rendimiento computacional (Suchard & Rambaut,
2009).

Las filogenias fueron inferidas bajo el modelo coalescente Bayesian Skyline (Drummond,
2005), el modelo de sustitucion nucleotidica GTR + | + 4 (Drummond et al., 2006) y un reloj
molecular relajado no correlacionado lognormal (Drummond et al., 2006). Se especificé un
prior uniforme para la tasa de sustitucion (1.7-2.1 x 1072 sustituciones/sitio/afio), basado en
estimaciones previas reportadas en la literatura (Figura 7) (Mendoza et al., 2014; Divino et
al., 2016).

Las cadenas MCMC fueron ejecutadas durante 10-30 x 10’ generaciones, asegurando
valores de tamano efectivo de muestra (ESS, por sus siglas en inglés) superiores a 200
para todos los parametros relevantes. Las distribuciones posteriores y los intervalos de
mayor densidad posterior al 95% (95% HPD) fueron evaluados mediante Tracer v1.7.1
(Rambaut et al.,, 2018). Los arboles de maxima credibilidad (Maximum Clade Credibility
Trees, MCCT) fueron resumidos con TreeAnnotator v1.10.4 y visualizados en FigTree
v1.4.4.
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4.8. Reconstrucciones demograficas bayesianas

La historia demogréfica de los principales clados Bgy uruguayos fue reconstruida mediante
enfoques bayesianos MCMC. Los cambios temporales en el Ne fueron estimados utilizando
el modelo coalescente BSKG, implementado en BEAST v1.10.4 (Drummond et al., 2002;
Suchard et al., 2018). Los cambios en el Re fueron estimados mediante el modelo BDSKY,
implementado en BEAST v2.1. (Russel et al., 2019).

Las configuraciones a priori del modelo BDSKY fueron las siguientes: para la tasa de
pérdida de infectividad (becoming non-infectious rate) se especificd una distribucion
lognormal (media = 0,25; desviacion estandar = 0,5); para el Re se utilizé una distribucion
lognormal (media = 0,0; desviacion estandar = 1,0); y para la proporcién de muestreo se
definié una distribucién beta (a = 1,0; B = 25,0).

El parametro de origen fue condicionado a la altura de la raiz del arbol (root height), y el Re
se estim6é de manera segmentada (piecewise) a lo largo de ocho intervalos temporales
definidos desde la fecha de la muestra mas reciente hasta la raiz del arbol. La cadena
MCMC se ejecutd hasta que todos los parametros relevantes alcanzaron valores de tamano

efectivo de muestra (ESS) superiores a 200.

La evolucion temporal estimada de Re se representd utilizando el paquete bdskytools en R
(https://github.com/laduplessis/bdskytools). Las distancias temporales entre eventos
filogenéticos sucesivos se estimaron mediante el software TreeStat (Suchard et al., 2018), a
partir de las distancias internodales de los arboles de MCCT, y se utilizaron como una
aproximacion indirecta a la temporalidad de posibles eventos de transmisién secundaria.

Estas distancias se agruparon en cuatro intervalos: <0,5; 0,5-2; 2-5 y >5 afos.
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Figura 7. Esquema conceptual del marco de inferencia bayesiana implementado en los analisis realizados en
BEAST y BEAST 2. El modelo integra la informacion contenida en el alineamiento de secuencias (D) mediante la
combinacién de la likelihood P(D|g,u,Q), definida por el modelo de sustitucion nucleotidica (Q) y el reloj molecular
(1), junto con el tree prior P(gl6), especificado mediante modelos coalescentes (Bayesian Skygrid, BSKG) o
birth—death (Birth—Death Skyline, BDSKY), y los priors P(6) sobre los parametros evolutivos y epidemioldgicos. La
inferencia bayesiana permite estimar la distribucion posterior conjunta P(g,81D), a partir de la cual se obtienen la
genealogia calibrada en el tiempo (g), las trayectorias temporales del tamafio efectivo poblacional Ne(t), el nimero
reproductivo efectivo Re(t), y otros parametros evolutivos y epidemioldgicos. Los outputs finales incluyen los MCCT,
distribuciones posteriores de los parametros de interés (tMRCA; parametros generales del MCMC; parametros del
reloj molecular; del modelo de sustitucién, entre otros) y reconstrucciones demograficas.
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5. Resultados

5.1. Introducciones de VIH-1B y clados de transmision local

Como era esperado, los analisis filogenéticos de ML mostraron que, del total de secuencias
uruguayas de VIH-1B analizadas (n = 491), la gran mayoria se agrupo dentro del linaje Bpay
(n = 473; 96,3%), y una pequeia proporcion al linaje Beoar (n = 18; 3,7%) (Figura 8). Entre
las secuencias Bgay, €l 37,0% (n = 175) se agrup6 dentro de clados previamente descritos
en América Latina por Mir et al. (2015), mientras que una gran proporcion (63,0%; n = 298)
no se asocid con ningun clado Bgp,y descrito hasta la fecha (Tabla 1). Estas secuencias
fueron analizadas mediante una inferencia filogenética independiente (Bpan_uy), que permitio
identificar multiples subclados de transmisién local, asi como introducciones

filogenéticamente aisladas.

Se realizaron 11 inferencias filogenéticas por ML, correspondientes a los principales clados
Bran (Figura 9) y para el conjunto de secuencias Bpan_yy (Figura 10). A partir del conjunto de
arboles inferidos, se identificaron 229 introducciones independientes de variantes Bpay €n
Uruguay. De estas, 52 dieron lugar a clados de transmisién local (aLRT = 0,85), mientras
que las 177 restantes corresponden a introducciones esporadicas sin evidencia de

diseminacion local posterior (singletons).

Los 52 clados de transmision presentaron una marcada heterogeneidad en tamafo: dos
fueron clasificados como grandes (3,8%; n = 30), nueve como medianos (17,3%; 10 < n <
30) y 41 como pequefios (78,9%; 2 < n < 10). Los dos clados grandes correspondieron a

subclados del grupo Bpan_uy Y fueron designados Bean_uy— (N = 37) y Bpan-uy-i (n = 30).
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Figura 8. Arbol filogenético de maxima verosimilitud utilizado para la asignaciéon filogenética de las
secuencias uruguayas de VIH-1 subtipo B. Filogenia de maxima verosimilitud de secuencias del gen pol del VIH-1
subtipo B, utilizada como arbol de referencia para el analisis de asignacion mediante EPA/RAXML. Las secuencias
uruguayas provenientes de la base de datos GENOUY-VIH se muestran en rojo, mientras que las secuencias de
referencia correspondientes a los linajes pandémico (Bpay, N = 300) y caribefio (Bgar, N = 200) del subtipo B se
muestran en negro. El anillo externo indica la asignacion de clados, con Bgag €n amarillo y Bpay €n azul; el cluster
gris corresponde a secuencias del subtipo D utilizadas como grupo externo (outgroup) (n = 10). La longitud de las
ramas es proporcional al niumero de sustituciones de nucleétidos por sitio.
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Tabla 1. Clasificacion filogenética de las secuencias del gen pol de VIH-1B de Uruguay.

Linaje Sub-linaje N (%) Rango de muestreo
Bean 473 (100%) 2007 - 2021
Bran-uy 298 (63.0%) 2007 — 2021
Bran-sam 94 (19.8%) 2007 — 2021
Bran_ar_i 21 (4.4%) 2008 — 2021
Bran_srui 15 (3.2%) 2007 — 2021
Bran-wix-i 13 (2.7%) 2008 — 2021
Bpan-sroi 10 (2.1%) 2010 -2019
Branwii 8 (1.7%) 2013 — 2015
Bran_ar_i 4 (0.8%) 2012 — 2015
Bran_can 4 (0.8%) 2008 - 2015
Bran-srav 3 (0.6%) 2015 -2019
Bran-re 3 (0.6%) 2009 — 2018
Becar 18 (100%) 2007 - 2021

Los clados medianos y pequefios se identificaron tanto en subclados Bpay_yy COMO en siete

clados regionales previamente reportados (Bpan-sam, Bpan-ar-ii» Bpan-ar-iii: Bran-gr-ii: Bean-grois

Bean-mxwt Y Bean-wxen), 10 que evidencia multiples eventos de introduccion con distinta

capacidad de generar transmisién secundaria detectable. En contraste, los clados Bpay_gr-iv»

Bran-cam Y Bran_pe €Stuvieron representados unicamente por introducciones esporadicas, sin

formacion de clados de transmision local detectables (Figura 9-11).
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Figura 9. Arboles filogenéticos de maxima verosimilitud de clados Bpay previamente descritos en América
Latina con presencia de secuencias uruguayas. Para cada clado Bp,y detectado en Uruguay se infirié un arbol
independiente mediante PhyML. Los clados de transmision local uruguayos se resaltan segun su tamario: clados
medianos en rosa y clados pequefios en amarillo. Las ramas terminales en rojo corresponden a introducciones
esporadicas, representadas por secuencias uruguayas sin evidencia de transmision local posterior (singletons). Los
clados de transmision destacados presentan alto soporte estadistico (aLRT = 0,85). Los arboles fueron enraizados
en el punto medio y las longitudes de las ramas son proporcionales al nimero de sustituciones nucleotidicas por
sitio.
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Figura 10. Subclados B,y _yy € introducciones esporadicas dentro de la diversidad B,y no asociada a clados
latinoamericanos conocidos. Arbol filogenético de maxima verosimilitud inferido mediante PhyML para las
secuencias uruguayas de VIH-1 subtipo B asignadas al linaje Bpay, pero no agrupadas dentro de clados Bpay
latinoamericanos previamente descritos. Los clados de transmision uruguayos se resaltan segun su tamafo:
grandes en verde, medianos en rosa y pequefios en amarillo. Las ramas terminales en rojo corresponden a
introducciones esporadicas sin evidencia de transmision local posterior (singletons). Todos los clados destacados
presentan valores de aLRT = 0,85. El arbol fue enraizado por punto medio y las longitudes de las ramas son
proporcionales al nimero de sustituciones de nucleétidos por sitio.
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Figura 11. Distribuciéon proporcional de las introducciones independientes de variantes Bp,y en Uruguay.
Para cada sublinaje Bpyy Se muestra la proporcion de introducciones esporadicas (singletons) y de introducciones
que dieron lugar a clados pequefios (2 < n < 10), medianos (10 < n < 30) o grandes (n = 30). Las proporciones
totales se muestran en la ultima barra.

5.2. Caracterizacion epidemiologica y demografica del dataset

analizado

La base de datos analizada esta compuesta por un total de 491 secuencias, de las cuales

473 corresponden al clado Bpay y 18 al clado Bgag.

Caracteristicas demograficas y epidemiologicas asociadas a las

secuencias Bpay

Sexo

En el clado Bpay, ¥ de acuerdo con los metadatos obtenidos a partir de los formularios
asociados a las secuencias virales (test de resistencia a antirretrovirales), se observé que
305 de las 473 secuencias (64,5%) corresponden a infecciones en pacientes de sexo
masculino, 160 (33,8%) corresponden a pacientes de sexo femenino, cuatro (0,8%)
pertenecen a personas transgénero y otras cuatro (0,8%) no presentan informacién

disponible. Esta predominancia del sexo masculino se observa también en la mayoria de los
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sublinajes Bpay identificados, al considerar el total de secuencias incluidas en cada uno de
ellos (Tabla 2).

Tabla 2. Distribucidon por sexo de los pacientes segun los sublinajes de VIH-1 Bg,y identificados a partir de los
metadatos de la plataforma GENOUY-VIH.

Sub-linaje Bean Femenino Masculino Transgénero ND

uy 106 189 2 1
SAM 25 67 1 1
AR-II 7 13 0 1
ARl 3 1 0 0
BR-II 4 5 1 0
BR-III 6 9 0 0
BR-IV 1 2 0 0
CAM 2 1 0 1
MX-I 3 5 0 0
MX-II 3 10 0 0
PE 0 3 0 0
TOTAL 160 305 4 4

En cuanto a la estructura filogenética, del total de secuencias Bpay (N = 473), 295 (62,4%) se
agrupan en alguno de los 52 clados identificados dentro de los sublinajes Bgay, incluyendo
Bran_uy, conformando clados de tamafo pequefio, medio y grande. De estos 52 clados, 20
(38,5%) estan predominantemente conformados por individuos de sexo masculino (=80% de
las secuencias), de los cuales 17 corresponden a clados pequenos y tres a clados de
tamafio medio. En contraste, Unicamente tres clados (5,8%) presentan predominancia de
individuos de sexo femenino, todos ellos de tamafo pequefo. Los 29 clados restantes
(55,8%) presentan una composicion mixta (es decir, que presenta individuos de ambos
sexos pero sin que uno de ellos se encuentre en una proporcion mayor al 80%). Cabe
destacar que la mayoria de los clados de tamafio medio y grande muestran una distribucion

mixta en términos de género (Figura 12).
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Figura 12. Proporcion de clados pequeiios, medios y grandes segun el sexo predominante en cada uno.

Via de Transmision

La informacion sobre via de transmisidon estuvo disponible con distinto grado de resolucion
entre las 473 secuencias Bpy,y analizadas. De estas, 103 secuencias (21,8%)
correspondieron a transmision en HSH, 210 (44,4%) a HTX, nueve (1,9%) a UDI y una
(0,2%) a accidente laboral. Ademas, 128 secuencias (27,1%) fueron clasificadas
unicamente como “sexual”’, sin discriminaciéon entre HSH y HTX, y 22 secuencias (4,7%) no
contaron con informacion disponible sobre la via de transmision. Por este motivo, los
analisis que requerian una clasificacion especifica de la via de transmision se realizaron
sobre 323 secuencias (68,3%), correspondientes a aquellas con informacién discriminada

en las categorias HSH, HTX, UDI o accidente laboral (Tabla 3).

Al considerar la distribucién de la via de transmision en los clados identificados (n = 52), se
observd que solo ocho clados presentaron predominio de secuencias asociadas a
transmisién HTX (=80% de las secuencias) y un clado presenté predominio de secuencias
asociadas a transmision HSH. En todos los casos, se tratd de clados pequefios. En los
clados de tamafio medio y grande no se observaron patrones claros de predominio de una

via de transmision especifica.
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Tabla 3. Distribucidon segun via de transmision de las secuencias pertenecientes a los sublinajes de VIH-1 Bpay
identificados a partir de los metadatos asociados a las secuencias de la base de datos GENOUY-VIH.

Sub-linaje HTX HSH uDI Accidente Sexual ND
Bran

Uy 124 63 8 1 90 12
SAM 46 21 0 0 22 5
AR-II 10 4 1 0 4 2
AR-lI 2 0 0 0 1 1
BRI 5 1 0 0 4 0
BR-III 7 4 0 0 2 2
BR-IV 2 1 0 0 0 0
CAM 2 0 0 0 2 0
MX-| 4 4 0 0 0 0
MX-II 7 4 0 0 2 0
PE 1 1 0 0 1 0
TOTAL 210 103 9 1 128 22

Cabe senalar que no se realizd una representacion grafica de las proporciones de las vias
de transmision por clados debido a la elevada proporcion de secuencias con informacion

incompleta o no discriminada.
Lugar de adquisicion de la infeccion

En relacion con el lugar de adquisicion del virus, de las 473 secuencias Bgpay, 309 (65,3%)
contaron con informacion geografica especifica, mientras que 121 (25,6%) no presentaron
datos disponibles y 43 (9,1%) consignaron unicamente “Uruguay”, sin especificacion
departamental. Entre las secuencias con informacion especifica, 277 correspondieron a
infecciones adquiridas en Uruguay. De estas, la mayoria se concentra en la region
metropolitana (Canelones, Montevideo y San José), con 218 secuencias (78,7%), seguida
por la regién noreste (Artigas, Rivera, Tacuarembd, Cerro Largo y Treinta y Tres) con 26
secuencias (9,4%); la region oeste (Salto, Paysandu, Rio Negro, Soriano y Colonia) con 19
(6,9%); la region este (Maldonado y Rocha) con 12 (4,3%) vy, finalmente, la region centro

(Flores, Florida, Durazno y Lavalleja) con 2 secuencias (0,7%).

El resto de las secuencias con informacién geografica correspondio a infecciones adquiridas

fuera de Uruguay: 12 en Argentina, 3 en Brasil, 3 en Norteamérica (Estados Unidos vy
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Canada), 9 de otros paises de América Latina y el Caribe (Paraguay, Ecuador, Venezuela,

Colombia y Republica Dominicana), y 5 en Europa (Espafia, Italia, Paises Bajos y Francia).

La marcada sobrerrepresentacién de secuencias provenientes de la region metropolitana,
en conjunto con la menor disponibilidad de datos para el resto de las regiones del pais y la
proporcidon no menor de secuencias sin informacion geografica precisa, limita la posibilidad
de realizar analisis robustos sobre la distribucidén espacial de los linajes virales dentro de
Uruguay. En este sentido, la heterogeneidad en la cobertura geografica del muestreo impide
establecer inferencias concluyentes acerca de patrones de dispersién o predominio regional

de los distintos sublinajes.

Caracteristicas demograficas y epidemioldgicas asociadas a las

secuencias Bcar

En cuanto al clado Bcar (N = 18), el analisis de los metadatos disponibles muestra que 11
secuencias (61,1%) corresponden a pacientes de sexo masculino y 7 (38,9%) a pacientes
de sexo femenino. Respecto a la via de transmision, 10 secuencias (55,6%) se asocian a
transmision HTX, tres (16,7%) HSH, cuatro (22,2%) se encuentran categorizadas como

“sexual” sin mayor especificacion y una (5,6%) no presenta informacién disponible.

En relacion con el lugar de adquisicién del virus, ocho secuencias (44,4%) corresponden a
la regién metropolitana, mientras que dos (11,1%) se ubican en la regidon noreste y una
(5,6%) en la regién este. Asimismo, dos secuencias (11,1%) corresponden a infecciones

adquiridas en Argentina, y cinco (27,8%) no cuentan con informacién geografica disponible.

Dado el bajo numero de secuencias disponibles para este clado, estos resultados deben
interpretarse con cautela y no permiten realizar inferencias robustas sobre patrones

epidemiolégicos o de distribucion geogréafica.

5.3. Analisis evolutivos e inferencia demografica

Se infirieron filogenias bayesianas calibradas en el tiempo para los clados Bpay de América
del Sur que involucran redes de transmision uruguayas (Bpan_uy, Bran-sam» Bran-arois
Bran-ar-is Bpancsroi Y Bean-sron)- La tasa media de sustitucion estimada para el conjunto de
analisis fue de 1,8 x 1073 sustituciones/sitio/afio (HPD 95%: 1,7x10° — 2,1x107®). El
coeficiente de variacion de las tasas especificas por rama fue de 0,36 (HPD 95%:

0,26-0,47), lo que es consistente con una heterogeneidad sustancial en las tasas evolutivas
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entre linajes y respalda la utilizacion de un modelo de reloj molecular relajado no

correlacionado con distribucion lognormal.

Los resultados obtenidos sugieren que las introducciones de linajes Bpyy €n Uruguay
sucedieron entre 1978 (HPD 95%: 1972—-1985) y 2013 (HPD 95%: 2008-2016). La mayoria
de las introducciones inferidas entre 1995 y 2015 no se asociaron con el establecimiento de
clados de transmision local sostenidos, en concordancia con lo observado en el analisis
filogenético de maxima verosimilitud. El clado mas antiguo inferido (tMRCA medio: 1978;
HPD 95%: 1972-1985) correspondié a un clado de transmision mediano dentro de la
filogenia Bpan_yy- Las estimaciones medias del tMRCA para los dos principales subclados
uruguayos, Bean-uy-i ¥ Bpean-uy-i, fueron 1985 (HPD 95%: 1978-1989) y 1987 (HPD 95%:
1978-1988), respectivamente, lo que es consistente con la emergencia independiente de

ambos subclados hacia mediados y fines de la década de 1980 (Figura 13, Tablas 4 y 5).
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Figura 13. Distribuciéon temporal de los clados de transmisién de Bp,, segin su tiempo estimado al ancestro
comun mas reciente (tMRCA). Los clados fueron agrupados en intervalos discretos de acuerdo con las
estimaciones bayesianas de tMRCA. Las barras apiladas muestran la proporcién de clados pequefios (2 < n < 10),

medianos (10 < n < 30) y grandes (n = 30).
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Tabla 4. Tiempo del ancestro comun mas reciente (tMRCA), origen geografico estimado y numero de

secuencias (N) de los clados uruguayos identificados dentro de Bpay_sam, Bran-ar Y Bran-zr.

Sub-linaje Clado N turca Origen geografico
BFAN—SAM
Bran—sam 4 1987 (1981 — 1994) Brasil
Bran—sami 2 2004 (1997 — 2011) Brasil
Bean—_sami 3 1990 (1981 — 1998) Brasil
Bran—_samav 2 2002 (1996 — 2008) Brasil
Bran-sam-v 2 2005 (1998 — 2012) Brasil
Bran-samvi 2 1996 (1987 — 2003) Brasil
Bran-sam-vii 10 1982 (1975 — 1988) Brasil
Bean samvin 2 2013 (2008 — 2016) Argentina
Bran-samax 2 2005 (1999 — 2012) Argentina
Bran-sam—x 2 1984 (1974 — 1993) Brasil
Bran-samxi 2 1997 (1989 - 2005) Brasil
Bran-samxii 13 1980 (1973 — 1987) Brasil
Bran—samxii 2 1990 (1982 — 1999) Brasil
Bran-samxv 5 1989 (1982 — 1994) Brasil
Bran-samxv 2 1986 (1978 — 1993) Brasil
Bean-ar-i
Bran-arai 12 1990 (1984 — 1997) Argentina
BPAN—AR—HI
Bran-arai 4 1988 (1982 — 1995) Argentina
BPAN—BR—II
Bran-sra 4 1988 (1981 — 1995) Brasil
BPAN—BR—!II
Bean-_sroi 8 1990 (1983 — 1996) Brasil
Bean—sron 3 2005 (1999 — 2010) Brasil
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Tabla 5. Tiempo del ancestro comun mas reciente (tMRCA) y niumero de secuencias (N) de los clados

identificados como Bpay_yy.

Sub-linaje Clado N turca
BPAN-UY
Bean_uv. 37 1985 (1978 — 1989)
Bean-uy-i 30 1987 (1978 — 1988)
Bean-uv-n 4 1993 (1986 — 1999)
Bean-uv-iv 2 2010 (2009 — 2011)
Branuv-v 3 1986 (1978 — 1993)
Bran-uy-vi 4 1988 (1982 — 1995)
Bean-uv-vi 4 1987 (1980 — 1994)
Bran-uv-vin 10 1982 (1974 — 1988)
Bran-uvix 2 1998 (1991 — 2004)
Branuv-x 2 2002 (1998 — 2008)
Bean-uy-xi 6 1992 (1985 — 1998)
Bean-uv-xi 10 1989 (1983 — 1995)
Bran-uvxi 3 1999 (1992 - 2006)
Bran-uv—xiv 18 1980 (1972 — 1987)
Bran-uvxv 2 2011 (2006 — 2016)
Bran-uvoxvi 12 1978 (1972 — 1984)
Bean-uy-xvi 5 1998 (1991 — 20086)
Bean-uv-xvin 2 2001 (1995 — 2008)
Bean-uv-xix 2 2005 (1993 — 2013)
Bran-uv-xx 3 2005 (1999 — 2010)
Bran-uv-xxi 2 1994 (1986 — 2002)
Bran-uv-xxi 2 2009 (2007 — 2011)
Bran-uvoxxm 10 1979 (1973 — 1986)
Bran-uv-xxiv 10 1978 (1972 — 1985)
Bean-uv-xxv 2 2003 (1996 — 2009)
Bran_uvoxxvi 2 2002 (1996 — 2009)
Bran-uv-xxvi 4 1999 (1992 — 2006)
Bean-uv-xocvin 3 1988 (1981 — 1993)
Bran-uv-xx 2 1992 (1985 — 2000)
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Con el fin de caracterizar en mayor profundidad la historia evolutiva y demografica de la
epidemia Bpa,y en Uruguay, se realizd un andlisis filodinamico conjunto de Bpan_uvw Y
Bran_uv—i- EStos sublinajes fueron seleccionados por ser los de mayor tamafio y densidad de
muestreo, lo que permite estimar con mayor sustento los cambios temporales en

parametros poblacionales y epidemioldgicos (Figura 14a).

La dinamica temporal del Ne fue inferida mediante BSKG, mientras que la variacion
temporal del Re se estim6é mediante un modelo BDSKY. El analisis BSKG mostr6 una fase
sostenida de crecimiento del conjunto Bpan_uv—/Bpan-uv—ii, iNiciada a mediados de la década
de 1980 y extendida aproximadamente hasta 2010, reflejada en un incremento marcado del
Ne. Por su parte, el modelo BDSKY estimé el Re en ocho intervalos temporales
equidistantes entre 1981 y 2021. Los valores de Re fueron mayores a 1 durante las etapas
iniciales de la epidemia, correspondientes al periodo comprendido entre fines de la década
de 1980 y comienzos de los afios 2000. Posteriormente, descendieron hacia valores
cercanos al umbral epidémico entre mediados de la década de 2000 y 2015, y se
mantuvieron por debajo de 1 en los intervalos mas recientes, lo que sugiere una reduccion

en la intensidad de transmision de estos sublinajes (Figura 14b).

En conjunto, los analisis BSKG y BDSKY muestran un patrén temporal concordante,
compatible con tres fases principales en la dinamica de Bpay_yy. La primera corresponde a
una etapa de expansién sostenida entre aproximadamente 1985 y 2005, caracterizada por
valores de Re consistentemente superiores a 1 y coincidente con el aumento del Ne. La
segunda fase, entre mediados de |la década de 2000 y 2015, se caracteriza por valores de
Re cercanos a 1, lo que sugiere una estabilidad de la transmision. Finalmente, desde 2015
hasta al menos 2022, los valores de Re inferiores a 1 son compatibles con una disminucién

sostenida de la transmision de estos sublinajes.

Cabe destacar que las estimaciones de Ne obtenidas mediante BSKG se interrumpen
alrededor de 2010. Esto se debe a la naturaleza retrospectiva de los modelos coalescentes,
cuya capacidad para estimar cambios recientes en el Ne depende de la densidad de
eventos de coalescencia en el arbol. En este caso, la baja densidad de nodos internos en
las ramas mas recientes reduce la senal filogenética disponible para inferir el Ne durante el

tramo final del periodo analizado.

Finalmente, el analisis de las distancias internodales en los arboles de MCCT indicé que
aproximadamente la mitad de los eventos filogenéticamente inferidos, compatibles con

posibles eventos de transmisién secundaria (49,3%) ocurrieron dentro de los primeros dos
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anos posteriores a la infeccién. Un 29,2% adicional se produjo entre los 2 y 5 afios
post-infeccion, mientras que el 21,5% restante tuvo lugar mas de 5 afios después de la

infeccidn inicial estimada (Figura 15).
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Figura 14. Filogenia calibrada en el tiempo y reconstruccion filodinamica conjunta de los principales
subclados uruguayos de B;,y. a) Filogenia bayesiana calibrada en el tiempo de los dos subclados de Bpay, Beran-uv-i
Y Bean-uy-ni» inferida en BEAST. La longitud de las ramas es proporcional al tiempo (afios), segun se indica en el eje
horizontal, y los colores distinguen ambos subclados. b) Reconstruccion filodinamica conjunta de Bpan_uy_1 Y Bean-uv-i-
La dinamica temporal del tamafo poblacional efectivo (Ne) se estimé mediante el modelo Bayesian SkyGrid (BSKG)
(linea azul, con su HPD del 95% sombreado; eje y izquierdo), mientras que la variacién temporal del Re se estimé
mediante el modelo Birth—-Death Skyline (BDSKY) (linea naranja, con su HPD del 95% sombreado; eje y derecho).
La linea horizontal discontinua indica el umbral epidémico (Re = 1).
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Figura 15. Distribucion de los eventos filogenéticamente inferidos, compatibles con posibles eventos de
transmision secundaria, segun el tiempo aproximado desde la infeccion. Los eventos fueron estimados a partir
de las distancias internodales en los arboles de maxima credibilidad de clado (MCCT) de clados de transmisién
uruguayos de Bpyy mas grandes. La barra apilada muestra la proporciéon de eventos asignados a distintos intervalos
aproximados al tiempo posterior a la infeccidn estimada: <0,5; 0,5-2; 2-5 y >5 afios.

5.4. Origen geografico de la epidemia Bpyy €n Uruguay

La inferencia del origen geografico probable de los clados de transmision uruguayos se
realizd considerando los principales sublinajes sudamericanos de Bpay que contribuyen a la
epidemia nacional. En el caso de Bpan_sam, que incluye secuencias de distintos paises de la
region, la reconstruccion del estado geografico ancestral se realiz6 mediante PastML. Para
los sublinajes definidos previamente como de origen mayoritariamente argentino o brasilefio
(Bran-ar-i, Bpan-ar-ii; Bean-sr-is Bran-sr-ii Y Bran-sr-v), €l origen probable de los clados
uruguayos se asigno a partir de su insercion filogenética dentro del sublinaje regional

correspondiente y de la composicion geografica de las secuencias de referencia.

Bajo este criterio, Brasil fue identificado como la principal fuente regional de los clados Bpay
presentes en Uruguay. De los 20 clados de transmision uruguayos identificados dentro de
estos linajes, 16 (80,0%) fueron asignados a un origen brasilefio, mientras que 4 (20,0%)

fueron asignados a un origen argentino (Tabla 4).

Un patrén similar se observé en las introducciones independientes que no dieron lugar a

clados de transmisién local detectables. Entre las 61 secuencias uruguayas
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correspondientes a este tipo de eventos, la reconstruccion del estado geografico ancestral
asigno 45 (73,8%) a una localizacion ancestral brasilefia y 16 (26,2%) a una localizacion

argentina.

En conjunto, estos resultados indican que Brasil representa la principal fuente regional de
introducciones de linajes Bpay hacia Uruguay, tanto entre aquellas que dieron lugar a clados

de transmisién local como entre aquellas que permanecieron como eventos esporadicos.
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6. Discusion

En América Latina, las epidemias de VIH-1B no se distribuyen como una poblacion viral
homogénea, sino que muestran una marcada estructuracion geografica y epidemioldgica.
Diversos estudios han evidenciado multiples introducciones virales en sistemas de
transmisién parcialmente aislados, con compartimentalizacion geografica a nivel de redes y
una importante heterogeneidad en la capacidad de establecimiento y expansion local de los
distintos linajes (Pagan & Holguin, 2013; Mir et al., 2015). Los hallazgos de este trabajo
confirman que la epidemia de VIH-1B en Uruguay también esta fuertemente condicionada
por introducciones multiples y por diferencias en el éxito de expansién local de los linajes
introducidos. Un aspecto central de los resultados obtenidos es la elevada frecuencia de
introducciones independientes que no logran consolidar una transmision local sostenida. A
pesar de la introduccidn recurrente de una amplia diversidad de linajes Bpay Circulantes en la
region, con una fuerte influencia de variantes provenientes de Argentina y Brasil, la mayoria
de estos eventos correspondid a introducciones esporadicas o a clados de pequeno
tamafo, lo que sugiere una capacidad limitada de establecimiento y expansién dentro de la

epidemia nacional.

Este patrén fue particularmente evidente en linajes que han experimentado una expansion
epidémica considerable en otros paises de América Latina, como Bpan_gr_iv; Bpan-cam Y
Bpan-pe, l0s cuales en Uruguay fueron detectados exclusivamente como introducciones
esporadicas sin evidencia de transmisidn secundaria. Incluso entre los clados
sudamericanos mas frecuentemente introducidos (Bpan_sam: Bran-ar-iis Bean-ar-i» Bean-sroi ¥
Bran-sr_in) Y l0s linajes mexicanos (Bean-wx Y Bran-ux_n), 12 amplificacion local fue, en general,
limitada. Este hallazgo sugiere la existencia de restricciones estructurales o epidemiologicas
que condicionan el establecimiento exitoso de nuevas cadenas de transmision tras su

introduccion en el pais.

Por su parte, los linajes B¢ar contribuyeron de manera marginal a la epidemia uruguaya y no
mostraron evidencia de transmision local sostenida en el conjunto de secuencias analizado.
Este patron es consistente con lo reportado para otros paises del Cono Sur, donde la
contribucion epidemioldgica de Bgar ha sido limitada en comparacion con Bpay (Cabello et
al., 2015). La escasa expansion de B¢z en Uruguay podria estar relacionada con su baja
circulacion en las regiones de mayor intercambio epidemioldgico con el pais. En efecto, la
circulacion de Bgar se ha descrito principalmente en Surinam, Guayana Francesa,
Republica Dominicana y otros paises de América Central y el Caribe (Cabello et al., 2014;

Bello et al.,, 2019), regiones geograficamente distantes de Uruguay y con menor
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conectividad directa con la epidemia local. Si bien Bcaz también ha sido identificado en
Brasil, pais con el que Uruguay comparte una extensa frontera, su distribuciéon dentro del
territorio brasilefio es marcadamente heterogénea. Este linaje se concentra principalmente
en estados del norte y noreste de Brasil, donde se han reportado frecuencias elevadas,
como 41% en Roraima y 14% en Amazonas y Maranhdo. En cambio, en las regiones Sur,
Sudeste y Centro-Oeste, mas préximas a los principales circuitos de intercambio regional
con Uruguay, la frecuencia de Bgar desciende a valores inferiores al 10% (Divino et al.,
2016; Arantes et al., 2019, 2022). Por lo tanto, la baja frecuencia de Bcag €n las regiones
brasilefias mas conectadas con Uruguay, junto con la distancia geografica respecto de sus
principales focos de circulacion, podria haber limitado su introduccidon recurrente y su

establecimiento sostenido en la epidemia uruguaya.

En este contexto de introducciones frecuentes, pero mayormente limitadas en términos de
expansion local, Bpan_uy-i Y Bean-uv-i S€ destacan como los unicos subclados uruguayos con
evidencia de persistencia epidémica a largo plazo. Ambos constituyen los clados de
transmision mas grandes y duraderos identificados en Uruguay y cumplen un papel
comparable, a escala nacional, al de los grandes clados fundadores Bpyy que sostienen
epidemias prolongadas en otros paises de América Latina. Las estimaciones temporales
derivadas de los analisis filogenéticos indican que ambos linajes emergieron de manera
independiente entre mediados y fines de la década de 1980. Este periodo coincide con la
fase inicial de expansion del subtipo B en el Cono Sur y con la diversificacion regional de los
linajes Bpay (Bello et al., 2006; Mir et al., 2015; Junqueira et al., 2016; Mendoza et al., 2014).
En este sentido, su establecimiento temprano, previo a la disponibilidad de intervenciones

terapéuticas efectivas, pudo haber favorecido su expansién y persistencia a largo plazo.

En contraste, las introducciones virales ocurridas después de mediados de la década de
1990 mostraron una probabilidad considerablemente menor de establecer transmision
sostenida, dando lugar predominantemente a clados pequefios o a infecciones esporadicas.
Esta asimetria temporal es consistente con lo descrito para otras epidemias sudamericanas
de subtipo B, en las cuales los clados mas antiguos presentan fases de crecimiento mas
prolongadas y mayores tamafios poblacionales efectivos en comparacién con linajes
introducidos mas recientemente (Mir et al., 2015; Mendoza et al., 2014). Estos patrones
respaldan un régimen filodinamico en el cual el establecimiento temprano de determinados
linajes y los efectos de contingencia histérica desempefian un papel central en la

configuracién de la estructura epidémica a largo plazo.

Los analisis filodinamicos de los dos linajes uruguayos dominantes de Bgp,y indican que la

epidemia de VIH-1B en el pais ha alcanzado una fase de madurez. Las trayectorias
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inferidas se caracterizan por una expansion sostenida desde mediados de la década de
1980 hasta aproximadamente 2010, seguida por una etapa de estabilizacion y, mas
recientemente, sefiales consistentes con una disminucion en la intensidad de la transmision.
Este patron es congruente con lo reportado para epidemias de subtipo B de larga data en
América Latina (Mendoza et al., 2014; Mir et al., 2015; Arantes et al., 2022). En este
contexto, las estimaciones del Re se mantuvieron persistentemente por encima del umbral
epidémico durante varias décadas, comenzando a aproximarse a valores criticos entre
mediados de los anos 2000 y mediados de la década de 2010, y descendiendo
posteriormente a valores subcriticos (Re < 1) en los ultimos afios. Esta transicion temporal
coincide con el periodo posterior a la universalizacién del acceso a la TAR en Uruguay,
iniciada en 1996-1997 (MSP, 2001), y sugiere un impacto gradual del tratamiento sobre la
transmisidén a nivel poblacional, en concordancia con el marco conceptual de tratamiento
como prevencion (Granich et al.,, 2009; Montaner et al., 2010). En este sentido, la
disminucion del Re podria reflejar que se alcanzé progresivamente una masa critica de

pacientes con supresion viral.

Asimismo, la divergencia parcial observada entre las reconstrucciones basadas en modelos
coalescentes (BSKG) y aquellas basadas en procesos de nacimiento—muerte (BDSKY) en
los periodos mas recientes, resulta esperable en escenarios epidémicos avanzados. Este
desacople refleja la menor sensibilidad de los enfoques coalescentes para capturar
dinamicas de transmision cercanas al presente, particularmente cuando la incidencia
disminuye y los tiempos de coalescencia se vuelven mas prolongados (Mir et al., 2018;
Arantes et al., 2022).

El andlisis de las distancias internodales en los MCCT, utilizadas como una aproximacion
indirecta a la separacion temporal entre eventos de diversificacion filogenéticamente
inferidos, mostré una distribucion heterogénea de los intervalos entre eventos sucesivos
dentro de las filogenias inferidas. Casi la mitad (49,3%) de los intervalos estimados fueron
inferiores a dos afos, y 78,5% no superd los cinco afios. Estos resultados indican la
coexistencia de intervalos cortos y prolongados entre eventos filogenéticamente inferidos, lo
que sugiere una dinamica evolutiva caracterizada tanto por episodios de diversificacion
relativamente rapida como por la permanencia durante periodos prolongados de

determinadas ramas o redes filogenéticas en la epidemia uruguaya.

La predominancia de intervalos cortos podria ser compatible con periodos de diversificacion
viral relativamente rapida dentro de algunas cadenas. En términos epidemioldgicos, este
patrén podria vincularse con la heterogeneidad caracteristica de la transmision del VIH, en

la que determinados periodos o contextos concentran una mayor cantidad de eventos de
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transmision (Pilcher et al., 2004; Hollingsworth et al., 2008). Sin embargo, dado que este
analisis no reconstruye pares de transmision ni estima el momento de infeccion de los
individuos, los intervalos observados no deben interpretarse como el tiempo transcurrido
desde la infeccion del caso fuente hasta un evento de transmision secundaria. La presencia
de una proporcidon relevante de intervalos prolongados (>5 anos) podria reflejar la
persistencia temporal de determinadas ramas filogenéticas, pero también el efecto de un
muestreo incompleto, la existencia de intermediarios no muestreados o una baja densidad
de secuencias en ciertos periodos. En otros contextos epidemioldgicos, la persistencia
prolongada de linajes del subtipo B se ha relacionado con una combinacién de procesos
epidemioldgicos, asistenciales y de muestreo (Arantes et al.,, 2021). No obstante, este
analisis no permite discriminar entre estos mecanismos ni atribuir los intervalos observados

a alguno de ellos en particular.

En conjunto, estos resultados sugieren que la epidemia uruguaya combina periodos de
diversificacion relativamente rapida con la persistencia temporal de determinadas ramas o
agrupamientos filogenéticos. En el contexto de una epidemia madura y de amplia
disponibilidad de TAR, este patron podria reflejar la interaccion entre periodos de mayor
concentracion de eventos de diversificacion y la permanencia prolongada de algunos
linajes, modulada por factores epidemioldgicos, estructurales y de muestreo, hipotesis que
debera ser evaluada mediante estudios que integren informacion clinica, epidemioldgica y

de seguimiento longitudinal.

Debe considerarse, ademas, que estas estimaciones derivan de reconstrucciones
filogenéticas realizadas a partir de secuencias obtenidas en el contexto de estudios de
resistencia a TARV, y no de un muestreo poblacional disefiado especificamente para
reconstruir cadenas de transmision. Este sesgo de seleccidon, junto con la cobertura
incompleta de la epidemia y la incertidumbre inherente a la reconstruccién filogenética, debe
tenerse en cuenta al interpretar estos intervalos. Finalmente, las reconstrucciones
filogeograficas indican que la epidemia uruguaya de VIH-1B esta fuertemente influida por
introducciones transfronterizas recurrentes, principalmente desde Brasil y, en menor
medida, desde Argentina. Este patron es consistente con un régimen de dispersidn
caracteristico de América Latina, dominado por la propagacion transfronteriza de corta
distancia, la fuerte compartimentalizacién geografica y un limitado intercambio viral entre
regiones distantes (Pagan & Holguin, 2013; Mir et al., 2015). A su vez, contrasta con lo
observado en epidemias europeas de subtipo B, donde redes transnacionales densamente
interconectadas y frecuentes intercambios virales entre paises generan una estructura

espacial mas débil y filogenias altamente entremezcladas (Paraskevis et al., 2009).
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Mas alld de la dinamica filogenética y filogeografica, la composicion demogréafica de la
muestra aporta una dimension epidemiolégica relevante para interpretar la circulacion del
VIH-1B en Uruguay. La predominancia de individuos de sexo masculino en la muestra de
VIH-1B analizada es particularmente relevante, considerando que esta muestra proviene de
la base GENOUY-VIH, la cual presenta sesgos metodoldgicos de muestreo que, en
principio, podrian favorecer una sobrerrepresentacion de mujeres, de acuerdo con los
criterios discutidos en la seccidén 4.2. de este trabajo. La asociacion del sexo masculino a
este linaje se ve respaldada por analisis comparativos previos del dataset global
(Podchibiakin et al., en revisidon, Anexo 1) donde mediante pruebas de Fisher y test de
proporciones (Z) se demostrd una asociacién significativa (p < 0,001). Especificamente, el
VIH-1B exhibe una proporcion significativamente mayor de hombres y una proporcion
significativamente menor de mujeres en comparacion con otras variantes de relevancia
epidemiolégica para el pais como los FRC12_BF y FRC38 BF1, que muestran perfiles mas
desplazados hacia poblaciones femeninas y transgénero. Por lo tanto, la predominancia
masculina distintiva del subtipo B refuerza la hipdtesis de que este linaje circula
predominantemente en redes de transmisiéon conformadas mayoritariamente por hombres,
en concordancia con escenarios internacionales donde este subtipo se asocia
histéricamente a poblaciones de HSH (Volz et al., 2018; Le Vu et al., 2019; Shiino et al.,
2020). No obstante, esta interpretacién debe tomarse con cautela, dado que los metadatos
disponibles no permiten caracterizar con suficiente detalle las vias de transmisién de todos

los individuos incluidos en la muestra.
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7. Limitaciones

Las limitaciones de este estudio se relacionan principalmente con la calidad y
representatividad de los datos disponibles. Si bien el formulario asociado al genotipado de
resistencia a antirretrovirales constituye una herramienta valiosa para la recoleccion de
informacion demografica y epidemioldgica, presenta desafios importantes. En particular, la
falta de completitud en ciertas variables y la ambigledad en la definicion de otras afectan la

consistencia de los datos y limitan la profundidad de los analisis.

En relacién con la via de transmision, la elevada proporcidn de registros categorizados
como “sexual” sin discriminacion entre HSH y HTX, asi como la ausencia de informacion en
una fraccidén no despreciable de las secuencias, impiden caracterizar de manera robusta la
composicion epidemioldgica de las redes de transmisién en Uruguay. En consecuencia,
aunque la distribucién observada por sexo es consistente con patrones epidemiologicos
descritos para el subtipo B en otros contextos, no es posible confirmar ni cuantificar la

contribucion relativa de las distintas vias de transmision en la epidemia local.

De manera similar, las limitaciones en la informacidon geografica condicionan la
interpretacion de la estructura espacial de la epidemia. La marcada concentracion de
secuencias en la regidon metropolitana, junto con la escasa representacion de otras regiones
del pais y la proporcién de registros sin informacion detallada, introduce un sesgo de
muestreo que impide realizar inferencias robustas sobre la distribucién de los linajes virales

a nivel nacional.

Adicionalmente, el conjunto de datos analizado deriva del genotipado rutinario de
resistencia a antirretrovirales en el marco del sistema nacional de vigilancia del VIH, lo que
implica que no constituye una muestra aleatoria de la poblacion infectada. Esta enriquecido
en individuos vinculados al sistema de atencion y con viremia detectable, ya que las
pruebas de resistencia se realizan principalmente bajo indicaciones clinicas especificas
(Flieller & Cabrera, 2019). Ademas, debido a que el muestreo suele ocurrir afios después de
la infeccion, la incertidumbre temporal puede afectar las estimaciones del origen de los
linajes y de las dinamicas recientes de transmisién. La ausencia de individuos con
infecciones recientes por el VIH, también impone una limitacién al momento de capturar

cambios epidemiolégicos mas cercanos en tiempo.

Desde el punto de vista metodoldgico, los analisis se restringieron a una region parcial del
gen pol, lo que limita la resolucion filogenética y puede conducir a la subestimacién del

tamafio de los clados, a la clasificacion erronea de eventos de introduccién y a una
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deteccion incompleta de recombinacion. A esto se suma el muestreo incompleto de las
cadenas de transmision, que puede generar fragmentacion filogenética, sesgar la
interpretacion del numero de introducciones independientes y sobreestimar los intervalos

entre eventos de diversificacion filogenética inferidos.

En conjunto, estas limitaciones no solo afectan la interpretacion de los resultados obtenidos,
sino que también ponen de manifiesto desafios relevantes para la implementacion de
estrategias de vigilancia gendémica en el pais. La disponibilidad de datos incompletos o poco
resolutivos, tanto a nivel epidemiolégico como geografico, restringe la capacidad de integrar
informacion genética con variables contextuales clave, lo que dificulta la identificacion
precisa de redes de transmision, la deteccion temprana de nuevos linajes y la
caracterizacion de patrones de dispersion. En este sentido, el fortalecimiento de los
sistemas de recoleccion de datos, la estandarizacion de los metadatos asociados a las
secuencias virales, y la inclusion de secuencias provenientes de individuos diagnosticados
recientemente, resultan fundamentales para potenciar el uso de la vigilancia genémica

como herramienta para el monitoreo y control de la epidemia de VIH en Uruguay.
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8. Conclusiones

Los analisis realizados en este trabajo muestran que la epidemia de VIH-1 subtipo B en
Uruguay se configura como un sistema filodinamico maduro y altamente estructurado,
caracterizado por una elevada frecuencia de introducciones virales independientes, la
mayoria de las cuales no logra establecer transmision sostenida. En este contexto, la
persistencia epidémica a largo plazo no parece depender de un flujo continuo de nuevas
introducciones, sino de la continua transmision de un numero reducido de linajes

fundadores introducidos décadas atras, particularmente los sublinajes Bpan_uy-i Y Bran-uy-i-

Desde una perspectiva espacial, la epidemia uruguaya se encuentra fuertemente influida
por introducciones transfronterizas, principalmente desde Brasil y Argentina, en
concordancia con un régimen regional de dispersién dominado por la propagacion de corta

distancia y la alta compartimentalizacién geografica.

Los analisis temporales indican que la epidemia transit6 desde una fase de expansion
sostenida hacia un escenario mas reciente de estabilizaciéon, con senales de disminucién en
la intensidad de la transmision. No obstante, el hecho de que la transmisiéon no se haya
interrumpido completamente sugiere que, a pesar de los avances en el acceso a la TAR,
persisten brechas en el continuo diagndstico—tratamiento que permiten la circulacion y

continua diseminacion local del virus.

El analisis de los intervalos entre eventos filogenéticamente inferidos mostré la coexistencia
de intervalos cortos y prolongados dentro de los linajes analizados, compatible con una
dinamica de propagacion caracterizada por episodios de diversificacion relativamente rapida
y una persistencia temporal de algunos linajes virales. Si bien esta aproximacion indirecta
debe interpretarse con cautela, el patron observado resalta la necesidad de fortalecer tanto

el diagnostico precoz como la continuidad de la atencion y el acceso efectivo a la TAR.

En términos demogréficos, la predominancia de secuencias provenientes de individuos de
sexo masculino es consistente con patrones epidemioldgicos descritos para el subtipo B en
otros contextos, y sugiere una circulacion relevante en redes de transmisién conformadas

mayoritariamente por hombres.

En conjunto, estos resultados constituyen una primera aproximacién a la caracterizacion
filodinamica de la epidemia de VIH-1 subtipo B en Uruguay, y proporcionan un marco de
referencia para futuros estudios orientados a comprender con mayor profundidad la

dinamica de transmision y evolucion viral a nivel local. Asimismo, estos resultados resaltan
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el potencial de la vigilancia gendmica como herramienta para complementar los sistemas
tradicionales de vigilancia epidemioldgica, monitorear la introduccion de nuevos linajes y

orientar estrategias de intervencion mas focalizadas.
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Introduction: Uruguay exhibits one of the highest HIV incidence rates in Latin America, but
its molecular landscape remains insufficiently studied. Understanding the diversity and
dynamics of circulating HIV-1 lineages is essential for strengthening surveillance and

informing public health responses.

Methods: A total of 1,268 HIV-1 pol sequences (PR/RT region) generated between 2007
and 2021 through the nationwide routine genotyping program were analyzed. Subtyping was
performed with online tools, maximume-likelihood phylogenies and recombination analyses.
Associations between patients’ demographic data and HIV-1 lineages were assessed using
Z-tests and Fisher’s exact tests, while temporal trends in lineage prevalence were evaluated

using Pearson correlations.

Results: Seventeen HIV-1 lineages were identified, including four pure subtypes (B, C, A1,
F1) and twelve CRFs. Subtype B was the most prevalent (39.3%), followed by CRFs 12_BF
(27.8%) and 38 BF1 (12.9%). An additional 8.5% of sequences formed a well-supported
clade of B/F1 recombinants (designated BF1.UY), which could not be attributed to any
known CRF. Subtype B showed a strong association with men and MSM transmission;
38_BF1 was enriched among women and individuals with injection-related exposure; and
BF1.UY was predominantly linked to heterosexual transmission. Geographic distribution
reflects regional connectivity: 12_BF predominated in western and eastern regions with
strong Argentine influence, whereas Brazilian-associated variants (subtype C, 31_BC, F1)
clustered in the Northeast and East. Temporal analyses showed a significant decline in
subtype B and a gradual increase in the combined BF1 recombinant group over the study

period.

Conclusions: Uruguay harbors a highly diverse, recombinant-enriched HIV-1 epidemic,
largely dominated by BF1 recombinant forms and shaped by regional epidemics as well as
extensive local diversification. The identification of the BF1.UY clade highligts ongoing
recombination events arising within the country. These findings underscore the need to
strengthen epidemiological and molecular surveillance, together with enhanced regional

genomic cooperation to monitor emerging variants and guide public health strategies.

Keywords: HIV-1; molecular epidemiology; Uruguay.

INTRODUCTION
Over the past decade, the global HIV epidemic has undergone significant shifts. In 2024, an

estimated 1.3 million people (1.0 - 1.7 million) were newly diagnosed with HIV, representing
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a 40% decline in global incidence since 2010. However, this overall decline masks notable
regional disparities such as in Latin America, which has experienced a 13% increase in new
infections since 2010 [1]. This rise unfolds within a broader context of regional challenges,
including limited access to antiretroviral therapy (ART), high prevalence of coinfections,
socio-economic disparities, and insufficient investment in healthcare infrastructure and
research [2]. Furthermore, political and economic instability in the region exacerbates
population mobility, which disrupts continuity of care and undermines prevention strategies,

thereby intensifying transmission dynamics [3].

In this context, Uruguay has one of the highest HIV incidence rates in Latin America, with
0.51 new cases per 1,000 adults (aged 15—-49) in 2023 [4,5]. Notably, 83% of people
diagnosed with HIV are currently receiving antiretroviral therapy (ART), underscoring
national progress in expanding access and supporting adherence. Furthermore, vertical
transmission has consistently remained below 2% in recent years, highlighting sustained
success in prevention [6]. Despite these advances, a substantial proportion of new
diagnoses, particularly among men, still occur at advanced stages, as reflected in low CD4+
T-cell counts at presentation. Moreover, while HIV prevalence in the general population
remains relatively low at 0.6%, it exceeds 5% among key populations, including men who
have sex with men (MSM), injecting drug users (IDUs), male sex workers (MSWs),

transgender individuals, and incarcerated people [7].

Understanding the genetic diversity of HIV is essential for detecting emerging strains,
improving diagnostic and therapeutic strategies, monitoring drug resistance, and tracing
transmission networks. In Latin America, HIV-1 subtype B has historically dominated the
epidemic. However, co-circulation with subtypes C and F1 has led to the emergence of
multiple circulating recombinant forms (CRFs), such as 12_BF (Argentina and Uruguay),
17_BF1 (Argentina), 28 _BF1, 29 _BF1 and 31_BC (Brazil), 38_BF1 (Uruguay), 44 BF
(Chile), and 89_BF1 (Bolivia and Peru), which together constitute a substantial component of
the regional epidemic [8—13]. Despite shared overall patterns, HIV-1 variant distribution is
highly heterogeneous across countries as exemplify by Brazil and Argentina. Brazil, which
accounts for roughly 40% of HIV cases in the region [5], is characterised by a national
predominance of subtype B, a high prevalence of subtype C and BC recombinants in the
South region, and a wide distribution of subtype F1 and B/F recombinants across states [14].
In Argentina, subtype B remains the most prevalent variant, although B/F recombinants have

been rising in frequency over time [15-17].
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In Uruguay, the HIV epidemic has likely been shaped by cross-border mobility with Argentina
and Brazil, driven by longstanding historical and cultural ties [18]. Molecular surveillance
indicates predominance of subtype B and B/F recombinants, with 12_BF playing a major role
[17,19]. Phylogenetic analyses further reveal a shared regional transmission network for
12_BF between Argentina and Uruguay [20], and the detection of subtype C strains closely
related to those circulating in southern Brazil supports ongoing transnational viral flow
[21,22]. Despite these insights, Uruguay's HIV molecular epidemiology remains insufficiently
characterized and further research is needed to better understand the transmission patterns
and evolutionary forces shaping the national epidemic.

To address this gap, we conducted the first nationwide, longitudinal molecular epidemiology
study of HIV-1 in Uruguay, analyzing 1,598 pol sequences and associated patient metadata
from routine genotyping conducted between 2007 and 2021. By characterizing viral lineages
and their transmission dynamics, this study provides novel insights into the evolution and

spread of HIV-1 within Uruguay and its relationship to broader regional dynamics.

METHODS

Routine genotyping data. This study analyzed 1,598 partial pol nucleotide sequences of
HIV-1, obtained through routine genotyping conducted by the Department of Public Health
Laboratories of the Uruguayan Ministry of Public Health, using samples collected between
2007 and 2021. The sequences spanned the protease and partial reverse transcriptase
(PR/RT) regions (HXB2 positions 2,358-3,251) and were generated via Sanger sequencing,
following the protocol described by Aleman et al. (2015) [23]. Epidemiological metadata,
including sampling location, gender, and reported transmission route, were integrated with
sequence data to build GENOUY-HIV, the first national HIV molecular database in Uruguay.
To ensure patient confidentiality, all records were anonymized using unique alphanumeric
identifiers. Sequences were excluded if they met any of the following criteria: (i) patients
under 14 years of age, to minimize potential biases from vertical transmission; (ii) duplicate
samples from the same individual, retaining only the earliest available sequence; or (iii)
failure to meet quality standards, as assessed by the Los Alamos HIV Sequence Quality

Assessment tool (https://www.hiv.lanl.gov), due to evidence of hypermutation or premature

stop codons. After applying these filters, 1,268 high-quality sequences were retained for
downstream analyses. The final dataset has been deposited in GenBank under accession
numbers PZ351606-PZ352874.

HIV-1 subtype classification and phylogenetic analysis. HIV-1 pol sequences were
initially assigned to subtypes or recombinant forms using three automated tools: REGA v3.0

[24], COMET [25], and RIP [26]. Only concordant results across all tools were considered
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definitive. Sequences with discordant or unassigned outputs were further screened for
mosaic structure using Bootscan in SimPlot package v3.5.1 [27] (300-nt sliding window,
10-nt step size). Mosaic consistent with known CRFs were annotated accordingly, while

others were retained for further analyses.

Three targeted phylogenetic validations were then performed: (i) sequences classified as
pure subtypes were co-analyzed with subtype-specific reference panels to confirm their
assignments; (ii) sequences assigned to CRFs were evaluated against CRF-specific
reference datasets to verify clustering consistency; and (iii) sequences not attributable to any
known CRF were analyzed with a comprehensive panel including reference sequences from
all recognized CRFs to resolve their relationships to existing forms. All reference panels
(pure subtype, CRF-specific, and the comprehensive CRF panel for unassigned sequences)

were curated from the Los Alamos HIV Sequence Database.

All alignments were generated using MAFFT [28], excluding codons associated with major
drug resistance mutations (12 in PR, 21 in RT) with Aliview [29]. Phylogenetic trees were
inferred using IQ-TREE v1.6.12 [30], with the best-fit substitution model selected by
ModelFinder [31]. Node support was assessed with the SH-aLRT test [32], considering

values = 0.80 as strong evidence of clustering with subtype or CRF reference sequences.

Frequency and statistical analysis. Following lineage assignment, HIV-1 variant
frequencies for Uruguay (2007-2021) were determined overall and by macro-region.
Uruguay’s first-level administrative divisions were grouped into five macro-regions:
Northeast, West, Center, East, and the Metropolitan Area. Associations between HIV-1
variants (restricted to those with >40 sequences) and geographic region, gender, and
transmission route were tested using Fisher’'s exact test and Z-tests for proportions
(two-sided, a=0.05) in IBM SPSS Statistics v22.0. Gender was categorized as male, female,
or transgender. For the purposes of this analysis, we treated entries labelled as
“transgender” as indicating a gender identity different from sex assigned at birth, although
the underlying variable does not explicitly distinguish between these attributes. Transmission
routes were classified as heterosexual (HTX), men who have sex with men (MSM), and
injection drug use (IDU). Temporal trends for major lineages and recombinant forms were

assessed using Pearson’s correlation on triennial counts (non-overlapping 3-years periods).

Ethical aspects. This work was approved by the Ethics Committee of the Centro
Universitario Regional (CENUR) Litoral Norte of the Universidad de la Republica (Udelar),
Uruguay, under Registration No. 311170-500476-21. Data was compiled in 2022 and
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analyzed between 2022 and 2025. All methods were performed in accordance with the

relevant guidelines and regulations.

RESULTS

Molecular profile of HIV-1 lineages. A total of 1,268 HIV-1 pol sequences from samples
collected between 2007 and 2021 were analyzed to characterize the molecular diversity of
the epidemic in Uruguay. Based on an average of nearly 900 new HIV diagnoses per year in
Uruguay during this period [6], these sequences represent approximately 9.4% of all newly
diagnosed cases, providing substantial coverage of the epidemic, particularly in the

metropolitan area.

Of these 1,268 sequences, 91.5% (n=1,160) could be assigned to known HIV-1 lineages,
revealing 17 distinct genetic forms circulating in the Uruguayan population. These included
four pure subtypes and sub-subtypes (B, C, A1 and F1) and twelve CRFs: 01_AE, 12_BF,
17_BF1, 19 _cpx, 20_BG, 24 BG, 28/29 BF1 (these two recombinants could not be
distinguished due to identical recombination patterns in the analyzed region), 31_BC,
38 _BF1, 41_CD, 46_BF1, and 60_BC (Figure 1). Subtype B was the predominant lineage
(39.3%), followed by CRFs 12_BF (27.8%), 38 BF1 (12.9%) and 28/29 BF1 (3.4%).
Subtype C accounted for 3.2%, while the remaining subtypes and recombinant forms

together represented 5.1% of the dataset (Figure 1 and Supplementary Table 1).

A total of 108 pol sequences (8.5%) could not be assigned to any known CRF by automated
subtyping or recombination analysis. Recombination analysis showed that all of these
sequences exhibited B/F1 mosaic patterns within the analyzed region. All sequences
harbored a primary recombination breakpoint whose position varied among sequences but
consistently fell between nucleotides 2,400 and 2,600 relative to HXB2 (bp1), delineating two
segments: an upstream F1-derived fragment and a downstream B-derived fragment. In most
cases, the analyzed pol region consisted solely of this F1/B mosaic structure, whereas a
subset of sequences exhibited two additional breakpoints (bp2: 2,600-2,700; bp3:
2,850-2,900), resulting in an F1/B/F1/B configuration (data not shown). In the inferred
maximum-likelihood phylogeny, these B/F1 recombinants formed a strongly supported clade
(SH-aLRT > 0.90) that did not include any CRF reference sequences. This clade of B/F1-like
recombinants, hereafter designated BF1.UY, arose from a basal node as part of a
well-supported polytomy (SH-aLRT > 0.90) with two additional lineages: one comprising
38_BF1 and 42_BF1 reference strains (SH-aLRT > 0.80) and another consisting of 17_BF1
(SH-aLRT > 0.90) (Figure 2).
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Geographic distribution of HIV-1 lineages in Uruguay. Of the 1,268 pol sequences
analyzed, 777 (61.3%) contained metadata on the reported location of HIV acquisition. Most
originated from the Metropolitan Area (75.2%), followed by the Northeast (9.4%), West
(9.1%), East (5.5%), and Center (0.8%) (Figure 3); results for the latter should be interpreted
cautiously due to limited representation. Subtype B and the major BF recombinants 12_BF,
38 BF1, and BF1.UY were detected nationwide. Subtype B showed relatively uniform
frequencies (=30-40%) and predominated in the Metropolitan, Northeast, and Central
regions. In contrast, 12_BF displayed marked geographic heterogeneity, being most
prevalent in the East and West but less frequent in the Northeast (~16%). Accordingly,
pairwise Z-tests indicated that the West had a higher proportion of 12_BF and a lower
proportion of subtype B than both the Northeast and Metropolitan regions. The 38 BF1
occurred countrywide at moderate frequencies (8-16%), while BF1.UY was found in all
regions at generally lower levels (<10%). Less frequent forms, including subtype C and
31 _BC, were mainly restricted to the Northeast and East; consistent with this, Z-tests
showed that the Northeast had a higher proportion of subtype C and lower proportions of
12_BF and 38_BF1 than the Metropolitan Area (Figure 3).

Association between HIV-1 lineages and gender. Gender information was available for
1,230 sequences (97.0% of those included in the analyses). Using Fisher’s exact test to
compare the gender distribution of each major lineage (>40 sequences) against all
remaining lineages, significant associations were observed for subtype B (p < 0.001), 12_BF
(p = 0.005), and 38 BF1 (p = 0.036). Z-tests for proportions showed that subtype B was
overrepresented among men (65.2% in subtype B vs 50.5% in the rest of the dataset) and
underrepresented among women (34.0% vs 47.3%). In contrast, 12_BF was relatively
enriched among transgender individuals (3.3% vs 1.0%) and depleted among men (51.5%
vs 58.2%), whereas 38 BF1 was enriched among women (51.3% vs 40.6%) and depleted

among men (47.5% vs 57.7%) (Figure 4A and Supplementary Table 2).

Associations between HIV-1 lineages and transmission route. Transmission route data
suitable for analysis were available for 854 sequences (67.4% of the 1,268 sequences).
Fisher's exact tests revealed significant associations between transmission route and
subtype B (p < 0.001), 38 BF1 (p < 0.001) and the BF1.UY clade (p = 0.013). Z-tests for
proportions indicated that subtype B was more frequently associated with MSM transmission
(31.1% of subtype B sequences vs 18.6% among all other lineages combined). In contrast,
38_BF1 showed a higher proportion of IDU transmission (12.5% vs 3.1% in the remaining

lineages) and a lower proportion of MSM transmission than the rest of the dataset (12.5% vs
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25.2%). The BF1.UY clade was predominantly associated with HTX transmission (86.3% vs
70.8% in the remaining lineages) (Figure 4B and Supplementary Table 3).

Temporal trends in major HIV-1 lineages and BF1 recombinants. Temporal patterns were
evaluated in non-overlapping three-year periods (2007-2009, 2010-2012, 2013-2015,
2016-2018, 2019-2021) for the six most frequent lineages and for a composite group of BF1
recombinants. Pearson’s correlation on triennial proportions showed a significant negative
temporal trend for subtype B (R? = 0.829; p = 0.033), indicating a progressive decline in its
relative frequency. In contrast, the BF1 recombinant group showed a positive correlation (R?
= 0.778; p = 0.0479) which, although it should be interpreted with caution, is consistent with
an increasing contribution to the epidemic over the study period (Figure 4C). The BF1
recombinant group included 12_BF, 17_BF1, 28/29 BF1, 38_BF1, 46_BF1 and BF1.UY.

DISCUSSION

This study provides the first nationwide, longitudinal characterization of HIV-1 molecular
diversity in Uruguay, revealing a heterogeneous epidemic dominated by subtype B and BF1
recombinant lineages. Together, the high diversity and prevalence of BF1 forms, including
the newly delineated BF1.UY clade, underscore that Uruguay harbours a
recombination-driven, BF1-enriched epidemic landscape, with multiple related lineages

undergoing ongoing local diversification.

In quantitative terms, subtype B remains the single most frequent lineage, accounting for
39.3% of characterized infections, but it is collectively outnumbered by BF1 recombinants,
which together represent about 55% of the sample. This BF1 spectrum is dominated by
12_BF (27.8%) and 38_BF1 (12.9%), followed by the BF1.UY clade (8.5%), with other BF1
forms such as 28/29_BF1 and 46_BF1 contributing smaller proportions. Analysis of triennial
proportions revealed a significant negative temporal trend for subtype B, indicating a
progressive decline in its relative contribution over the study period, whereas the grouped
BF1 recombinants showed a positive, albeit more modest and borderline, correlation,
consistent with a gradual increase in their relative prevalence over the study period. Similar
patterns, in which the relative contribution of “pure” subtype B decreases while CRFs and
URFs gain prominence, have been reported in other settings [33]; however, in Uruguay this
diversification is concentrated mainly within the BF1 recombinant spectrum rather than

involving a broader range of non-B variants.

Geographically, the Uruguayan epidemic shows limited phylogeographic structuring, with
most spatial signal confined to lineages that have clear epidemiological links to neighboring

epidemics. Among BF1 recombinants, 12_BF, originally described in Argentina and Uruguay
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[8], represents the second most common lineage in Uruguay after subtype B and is
particularly frequent in the West and along the eastern Atlantic coast, consistent with intense
cross-border population exchange with Argentina and seasonal touristic flows [18,34]. In
Argentina, molecular analyses have shown that many BF1 recombinants are
second-generation forms derived from 12_BF through successive rounds of recombination
with locally circulating subtype B viruses [17,35,36]. A similar process may underlie the
12_BF-like diversity observed in Uruguay, although near full-length genome data will be
required to determine whether these viruses represent prototypical 12_BF or related
second-generation recombinants. Further investigation is also needed to disentangle the
relative contributions of local onward transmission and repeated introductions to the
persistence of this lineage in Uruguay. By contrast, lineages associated with the Brazilian
epidemic, including 28/29 BF1, 31 _BC, subtype C and sub-subtype F1 [14], are mainly
concentrated in the East and Northeast, where cross-border mobility with southern Brazil is
greatest [37,38]. Subtype B, in turn, is detected at similar frequencies across all
macro-regions, consistent with early introduction and long-standing dissemination at the
national scale. The other major BF1 recombinant lineages, 38_BF1 and BF1.UY, are also
widely distributed throughout the country, supporting their consolidation as endemic
components of the epidemic. Taken together, these spatial patterns indicate that Uruguay’s
current HIV-1 diversity reflects the combined effects of early nationwide dissemination of
subtype B, multiple regionally constrained introductions from neighboring countries, and

subsequent local amplification of successful recombinant BF1 lineages.

Beyond their geographic distribution, the major HIV-1 lineages circulating in Uruguay display
distinct demographic and transmission profiles. Subtype B is strongly associated with men
and with MSM transmission, consistent with multiple international studies describing the
persistence of this subtype within MSM transmission networks [14, 39—41]. In contrast,
38 BF1 shows higher representation among women and a greater frequency of
injection-related transmission compared with other lineages. This pattern is consistent with
the original description of 38 BF1 by Ruchansky et al. (2009), who identified this
recombinant as widely distributed in Uruguay and more frequently found among individuals
with injection-related or high-risk sexual exposure, including vertically infected children born
to mothers who used drugs. The persistence of these epidemiological associations over
more than two decades reflects the continued circulation of 38 _BF1 within population groups
historically affected by parenteral exposure. Regarding other BF1 recombinants, 12_BF, a
lineage of regional relevance, showed no statistically significant association with any single
transmission category. Nevertheless, 74% of analysed 12_BF sequences were linked to

heterosexual exposure, consistent with observations from Argentina where BF1
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recombinants, including 12_BF, have been predominantly associated with heterosexual
transmission networks [42,43]. Within this overall profile, 12 BF also appeared
comparatively more frequent among individuals recorded as transgender, a pattern that has
not, to date, been described in regional studies of 12_BF circulation and that points to
transgender and other gender-diverse populations as potentially important nodes in the

dissemination of BF1 lineages in Latin America.

Within the BF1-enriched background, the BF1.UY clade identified in this study represents
one of the most distinctive findings of the Uruguayan HIV-1 epidemic. Phylogenetic and
recombination analyses indicate that BF1.UY behaves as a family of closely related B/F1
recombinants rather than a single CRF. In addition, BF1.UY is predominantly associated with
heterosexual transmission, consistent with the prominent role of heterosexual networks in
the dissemination of BF1 recombinants described in the region [8, 43]. However, because
our analyses are restricted to partial pol sequences, full genome sequencing will be required
to determine whether BF1.UY corresponds to several novel CRFs or instead represents a

locally diversified constellation of URFs within the broader BF1 recombinant spectrum.

Taken together, these results should be interpreted in light of several limitations.
GENOUY-HIV, although by far the most extensive HIV-1 molecular dataset compiled in
Uruguay, remains a convenience sample restricted to individuals for whom genotypic
resistance testing was requested. Coverage is therefore incomplete and geographically
unbalanced, with particularly sparse sampling from the Central region, so lineage
distributions in that area are likely under-resolved. Because most sequences were generated
in the setting of virological failure, the lineage frequencies and temporal patterns inferred
here probably reflect infections acquired several years earlier; the actual contribution of
specific variants at the time of transmission may thus differ from our estimates, with subtype
B likely overrepresented and BF1 recombinants underrepresented. At the genomic level,
analyses were limited to the PR/RT region, precluding the detection of recombination events
elsewhere and almost certainly underestimating the burden of complex recombinants and
overall diversity. Finally, behavioural and demographic variables were derived from routine
clinical records, and some, including gender and exposure, were coarse or inconsistently
defined (e.g., sex assigned at birth and gender identity were not captured as separate
variables), limiting the resolution of lineage-level associations with population subgroups.
Despite these caveats, this analysis constitutes the most comprehensive molecular
characterization of the HIV-1 epidemic in Uruguay to date and provides a robust foundation

for future whole-genome sequencing and genomic surveillance efforts.
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In summary, these findings highlight the broader potential of routine HIV genotyping data to
strengthen integrated molecular surveillance in Latin America. The integration of clinical
genotyping with epidemiological metadata, as implemented in the GENOUY-HIV framework,
shows that datasets originally generated for drug resistance testing can be repurposed as
cost-effective resources for real-time monitoring of viral diversity and transmission dynamics,
an approach successfully adopted in several countries to inform prevention policies and
guide public health responses [44—47]. Extending this strategy to whole-genome sequencing
will enable higher-resolution detection of emerging recombinant forms and more precise
reconstruction of transmission networks. In the longer term, linking these data with
phylodynamic frameworks could support inference of key epidemiological parameters such
as incidence, reproductive number (RO), and patterns of geographic dissemination
[20,48,49], thereby expanding their value for public health planning. Strengthening regional
genomic cooperation among Argentina, Brazil, and Uruguay will be essential to monitor
cross-border transmission and to foster coordinated prevention strategies. Collectively, these
perspectives highlight the importance of developing an integrated molecular surveillance
system that bridges clinical, epidemiological, and genomic data to guide evidence-based

responses to HIV in Latin America.
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Figure 1. Maximum Likelihood phylogenetic inference of HIV-1 lineages circulating in Uruguay. (A)
Subtypes and sub-subtypes tree. Based on 605 sequences, 549 from the GENOUY-HIV database and 56
reference sequences representing all pure HIV-1 subtypes and sub-subtypes. (B) CRFs tree. Based on 967
sequences, 611 from the GENOUY-HIV database and 356 reference sequences representing all described
CREFs. In both trees, the inner ring indicates sequences from the GENOUY-HIV database (red) and reference
sequences (black). The outer ring shows the different lineages identified (color legend). The tree was
midpoint-rooted. All nodes marked with circles have SH-aLRT support = 0.80. Branch lengths are scaled to
nucleotide substitutions per site. Reference sequences were obtained from the Los Alamos HIV Database.
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Figure 2. Maximume-likelihood phylogeny of unassigned B/F1 recombinant pol sequences. The analysis
was based on 464 sequences, including 108 B/F1 recombinants from GENOUY-HIV and 356 reference
sequences representing all described CRFs. The outer ring indicates GENOUY-HIV sequences (red) and
reference sequences (black). The tree was midpoint-rooted. All branches marked with a dot have SH-aLRT
support = 0.80. Branch lengths are shown on a scale of nucleotide substitutions per site. The BF1.UY clade,
defined here as a strongly supported monophyletic group of B/F1 recombinants that does not include any CRF
reference sequences, is highlighted in pink (SH-aLRT > 0.90). The light gray clade includes reference
sequences corresponding to CRFs 38 BF1 and 42_BF1, while the darker gray clade indicates references to
17_BF1. Reference sequences were obtained from the Los Alamos HIV Database.
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Figure 3. Geographic distribution of circulating HIV-1 lineages in Uruguay. Stacked bar charts show the
proportion of HIV-1 lineages among sequences with available information on place of acquisition, stratified by
macro-region (Northeast, West, Central, East and Metropolitan Area). The most frequent lineages at the
national level are shown in blue, while lineages that are not common nationwide but reach 22.0% within a
given region are shown in orange. The “Others” category (grey) groups all remaining lineages with <2.0%
frequency in every region. On the right, a map of Uruguay indicates the boundaries and names of the
macro-regions used in the analysis.
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Figure 4. Associations between HIV-1 variants and gender, transmission route and time. Analyses were
restricted to variants with >40 sequences. (A) Gender distribution for lineages with a significant association by
Fisher’s exact test (subtype B, 12_BF and 38_BF1). Bars show the proportion of sequences in each gender
category (F: female; M: male; T: transgender) compared with all remaining lineages combined. (B)
Transmission route for lineages with a significant association by Fisher’s exact test (subtype B, 38_BF1 and
BF1.UY). Bars show the proportion of sequences in each exposure category (HTX: heterosexual; MSM: men
who have sex with men; IDU: injecting drug use) versus all other lineages. In panels A and B, asterisks
indicate significant differences in Z-tests for proportions (p < 0.05). (C) Temporal trends in the relative
frequency of subtype B and BF1 recombinants between 2007 and 2021, shown as proportions in
non-overlapping three-year periods. BF1 recombinants include 12_BF, 17_BF1, 28/29_BF1, 38_BF1, 46_BF1
and BF1.UY. Lines represent linear regressions of triennial proportions, with coefficients of determination (R?)

shown for each group.
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SUPPLEMENTARY FIGURES AND TABLES

Supplementary Table 1.

Lineage Sequences (%) Time range
B 498 (39.3) 2007-2021
12_BF 353 (27.8) 2007-2021
38_BF1 163 (12.9) 2007-2021
BF1.UY 108 (8.5) 2007-2021
28/29 _BF1 43 (3.4) 2008-2021
C 40 (3.2) 2009-2021
46_BF1 15(1.2) 2010-2021
31_BC 14 (1.1) 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
01_AE 3(0.2) 2012-2017
19_cpx 2(0.2) 2021
60_BC 2(0.2) 2017-2019
41 _CD 1(0.1) 2010
A1 1(0.1) 2009
Supplementary Table 2.
Lineage M (%) GF.::LT T (%) Total p-value
B 322 (65,2 168 (34,0) 4 {0.8) 484 0.000
Other lineages combined (non B) 372 (50,5) 348 (47,3) 16 (2,2) 736
12_BF 171 (51,5) 150 (45,2) 11(3,3) 332 0008
Other lineages combined (non 12_BF) 523 (58.2) 366 (40.8) 9(1.0) 808
38_BF1 75 (47.5) 81 (51,3) 2(1.3) 158 o
Other lineages combined (non 38 _BF1) 619 (57.7) 435 (40,6) 18(1.7) 1072
28/29_BF1 21(48,8) 21(48,8) 1(2.3) 43 0.978
Other lineages combined (non 28/29 BF1) 673 (56.7) 485 (41.7) 19 (1.6) 1187
» 19 (47.5) 21(52,5) 0 40 0.380
Other lineages combined (non C) 675 (56.7) 495 (41,6) 20(1,7) 1190
BF1.UY 46 (46.5) 51 (51,5) 220 a9 0.083
Other lineages combined (non BF1,UY) 648 (57.3) 465 (41.1) 18(1.6) 1131
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Supplementary Table 3.

Transmission route

Lineage HTX (%) MSM (%) IDU (%) Total p-value
B (66,0) 105 (31,1) 10 (3.0) 338 0.000
Other lineages combined (non B) 393 (76,2) 96 (18,6) 27 (5.2) 516
12_BF 168 (73.8) 50 (21.8) 10 (4.4) 229 0.777
Other lineages combined (non 12_BF) 447 (71.5) 151 (24.2) 27 (4.3) 625
38_BF1 B84 (75,0) 14 (12,5) 14(12,5) 112 0.000
Other lineages combined (non 2826 BF1) 532 (F1.7) 187 (25,.2) 23 (3,1) T42
2829 BF1 19 (70.4) T (25.9) 1{3.7) 27 0.932
Other lineages combined (non 28/20 BE1) 597 (72.2) 194 (23.5) 36 (4.3) 827
c 21 (B0.8) 5(19.2) (V] 26 0,683
Other lineages combined {non C) 595 (71.9) 196 (23.7) 37 (4.5) 828
BFLUY 63 (86,3) 8 (11,0) 227 73 0.013
Other lineages combined (non BFL.LUY) 553 (70,8) 193 (24,7) 35 (4.5) T8l

108



ANEXO 2. Manuscrito derivado de la presente

tesis

Revista: -
Estado: Proximo a submitir

Spatiotemporal analysis of HIV-1 subtype B transmission

networks in Uruguay

Authors: Podchibiakin, A. A.', Arantes, 1.2, Flieller, R.%, Ruchansky, D.3, Brasesco, M.},
Chiparelli, H.3, Bello, G.2, Mir, D".

Affiliation:

'Universidad de la Republica - CENUR, Department of Biological Sciences, Genomics and
Bioinformatics Unit, Salto, Uruguay

%Fiocruz, Oswaldo Cruz Institute, Arbovirus and Hemorrhagic Virus Laboratory, Rio de
Janeiro, Brazil

3Ministry of Public Health, Department of Public Health Laboratories, Virology Unit,
Montevideo, Uruguay

*Corresponding authors: G. Bello, D. Mir

Conflicts of Interest and Source of Funding: The authors have no conflict of interest. This
work was supported by the Comision Sectorial de Investigacion Cientifica (CSIC-Uruguay)
(CSIC_VUSP_Modalidad-2-2021), by the Fondo Carlos Vaz Ferreira (FVF) from the
Direccién Nacional de Innovacion, Ciencia y Tecnologia (DICYT), Ministry of Education and
Culture (MEC), Uruguay (Project FVF_2023_482), and by the L'Oréal Uruguay For Women
in Science Fellowship Program. Agustina A. Podchibiakin is the recipient of a predoctoral
scholarship (POS_NAC_2023_1_178397) from ANII (Uruguay).

ABSTRACT

Objective: Reconstruct the evolutionary and transmission dynamics of the HIV-1 subtype B
epidemic in Uruguay and assess the relative contribution of cross-border introductions and

local transmission networks.
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Methods: A total of 491 HIV-1 subtype B pol sequences sampled in Uruguay between 2007
and 2021 were analyzed. Phylogenetic inference and clade assignment were performed
using maximum likelihood approaches, integrating regional and global reference datasets.
Transmission clusters were identified based on phylogenetic support and ancestral state
reconstruction. Time-scaled phylogenies and demographic histories were inferred using
Bayesian coalescent and birth—death models to estimate the timing of introductions, effective

population size (Ne), and effective reproductive number (Re).

Results: The Uruguayan HIV-1 subtype B epidemic is overwhelmingly dominated by the
pandemic lineage (Bpan; 96.3%), with minimal contribution from Caribbean non-pandemic
lineages (3.7%). A total of 229 independent viral introductions were identified, of which only
22.7% resulted in detectable local transmission clusters, indicating that most introductions
failed to establish sustained transmission. The epidemic is largely driven by two major
Uruguayan-specific clades (Bpan_uyst and Bpan_uy-i), both emerging in the mid-to-late 1980s
and accounting for the largest and most persistent transmission networks. Phylodynamic
analyses revealed sustained exponential growth from the 1980s until approximately 2010,
followed by stabilization and recent declines in transmission (Re < 1). Nearly half of
transmission events occurred within the first two years post-infection. Phylogeographic
reconstruction identified Brazil and Argentina as the primary sources of viral introductions

into Uruguay.

Conclusions: The HIV-1 subtype B epidemic in Uruguay represents a mature and highly
compartmentalized transmission system, characterized by frequent but largely unsuccessful
viral introductions and long-term persistence driven by a limited number of early-established
founder lineages. These findings highlight the importance of historical contingency and
transmission network structure in shaping epidemic dynamics and underscore the continued

role of regional connectivity in sustaining viral diversity.

Keywords: HIV-1; subtype B; molecular epidemiology; Uruguay.

INTRODUCTION

The Human Immunodeficiency Virus Type 1 Subtype B (HIV-1B) gave rise to the earliest
large-scale epidemics established outside Africa, initiating the global phase of the HIV
pandemic [1,2]. Although HIV-1B represents only ~10-12% of infections worldwide, it is the
most geographically dispersed HIV genetic variant, predominating in several regional
epidemics and serving as the reference model for molecular and translational research
[3-5]. In particular, HIV-1B accounts for >90% of cases in the Caribbean, ~76% in Latin

America, and >80% in Western and Central Europe and North America, while remaining
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relatively rare in sub-Saharan Africa. Historical and phylogenetic evidence trace its origin to
Central Africa (Kinshasa) in the mid-20th century, followed by a single introduction into Haiti
in the mid-1960s. A subsequent founder event from Haiti to the United States in the late

1960s ultimately drove its expansion across the Americas and Europe [1,2,6].

In Latin America, the HIV-1B epidemic comprises two phylogenetically distinct components
of viral diversity, reflecting alternative evolutionary trajectories following the early
establishment of the virus in the Caribbean. One corresponds to the pandemic lineage
(Bpan), Which established itself in North America and spread across the continent, now
accounting for more than 90% of Subtype B infections in most mainland Latin American
countries [6,7]. The other comprises a set of Caribbean-derived clades (B¢ar), Originating
from early diversification within the Caribbean basin [7,8]. While B¢z clades dominate
several Caribbean island epidemics, representing a persistent component of local
transmission, they are detected only sporadically or at low prevalence (1-10%) in most of

mainland Latin America [7,9].

Following its introduction into Latin America, Bpay diversified into a limited number of large
transmission clades. These Bpay clades were established through multiple introductions
between the late 1960s and the 1980s and subsequently expanded within specific national
and sub-regional contexts, giving rise to stable and long-lasting epidemic lineages [10].
Prominent examples include several country-specific clades that have become central to
national epidemics in Argentina, Brazil, El Salvador, Honduras, Mexico and Peru, as well as
two regional clades spanning Argentina/Brazil and Honduras/El Salvador. This pattern
reveals a regional epidemic characterized by strong geographic compartmentalization and

predominantly within-country transmission of B,y founder clades [10,11].

Within this regional framework, the evolutionary history of HIV-1B in Uruguay remains largely
unexplored. Nationwide molecular surveillance indicates that HIV-1B predominates in
Uruguay (39.3%) and is strongly associated with transmission among men who have sex
with men [12]. Yet, the relative contribution of the Bpay and Bgar clades to the national
epidemic, their frequency of introduction, and the long-term persistence of local transmission
networks have not been assessed. To address these gaps, this study conducts a
comprehensive, nationwide phylodynamic analysis. The objective is to reconstruct the
evolutionary and demographic history of HIV-1B in Uruguay, as well as to infer its
cross-border and local transmission patterns, thereby placing national dynamics within their

proper regional context to better understand the forces shaping this epidemic.

METHODS
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Subtype B clade assignment A total of 491 HIV-1B pol sequences (HXB2 positions
2358-3251), generated from samples collected in Uruguay between 2007 and 2021, were
analyzed. All sequences were provided by the Department of Public Health Laboratories
(DLSP, Ministry of Public Health, Uruguay), stored in the GENOUY-HIV national database,
and previously quality-checked and subtyped [12]. GenBank accession numbers for all
sequences analyzed in this study are provided in Supplementary Table 3. For clade
assignment, the dataset was aligned with curated reference sequences comprising Bpay
sequences from United States (USA) and France (n = 300), B¢ar lineage from the Caribbean
(n = 200) [13,14] and major Bpsy Latin American clusters [10]. Clade placement was
performed using the Evolutionary Placement Algorithm (EPA) implemented in RAXML v8.2.4
[15]. To further characterize the placement of Uruguayan sequences within Bgpay diversity and
delineate Uruguayan Bg,y clades, Bpay-assigned sequences were then stratified into regional
datasets and re-analyzed together with their corresponding reference panels (Table S1).
Sequences classified within South American Bgp,y clusters were aligned with reference
sequences from Bpan.savs Bran-ar-iis Bran-ariis Bransriis Bean-rais Bran-sravs @nd Bpaype; those
falling within Central American diversity were analysed with Bpan.cav references; and those
placed within Mexican diversity were analyzed with Bpayuxy and Bpanwxa- Uruguayan
sequences assigned to Bpyy but not falling within any previously described Latin American
cluster were aligned with Bg,y reference sequences from the USA and France. Independent
ML phylogenetic analyses were then performed for each Bpay Latin American cluster and for
the sequences that branched outside the known clades, resulting in a total of 11
phylogenetic inferences. All phylogenetic trees were reconstructed with PhyML [16,17] using
the Subtree Pruning and Regrafting (SPR) heuristic search strategy. Branch support was
assessed using the approximate likelihood-ratio test (aLRT) based on the
Shimodaira-Hasegawa-like procedure [18]. All trees were visualized using FigTree v1.4.4

program [19].

ML phylogeographic analyses ML phylogenetic trees were evaluated for temporal signal
and best-fitting root using TempEst v1.5 [20] and subsequently time-scaled with TreeTime
v.0.8.6 [21]. Ancestral geographic reconstruction was performed with PastML [22], under the
maximum likelihood/maximum a posteriori (MAP) approach and an F81-like model.
Uruguayan transmission clusters were defined as highly supported monophyletic clades
(aLRT = 0.85) whose ancestral node was inferred to be in Uruguay and that were composed
predominantly (>90%) of Uruguayan sequences. Clades were classified according to size as
large (n > 30), medium (n = 10-30), or small (n = 2-9).

Bayesian time-scale evolutionary analyses The time of the most recent common ancestor

(Tmrea) Of all Bpay Uruguayan clades was estimated using a Bayesian Markov Chain Monte
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Carlo (MCMC) approach, as implemented in BEAST v1.10.4 [23,24], with BEAGLE to
improve run-time [25]. Dated phylogenies were inferred with the flexible Bayesian Skyline
coalescent model [26], the GTR + | + 4 nucleotide substitution model, and a relaxed
uncorrelated lognormal molecular clock [27]. A uniform prior was applied to the clock rate
(1.7-2.1x10"* substitutions/site/year), based on estimates from previous studies [14,28].
MCMC chains were run for 10-30x10” generations to ensure Effective Sample Size (ESS)
values above 200. Posterior distributions and 95% Highest Posterior Density (HPD) intervals
were inspected using Tracer v1.7.1 [29]. Maximum clade credibility trees (MCCT) were

summarized with TreeAnnotator v1.10.4 and visualized in FigTree v1.4.4.

Bayesian demographic reconstructions The demographic history of major Bpay
Uruguayan clades was next reconstructed using Bayesian MCMC approaches. Changes
across time in their effective number of infections (Ne) were estimated using the coalescent
Bayesian Skygrid (BSKG) model [30], as implemented in BEAST v1.10.4 [23,24]. Changes
across time in their effective reproductive number (Re) were estimated using the Birth-death
Skyline (BDSKY) model [31], as implemented in BEAST 2.1 [32]. For BDSKY, the sampling
rate (8) was set to zero for the period before the oldest sample and estimated afterward. The
BDSKY prior settings were as follows: becoming non-infectious rate (log-normal, mean =
0.25; standard deviation = 0.5); reproductive number (log-normal, mean = 0.0, s.d. = 1.0);
sampling proportion (beta, alpha = 1.0, beta = 25.0). The origin parameter was conditioned
to root height, and Re was estimated in a piecewise manner over eight time intervals defined
from the date of the most recent sample up to the root of the tree. The MCMC chain was run
until all relevant parameters reached ESS >200. The inferred temporal evolution of the Re
was plotted with the bdskytool R package (https://github.com/laduplessis/bdskytools). The
timing of secondary transmission events was inferred using TreeStat software [24] from
internode distances in MCCTs and grouped into discrete post-infection intervals (<0.5, 0.5-2,

2-5, and >5 years).

RESULTS

HIV-1B introductions and local transmission clusters. ML phylogenetic analyses showed
that the vast majority of Uruguayan HIV-1B sequences (n = 473, 96.3%) clustered within
Bran, Whereas only 3.7% (n = 18) were assigned to Bcar (Supplementary Figure 1). Among
Bran sequences, 37.0% (n = 175) clustered within previously described country- or
regional-specific Bpay clades (as defined by Mir et al., 2015), while a substantial proportion
(63.0%, n = 298) did not associate with any Bp,y clade described to date (Table 1). These
sequences were analyzed in an independent phylogenetic inference (Bpanuy), Which
resolved them into a mixture of Uruguayan-specific transmission subclades and

phylogenetically isolated introductions. Across the 11 ML phylogenies inferred for the major
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Bean Clades and for the Bpan_yy dataset, 229 independent introductions of Bp,y viruses into
Uruguay were identified; 52 of these introductions gave rise to detectable local transmission
clusters, whereas the remaining 177 corresponded to sporadic introductions without
evidence of onward local spread (singletons). Among the 52 transmission clusters, 2 were
large (3.8%; n = 30), 9 were medium-sized (17.3%; 10 < n < 30), and 41 were small (78.9%;
2 = n < 10) (Figure 1A). Notably, the two largest clusters were detected exclusively within
Bran_uy SUbclades and were designated Bpan_uy_ (0 = 37) and Bpan_yy_i (n = 30). Medium and
small transmission clusters were identified within seven Bpay clades previously described by
Mir et al. (2015) (Bpan-sam: Bean-ar-ii: Bean-ar-ii, Bran-sroii» Bran-sroiiis Bean-mx-i» Bean-mx-n), as well
as across multiple Bpan_yy subclades. In contrast, Bpean_gr-ivs Brancam, @nd Bpan_pe Were

restricted to sporadic introductions only (Supplementary Figures 2—-3).

Bayesian time-scale evolutionary analyses and demographic reconstruction. Bayesian
time-scaled phylogenies were inferred for South American Bg,y clusters involving Uruguayan
transmission networks (Bean-uy, Bpan-sams Bpan-ar-ii: Bpan-ar-ii, Bpan-sroi, @nd Bean-gr-m). The
overall mean substitution rate was 1.8 x 107 substitutions/site/year (95% HPD: 1.7 x
102-2.1 x 107®) and the coefficient of variation of branch-specific rates was 0.36 (95% HPD:
0.26-0.47), indicating substantial among-lineage rate heterogeneity and supporting the use
of a relaxed uncorrelated lognormal clock model. Within these clade-specific phylogenies,
introductions of Bpay lineages into Uruguay were dated between 1978 (95% HPD:
1972-1985) and 2013 (95% HPD: 2008-2016), and most events between 1995 and 2015
were not associated with the establishment of sustained local transmission networks (Figure
1B). The oldest inferred clade (mean Tyrca: 1978; 95% HPD: 1972-1985) corresponded to
an intermediate-sized transmission cluster within the Bpan_uy phylogeny (Supplementary
Table 1-2). The mean Tyrca €stimates for the two major Uruguayan Bgay subclades, Bpan_uy
and Bpan_uy, Were 1985 (95% HPD: 1978-1989) and 1987 (95% HPD: 1978-1988),
respectively, consistent with their independent emergence in the mid-to-late 1980s (Figure
2A).

To further characterize the evolutionary and demographic history of the Uruguayan Bpay
epidemic, a joint phylodynamic analysis was performed for Bpan_uy— @and Bpan_uy-i, the two
major and most densely sampled Uruguayan subclades, providing robust signal for
parameter estimation. A BSKG model was employed to reconstruct their combined Ne
through time, and a BDSKY model was applied to infer temporal variation in the Re (Figure
2B). The BSKG analysis indicated that the combined Bpa_yv poOpulation experienced a
sustained phase of exponential growth beginning in the mid-1980s and extending until
approximately 2010, reflected by a marked and continuous increase in Ne. Under the

BDSKY model, Re was estimated as piecewise constant across eight equidistant intervals
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spanning from 1981 to 2021. Posterior median Re values were >1 during the earliest
intervals, corresponding to the late 1980s and early 2000s, and subsequently declined
toward values close to 1 during the mid-2000s to approximately 2015. In the most recent
intervals, posterior median Re values remained <1, consistent with a transition toward
reduced transmission intensity (Figure 2B). Overall, the combined BSKG-BDSKY analyses
support a temporal pattern characterized by early epidemic expansion, followed by partial
stabilization and a more recent decline in transmission within the major Uruguayan Bpan_uy

subclades.

Finally, analysis of internode distances in MCCTs indicated that nearly half of all inferred
secondary transmission events (49.3%) occurred within the first two years following
infection. An additional 29.2% of transmission events occurred between 2 and 5 years
post-infection, while the remaining 21.5% took place more than 5 years after infection
(Figure 2C).

South American sources of the Uruguayan B,y epidemic. Ancestral state reconstruction
of geographic origin was restricted to South American Bpay clusters contributing to the
Uruguayan epidemic and embedded within previously described regional transmission
networks (Bpan-sams  Bpan-ar-is  Bean-ar-is Bpan-sroi, @nd  Bpangrom).  PastML - analyses
consistently identified Brazil as the primary source of Uruguayan Bp,y diversity across these
lineages. Among the 20 Uruguayan transmission clades identified within them, 16 (80.0%)
were inferred to have originated in Brazil, whereas 4 (20.0%) were assigned an Argentine
origin. A similar pattern was observed for independent introductions that did not result in
detectable local transmission clusters: among 61 such Uruguayan sequences, ancestral
state reconstructions assigned 45 (73.8%) to a Brazilian and 16 (26.2%) to an Argentine

origin (Supplementary Table 2).

DISCUSSION

Across Latin America, HIV-1B epidemics are structured by repeated viral introductions into
partially isolated transmission systems, generating strong geographic and network-level
compartmentalization and pronounced heterogeneity in lineage-level transmission success
[10,33]. The Uruguayan epidemic conforms closely to this phylodynamic regime and is
characterized by a high frequency of introductions that fail to establish sustained local
transmission. Despite continuous viral influx from a wide range of Bgpay lineages circulating
regionally, most introductions remained epidemiologically unsuccessful, either persisting as
isolated sequences or generating only limited local clustering. This pattern was particularly
evident for several lineages that have achieved substantial epidemic expansion elsewhere in

Latin America, such as Bpan_gr-ivs Bran-cam @nd Bpan_pe, Which in Uruguay were detected
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exclusively as sporadic introductions without evidence of onward transmission. Even among
frequently introduced South American clades (Bpan-sam, Bran-ar-i, Bran-ar-i» Bpan-sri @nd
Bran-sr_m) @and Mexican lineages (Bpan_mx— @nd Bpan_wxon), local amplification was generally
modest, indicating strong constraints on transmission establishment following introduction.
Non-pandemic Caribbean lineages (Bcar) contributed only marginally to the Uruguayan
epidemic and similarly failed to establish sustained transmission, consistent with their limited

epidemiological impact in the Southern Cone [7].

Against this background of frequent but largely transmission-limited introductions, only two
Uruguayan-specific Bpay subclades, Bpan_uy-r @nd Bpan_uy-n, account for the majority of
long-term epidemic persistence in the country. These subclades comprise the largest and
most durable transmission clusters identified in Uruguay and can be interpreted as
national-scale counterparts of the major Bp, founder clades that sustain long-term
epidemics elsewhere in Latin America. Time-scaled phylogenetic analyses indicate that both
lineages emerged independently during the mid-to-late 1980s, coinciding with the early
expansion phase of the subtype B epidemic in the Southern Cone and the diversification of
Bran lineages across the region [10,11,14,34]. In contrast, viral introductions occurring after
the mid-1990s were markedly less likely to establish sustained transmission, predominantly
resulting in small clusters or unclustered infections. This temporal asymmetry mirrors
patterns reported for other South American subtype B epidemics, in which older clades tend
to exhibit longer growth phases and larger effective population sizes than more recent
lineages [10-14], consistent with a phylodynamic regime in which early lineage
establishment and historical contingency play a central role in shaping long-term epidemic

structure.

Phylodynamic analyses of the two dominant Uruguayan Bp,y lineages indicate that the
HIV-1B epidemic has reached a mature phase. The inferred trajectories are characterized by
sustained expansion from the mid-1980s until approximately 2010, followed by stabilization
and more recent signals of declining transmission, in line with patterns reported for
long-established subtype B epidemics in Latin America [10,14,35]. Within this mature
epidemic context, Re estimates remained persistently above the epidemic threshold for
several decades, approached criticality during the mid-2000s to mid-2010s, and declined to
subcritical values thereafter. This temporal transition in Re coincides with the period
following the early universalization of antiretroviral therapy in Uruguay (initiated in
1996-1997) [36], suggesting a gradual population-level impact on transmission consistent
with treatment-as-prevention frameworks [37,38]. The partial divergence between

coalescent- and birth—death-based reconstructions in the most recent periods is expected in
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advanced epidemic settings and reflects the reduced sensitivity of coalescent-based

approaches to near-present transmission dynamics [10,35].

Temporal reconstruction of transmission events based on internode distances indicates that
a substantial fraction of HIV-1B spread in Uruguay occurs relatively early after infection, with
nearly half of inferred transmission events concentrated within the first two years (49.3%)
and more than three quarters occurring within the first five years. This distribution is
consistent with established models of HIV transmission heterogeneity, in which elevated
infectiousness during early and recent infection, together with delays in diagnosis and
treatment initiation, generates a disproportionate contribution to onward spread [39,40].
Notably, a considerable fraction of inferred transmission events (21.5%) occurs more than
five years after infection, indicating that epidemiologically relevant transmission is not
restricted to acute or recent stages but persists among individuals who remain untreated,
disengaged from care, or are diagnosed late. Similar contributions of long-standing
infections to subtype B transmission have been reported in regional phylodynamic analyses,
highlighting the role of delayed diagnosis and incomplete retention in sustaining transmission
beyond early infection windows [41]. Taken together, these results indicate that while early
post-infection stages concentrate much of the transmission potential, failures along the
diagnosis—treatment continuum allow a non-negligible fraction of transmission to accumulate
over extended periods, contributing to epidemic persistence in a mature transmission

landscape.

Within this constrained epidemic context, phylogeographic reconstructions indicate that the
Uruguayan HIV-1 subtype B epidemic is largely shaped by repeated cross-border
introductions, predominantly from Brazil and, to a lesser extent, from Argentina. This pattern
is consistent with a Latin American dissemination regime dominated by short-range
cross-border spread, strong geographic compartmentalization, and limited long-distance
mixing [10,33]. In contrast, subtype B epidemics in Europe are driven by dense transnational
networks and frequent long-range viral exchanges, resulting in weaker spatial structure and

highly intermixed phylogenies [42].

These findings should be interpreted in light of several limitations. The dataset is derived
from routine antiretroviral resistance genotyping within the national HIV surveillance
framework and therefore represents a non-random subset of the infected population. It is
enriched for individuals engaged in clinical care and with detectable viremia, as resistance
testing is primarily performed under specific clinical indications [43]. In addition, because
sampling often occurs years after infection, temporal uncertainty may affect estimates of

lineage emergence and recent transmission dynamics. Analyses were restricted to a partial
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pol region, limiting phylogenetic resolution and potentially leading to underestimation of
cluster size, misclassification of introductions, and incomplete detection of recombination
events. Moreover, incomplete sampling of transmission chains may lead to phylogenetic
fragmentation, causing multiple sequences to be interpreted as independent introductions

and thus biasing estimates of the number of introduction events.

Overall, the HIV-1 subtype B epidemic in Uruguay exemplifies a mature, highly
compartmentalized phylodynamic system in which long-term epidemic persistence is shaped
by the interplay between early lineage establishment, selective amplification within highly
connected transmission networks, and persistent structural gaps along the
diagnosis—treatment continuum. Rather than being sustained by continuous viral influx,
persistence is driven by the long-term success of a limited number of early-established
founder lineages. This pattern situates Uruguay within a broader Latin American
phylodynamic regime, in which contemporary subtype B epidemic structure reflects not only
ongoing transmission processes but also the enduring imprint of early historical
contingencies and network formation, thereby linking regional emergence to present-day

persistence.
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TABLES AND FIGURES

Table 1. Phylogenetic classification of HIV-1 subtype B pol sequences from Uruguay across major

pandemic and non-pandemic lineages.

Lineage Sub-lineage N (%) Sampling range

Bean 473 (100%) 2007 - 2021
Bran-uy 298 (63.0%) 2007 - 2021
Bran-sam 94 (19.8%) 2007 - 2021
Bran-ar-1i 21 (4.4%) 2008 - 2021
Bran-sro 15 (3.2%) 2007 - 2021
Bran-mx-n 13 (2.7%) 2008 - 2021
Bran-Br-1i 10 (2.1%) 2010 - 2019
Bran-mxai 8 (1.7%) 2013 - 2015
Bran-ar-i 4 (0.8%) 2012 - 2015
Bran-cam 4 (0.8%) 2008 - 2015
Bran-srov 3 (0.6%) 2015 -2019
Bran-re 3 (0.6%) 2009 - 2018

Bcar 18 (100%) 2007-2021

The table summarizes the distribution of 491 HIV-1 subtype B pol sequences from Uruguay (HXB2 positions
2358-3251), sampled between 2007 and 2021, according to their phylogenetic assignment within pandemic
(Bean) @and non-pandemic Caribbean (Bcar) lineages. For Bpan, Sequences are further stratified into previously
described regional or country-specific clades and into Uruguayan-specific diversity (Bpan-uy)- Values indicate the
number and proportion of sequences per lineage, together with their corresponding sampling time ranges.
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Figure 1. Distribution and temporal structure of BPAN transmission clusters in Uruguay.

(A) Proportional distribution of Uruguayan BPAN sequences across transmission cluster size
categories—large (n = 30), medium (10 < n < 30), small (2 £ n < 10)—and non-clustered introductions
(singletons), shown separately for each BPAN sub-lineage analyzed in independent maximum-likelihood (ML)
phylogenies. (B) Temporal distribution of BPAN transmission clusters according to their estimated time to the
most recent common ancestor (TMRCA), grouped into discrete time intervals based on molecular clock

analyses. Stacked bars represent the relative contribution of small, medium, and large clusters within each
TMRCA interval.
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Figure 2. Time-scaled phylogeny and joint phylodynamic reconstruction of the major Uruguayan B,y
sublineages. (A) Bayesian time-scaled phylogeny of the two dominant Uruguayan-specific BPAN
sublineages, Bpan_yy. @nd Bpay_uy—n, inferred under a relaxed uncorrelated lognormal molecular clock in
BEAST. Branch lengths are proportional to time (years), as indicated by the horizontal axis, and colors denote
the two independently emerging sublineages. The asterisk (*) indicate the origin node of each clade (PP = 1).
(B) Joint phylodynamic reconstruction of the combined Bpay_yy_ @nd Bpan_uv—y SUblineages. Temporal changes
in the effective number of infections (Ne) were inferred using the Bayesian SkyGrid (BSKG) model (posterior
median shown as a solid blue line, with shaded 95% HPD interval; left y-axis), while temporal variation in the
effective reproductive number (Re) was estimated using the Birth—-Death Skyline (BDSKY) model (posterior
median shown as a solid orange line, with shaded 95% HPD interval; right y-axis). A horizontal dashed line
indicates the epidemic threshold (Re = 1). (C) Distribution of inferred secondary transmission events according
to time since infection, estimated from internode distances in maximum clade credibility (MCC) trees of large

and medium-sized Uruguayan B,y transmission clusters. Bars represent the proportion of transmission events
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occurring within discrete post-infection time intervals (<0.5, 0.5-2, 2-5, and >5 years).

SUPPLEMENTARY TABLES AND FIGURES

Supplementary Table 1.

Sublineage Cluster N Trtrca
BPAN-UY
Bpax vy 37 1985 (1978 — 1989)
Beaxvyn 30 1987 (1978 — 1988)
Bpax-vy-m 4 1993 (1986 — 1999)
Bpax vy 2 2010 (2009 - 2011)
Beanovy 3 1986 (1978 — 1993)
Beax vy wi 4 1988 (1982 — 1995)
Bpax vv-vn 4 1987 (1980 — 1994)
Beax vy vin 10 1982 (1974 — 1988)
Bpax vy 1x 2 1998 (1991 — 2004)
B v x 2 2002 (1998 — 2006)
Bean-uv-xa 6 1992 (1985 — 1998)
S S 10 1989 (1983 — 1995)
Boax vy xm 3 1999 (1992 - 2006)
B vv-xrv 18 1980 (1972 — 1987)
Bpan vy xv 2 2011 (2006 —2016)
Bpax-uy-xvi 12 1978 (1972 — 1984)
Beax vy xvn 5 1998 (1991 - 2006)
Brax-ov-xvm 2 2001 (1995 — 2008)
Bpan vy xix 2 2005 (1993 —2013)
Bpanuvxx 3 2005 (1999 —2010)
Beauvxxt 2 1994 (1986 — 2002)
Brax-vyv-xxm 2 2009 (2007 —-2011)
B vy xoan 10 1979 (1973 — 1986)
Bpax vy-xoav 10 1978 (1972 — 1985)
Biax vy xxv 2 2003 (1996 — 2009)
Bpax-uy-xxvi 2 2002 (1996 — 2009)
Boax vy xxvan 4 1999 (1992 — 2006)
Bpan-uy-xxvm 3 1988 (1981 — 1993)
Boas vy xxix 2 1992 (1985 — 2000)
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Supplementary Table 2.

Sublineage Cluster N Trirca Geographic origin
BPAN—SA]\«I
B sant 4 1987 (1981 — 1994) Brasil
Bpansavn 2 2004 (1997 - 2011) Brasil
B san 3 1990 (1981 — 1998) Brasil
B saniiv 2 2002 (1996 — 2008) Brasil
Bpax santy 2 2005 (1998 — 2012) Brasil
B sanvt 2 1996 (1987 — 2003) Brasil
Bpancsamvi 10 1982 (1975 — 1988) Brasil
Bpan_samv 2 2013 (2008 — 2016) Argentina
B sanix 2 2005 (1999 —2012) Argentina
B sanix 2 1984 (1974 — 1993) Brasil
Bpax savix 2 1997 (1989 — 2005) Brasil
B sanx 13 1980 (1973 — 1987) Brasil
Bpan-samxm 2 1990 (1982 — 1999) Brasil
Bransamxav 5 1989 (1982 — 1994) Brasil
Bpan samxv 2 1986 (1978 — 1993) Brasil
BPAN—AR—II
B ara 12 1990 (1984 — 1997) Argentina
Bpan-ar-m
Bpanoar-m 4 1988 (1982 — 1995) Argentina
Bean-prnr
Bpax s 4 1988 (1981 — 1995) Brasil
Bean-sr-m
B pr s 8 1990 (1983 — 1996) Brasil
BranBromn 3 2005 (1999 —2010) Brasil
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Supplementary Figure 1. Maximume-likelihood phylogenetic tree used for clade assignment of
Uruguayan HIV-1 subtype B sequences. Maximum-likelihood phylogeny of HIV-1 subtype B pol gene
sequences inferred using RAXML. Uruguayan sequences from the GENOUY-HIV database are shown in red,
whereas reference sequences corresponding to the pandemic (BPAN, n = 300) and non-pandemic Caribbean
(BCAR, n = 200) subtype B lineages are shown in black. The outer ring shows clade assignment, with B¢,g in
yellow and Bg,y in blue; the grey cluster corresponds to subtype D sequences used as an outgroup (n = 10)..

Branch lengths are proportional to the number of nucleotide substitutions per site.
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Supplementary Figure 2. Maximum-likelihood phylogenetic trees of major B,y lineages contributing to
the Uruguayan HIV-1 subtype B epidemic. Independent maximum-likelihood phylogenetic trees were
reconstructed for each Bg,y lineage detected in Uruguay using PhyML. Uruguayan transmission clusters are
highlighted according to size, with medium-sized clades shown in pink and small clades in yellow, whereas red
branches indicate sporadic introductions without evidence of onward local transmission (singletons). All
highlighted clusters are supported by aLRT values = 0.85. Trees were midpoint-rooted, and branch lengths are

proportional to the number of nucleotide substitutions per site.
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Supplementary Figure 3. Maximum-likelihood phylogenetic tree of the Bpayy dataset.
Maximum-likelihood phylogenetic tree inferred using PhyML for Bpay_yy S€quences, comprising Uruguayan
HIV-1 subtype B sequences not assigned to any previously described Latin American Bp,y clade. Uruguayan
transmission clusters are highlighted according to size, with large clades shown in green, medium-sized
clades in pink, and small clades in yellow, whereas red branches indicate sporadic introductions without
evidence of onward local transmission (singletons). All highlighted clusters are supported by aLRT values =

0.85. The tree was midpoint-rooted, and branch lengths are proportional to the number of nucleotide
substitutions per site.
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Supplementary Table 3. Genbank Accession Numbers of GENOUY-HIV HIV-1B

sequences
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