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RESUMO 

A situação epidemiológica da epidemia de HIV-1 da região Sul do Brasil é 

peculiar: além de apresentar as maiores taxas de incidência e mortalidade, no sul do 

país, há alta frequência de subtipo C co-circulando com o subtipo B, o que por sua 

vez levou a origem da forma recombinante CRF31_BC. Recentemente, essa forma 

recombinante, antes descrita apenas em Porto Alegre, foi identificada em cidades do 

interior e em outros estados brasileiros, sugerindo um processo de expansão. Em 

vista destes novos dados, investigações que visem descrever cidade de origem, 

rotas de dispersão e história demográfica da epidemia da CRF31_BC fazem-se 

necessários. O dataset analisado aqui foi composto de sequencias disponíveis em 

bancos de dados públicos e de sequências novas geradas a partir de uma 

amostragem em cidades do interior do RS e SC. O padrão de recombinação 

analisado por Bootscanning e confirmado por inferência filogenética. Árvores em 

escala de tempo foram inferidas por análise Bayesiana, no programa BEAST, 

utilizando-se os modelos Bayesian Skyline, GTR+G4+I e relógio molecular relaxado 

não correlacionado. Para realizar as análises demográficas foi testado o melhor 

modelo de crescimento populacional e as análises filogeográficas foram executadas 

utilizando-se o modelo de transição assimétrico com BSSVS. Nossas análises 

reconstruíram a origem da CRF31_BC para o ano de 1985 (1978-1989 95%HPD), 

muito provavelmente na cidade de Porto Alegre. As análises filogeográficas 

indicaram Porto Alegre como centro de dispersão da CRF31_BC para o interior do 

estado, bem como para outros estados brasileiros. Foi possível observar também 

que algumas cidades já apresentam epidemias autossustentadas. Esta forma 

recombinante tem seu crescimento descrito pelo modelo logístico, com um aumento 

exponencial nos primeiros 7,5 anos de epidemia e estabilização do crescimento a 

partir de 1992. O presente estudo destaca o papel de Porto Alegre como local de 

origem da forma recombinante CRF31_BC e no processo de disseminação dessa 

variante do HIV-1 pelo Brasil. Estudos anteriores já haviam reportado Porto Alegre 

como centro de dispersão do subtipo C pelo Brasil, o que juntamente com nossos 

resultados destaca a importância do monitoramento da epidemia do HIV-1 nesta 

cidade e do desenvolvimento de políticas de saúde pública para diminuir a incidência 

de Aids. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 O vírus da Imunodeficiência Humana  

O HIV é um vírus de RNA capaz de sintetizar, durante seu ciclo replicativo, um 

genoma intermediário de DNA, sendo alocado então na família Retroviridae. 

Pertencente ao gênero Lentivirus, apresenta um longo período de incubação e lento 

desenvolvimento da sintomatologia (Hoffmann et al, 2007). Existem dois tipos de 

HIV: o HIV-1 e HIV-2. Ambos apresentam morfologia semelhante, porém diferem 

quanto à patogenicidade e dispersão mundial. O HIV-1 é mundialmente conhecido 

por ser responsável pela pandemia mundial de Aids, enquanto o HIV-2 mostra-se 

menos patogênico, causando infecções geograficamente restritas ao oeste da África 

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

O genoma viral do HIV-1 é composto por duas fitas simples e similares de RNA, 

contendo aproximadamente 10 mil nucleotídeos cada, totalizando nove genes. 

Destes genes, três são ditos principais e presentes em todos os retrovírus: env, gag 

e pol. O gene env é responsável pela codificação de glicoproteínas de superfície 

(gp120 e gp41) compondo o envelope viral, enquanto o gene gag determina 

proteínas estruturais que constituem o capsídeo. Já o gene pol codifica as enzimas 

virais transcriptase reversa (RT), protease e integrase (Hoffmann et al, 2007). Os 

outros seis genes são acessórios e denominados vif, vpu, vpr, tat, rev e nef. Suas 

funções compreendem promoção da transcrição viral, transporte de RNA 

mensageiro ao citoplasma e evasão de mecanismos de resposta imune inata e 

adaptativa (Miller e Sarver, 1997; Cullen, 1998; Petter, 1998). 

O ciclo replicativo viral inicia com a interação das glicoproteínas do envelope 

com a molécula de CD4 encontrada na superfície de células do sistema imunológico 

tais como linfócitos T, monócitos, macrófagos, células dendríticas e micróglia. Esta 

primeira interação necessita ser estável para promover a fusão do envelope viral 

com a membrana plasmática da célula hospedeira, com isso, ocorre uma segunda 

interação via co-receptores. Os co-receptores mais utilizados pelo vírus são CCR5 

e/ou CXCR4. Após a entrada do vírus na célula, ocorre a desintegração do 

nucleocapsídeo e, consequentemente, liberação do material genético viral no 

citoplasma da célula infectada. Desta forma, as enzimas virais promovem a 
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transcrição reversa da fita de RNA, transporte até o núcleo e integração deste DNA 

proviral ao genoma celular. Ao tornar-se parte constituinte do genoma celular, o DNA 

recém-integrado é transcrito, permitindo a montagem de uma nova partícula viral. 

Esse novo vírion é formado por duas cópias do RNA viral e as enzimas virais 

transcriptase reversa, integrase e protease. A protease, por sua vez, tem como 

função principal agir na clivagem da poliproteína traduzida e na maturação do vírion 

após o brotamento, processo necessário para tornar essa partícula infecciosa 

(Hoffmann et al, 2007). As principais etapas do processo de replicação citadas 

acima estão representadas no desenho esquemático abaixo (Figura 1). 

 

1.2 O vírus e a Aids 

As principais células-alvo de infecção pelo HIV são linfócitos T-CD4+. Este tipo 

celular é infectado e sofre depleção principalmente nos linfonodos, onde sua 

concentração é elevada e o ambiente pró-inflamatório local intensifica a replicação 

do vírus (Peterlin e Trono, 2003). 

Figura 1: Figura esquemática dos principais eventos do ciclo replicativo do HIV. Retirado de Gräf  
(2015), adaptado de Rambaut et al, 2004. 
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A história natural da doença causada pela infecção do HIV pode ser dividida em 

três fases: aguda (logo após a infecção), fase crônica e fase de Aids. Durante a fase 

aguda, o indivíduo apresenta elevada viremia e os sintomas são inespecíficos, 

semelhantes a um quadro gripal. Após algumas semanas, a ação de linfócitos T 

citotóxicos HIV-específicos conseguem controlar a carga viral (Mellors et al, 1995). A 

soroconversão, momento em que anticorpos anti-HIV circulantes tornam-se 

detectáveis, determina o final da fase aguda. O período que a precede é 

popularmente conhecido como janela imunológica. 

A fase crônica tem como principal característica um período de equilíbrio entre a 

replicação viral e resposta imune do hospedeiro. Esta fase é assintomática e pode 

perdurar anos, contudo, há progressiva morte de linfócitos T-CD4+. Com a redução 

destas células, o indivíduo adquire um caráter imunossuprimido. A fase de Aids é 

atingida quando os níveis de linfócitos T-CD4+ encontram-se em limites inferiores a 

350 células/μL de sangue, tornando o sistema imunológico do hospedeiro ineficiente 

em protegê-lo de infecções por patógenos oportunistas (Hoffmann et al, 2007). 

Na Figura 2 é possível observar a história natural da doença e a representação 

dos níveis de linfócitos T-CD4+ circulantes e partículas virais ao longo das fases 

descritas acima. 

 

 

 

 

 

Figura 2: Representação gráfica da história natural da infecção pelo HIV. Adaptado 
de Goulder et al, 2004. 
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1.3 A dinâmica evolutiva do HIV  

A principal marca do HIV é a extraordinária taxa evolutiva que resulta em alta 

diversidade molecular e grande dinamismo na epidemia de Aids (Tebit e Arts, 2011). 

A diversidade de subtipos é decorrente de uma combinação de fatores que tornam 

esse patógeno um dos organismos que apresentam evolução mais rápida, sendo 

possível mensurar essa evolução em uma escala de tempo curta (Rambaut et al, 

2004; Grenfell et al, 2004). Um dos fatores associados a essa rápida evolução é a 

inexistência de maquinaria e processos de correção de erros da enzima RT, 

culminando com alta taxa mutacional. A etapa de transcrição reversa, necessária 

durante a replicação viral, gera em torno de 0,2 mutações por genoma por ciclo 

replicativo (Preston et al, 1988). Essa elevada taxa mutacional torna-se ainda mais 

acentuada devido ao número de 1010 a 1012 novos vírions por dia (Perelson et al, 

1996), propiciando que o HIV possua uma taxa evolutiva estimada em 2 a 4x10-3 

substituições por sítio a cada ano (Abecasis et al, 2009). 

Além dos mecanismos capazes de gerar variação entre partículas virais do 

mesmo subtipo (variação intrasubtipo), altas taxas de recombinação entre variantes 

distintas do HIV também contribuem para o aumento da diversidade deste patógeno 

(Vuilleumier et al, 2015).  

Devido à rápida taxa evolutiva do HIV, intra ou intersubtipo, a resposta 

imunológica frente ao vírus torna-se ineficaz. Além disso, o desenvolvimento de 

vacinas é inviabilizado ou com eficácia reduzida (Ramos et al, 1999), bem como 

permite que o vírus adquira resistência aos tratamentos antirretrovirais disponíveis, 

podendo ocasionar falha terapêutica (Grenfell et al, 2004).  

1.3.1 Eventos de recombinação e o surgimento de partículas virais recombinantes 

A recombinação viral é decorrente de eventos de múltipla infecção. A múltipla 

infecção pode ocorrer devido a uma co-infecção, onde há aquisição de dois subtipos 

virais diferentes de forma simultânea ou superinfecção, quando há aquisição 

sequencial de subtipos (Smith et al, 2005). Esses eventos de recombinação podem 

ocorrer com vírus do mesmo subtipo ou subtipos distintos (Liu et al, 2002; Yang et 

al, 2005), porém, no primeiro caso, a detecção é dificultada, visto que as sequências 
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parentais que originaram aquele híbrido precisam ser divergentes o suficiente para 

identificar a qual ancestral ela pertence (Lemey et al, 2009). 

Os eventos de recombinação entre variantes distintas iniciam quando uma célula 

é co-infectada por duas partículas virais e, no momento do empacotamento do 

material genético, fitas de RNA de origem distinta são inseridas no mesmo capsídeo, 

formando uma partícula viral híbrida. A recombinação então ocorre no momento da 

infecção de uma nova célula, quando a enzima RT inicia a síntese de DNA e pode 

ocorrer a troca entre as diferentes fitas de RNA molde (Vuilleumier et al, 2015). 

Localidades geográficas onde há co-circulação de mais de um subtipo do HIV-1 

em uma mesma população são propícios ao surgimento de recombinantes (Tebit e 

Arts, 2011). Quando esta forma é restrita a um indivíduo ela é denominada forma 

recombinante única (URF), mas se é encontrada em três ou mais indivíduos 

epidemiologicamente não relacionado é denominada forma recombinante circulante 

(CRF) (Lau e Wong, 2013). 

1.4 Epidemiologia molecular do HIV-1 no mundo 

Em função dos mecanismos evolutivos e sucesso em disseminar por um grande 

número de indivíduos, o HIV-1 pode adquirir vasta diversidade genética, sendo 

classificado em três grupos: M, N e O. Os grupos N e O encontram-se distribuídos 

de forma mais discreta, sendo endêmicos em regiões do oeste africano, enquanto o 

grupo M apresenta maior relevância epidemiológica e clínica, visto que é o 

responsável pela pandemia atual. Esse grupo é subdividido em subtipos puros (A-D, 

F-H, J e K) (Robertson et al, 2000; Rambaut et al, 2004), além de alguns sub-

subtipos (A1-A6 e F1-F2) (Lau e Wong, 2013).  

Além dos subtipos já descritos, a alta diversidade viral do grupo M é também 

observada quando consideramos as formas recombinantes intersubtipos. Segundo o 

banco de sequências Los Alamos HIV Database (http://www.hiv.lanl.gov), 

atualmente, já são descritas 72 CRFs, correspondendo a 20% das novas infecções 

mundiais (Lau e Wong, 2013), além de infecções causadas por URFs. 

Segundo a UNAIDS há, atualmente, mais de 34 milhões de pessoas vivendo com 

HIV-1. Os subtipos virais associados e os números envolvendo a infecção 
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apresentam distribuição não uniforme no território global (WHO/UNAIDS, 2013) 

conforme é mostrado na Figura 3, sendo a África Central a região que apresenta a 

epidemia mais diversificada (Hemelaar et al, 2006; Osmanov et al, 2002). O subtipo 

C é o mais prevalente mundialmente, sendo encontrado em países populosos como 

a Índia e região sul da África, enquanto o subtipo B, a forma mais dispersa no 

mundo, é responsável pela maioria de casos no continente americano, Europa e 

Oceania (Ariën et al, 2007).  

   

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

 

 

1.5 A epidemiologia molecular do HIV-1 no Brasil e a situação epidemiológica 

particular da região Sul. 

O Brasil é um país de dimensões continentais extensas, característica que 

propicia variação nos números acerca da epidemia de HIV/Aids conforme a região 

geográfica analisada. Segundo o Ministério da Saúde existem no Brasil 734 mil 

indivíduos vivendo com HIV (Coordenação de DST e Aids; Ministério da Saúde, 

2014) . A prevalência de Aids entre indivíduos de 15 a 49 anos permanece estável 

em torno de 0,6% desde 2004. Da mesma forma, a incidência anual de novos casos 

de Aids é estável desde 2002, sendo em torno de 21 a cada 100 mil habitantes. Tais 

índices são similares em todas as regiões do país exceto no Sul. Na região sul, a 

incidência atual é de aproximadamente 30 novos casos anuais a cada 100 mil 

Figura 3: Distribuição mundial dos subtipos do HIV-1 e formas recombinantes 
circulantes (CRFs). Adaptado de Ariën et al, 2007. 
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habitantes, propiciando que a taxa de mortalidade nessa região seja superior à 

encontrada no restante do país. Entre os estados do Sul, o Rio Grande do Sul (RS) 

apresenta o pior cenário, sendo que em 2014, a taxa de detecção de Aids foi de 41 

casos a cada 100 mil habitantes. Além disso, Porto Alegre é a cidade que apresenta 

a maior incidência entre as capitais do país, com taxas de detecção de 96,2 casos 

para cada 100 mil habitantes, número quase cinco vezes maior que a taxa brasileira 

(Coordenação de DST e Aids; Ministério da Saúde, 2014).  

Diferenças consideráveis são observadas também quando analisamos as taxa 

de mortalidade e incidência encontrada nos estados do sul. A mortalidade por Aids 

no Sul do país encontra-se por volta de 8,5 mortes a cada 100 mil habitantes, 

enquanto a média brasileira permanece em torno de 6. Além disso, nos últimos 10 

anos, Santa Catarina (SC) e Rio Grande do Sul (RS) vêm revelando incidência 

constante acima de 30 novos casos por 100 mil habitantes, enquanto para o estado 

do Paraná (PR) esse índice mantém-se abaixo de 20.   

Outro fator epidemiológico que sofreu modificações ao longo da epidemia foi a 

razão de sexo. A razão de sexo é um índice que estima número de homens 

infectados por mulheres infectadas. De forma geral, existe, atualmente uma 

tendência de equilíbrio, visto que a razão de casos de Aids entre homens e mulheres 

no país passou de 15:1, em 1986 para 1,8:1 em 2013. O Sul, por sua vez, é a região 

com a maior proporção de mulheres infectadas, em torno de 10 para 14 homens 

(Coordenação de DST e Aids; Ministério da Saúde, 2014). 

Os fatores que desencadeiam as contrastantes diferenças observadas na 

epidemiologia de HIV/Aids no país e no Rio Grande do Sul ainda são 

desconhecidos, porém podem estar relacionados a um fato peculiar: a circulação de 

HIV-1 subtipo C. Enquanto no país como um todo o subtipo B é responsável por 70-

90% das infecções, (Teixeira et al, 2004; Sa Filho et al, 2005;  Gadelha et al, 2003; 

Cerqueira et al, 2004; Couto-Fernandez et al, 2006; Pereira et al, 2006), a circulação 

do subtipo C não ultrapassa 3% (Pedroso et al, 2007; Cardoso et al, 2009, Sa Filho 

et al, 2005; Gadelha et al, 2003; Machado et al, 2009). Contudo, no RS o HIV-1C é 

encontrado com prevalência variando entre 39 (de Medeiros et al, 2011) e 44% 
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(Simon et al, 2010) em Porto Alegre e Canoas, respectivamente e 56% relatado por 

Silveira et al (2012) na cidade de Rio Grande.  

Além da predominância do subtipo C, a epidemia de HIV no RS também é 

caracterizada pela circulação de formas recombinantes BC, dentre elas a 

CRF31_BC (Brígido et al, 2007; Brindeiro et al, 2003; Guimaraes et al, 2002;  Santos 

et al, 2006; Soares et al, 2003a, 2003b).  

1.6 A CRF31_BC 

A CRF31_BC é uma forma recombinante que apresenta uma estrutura mosaica 

devido à inserção de um pequeno fragmento de subtipo B (em torno de 200 

nucleotídeos) no gene da transcriptase reversa, enquanto todas as outras regiões 

permanecem classificadas como subtipo C (Figura 4) (Santos et al, 2006). Essa CRF 

está presente na região metropolitana de Porto Alegre, com prevalência variável de 

19% (de Medeiros et al, 2011), 26% (Dias et al, 2009) e 35% (Simon et al, 2010) das 

infecções por HIV-1 naquela área.  

Embora a prevalência da CRF31_BC no RS seja elevada, a frequência estimada 

de formas recombinantes únicas entre o B e o C permanecem baixos, atingindo 

taxas de 2% (Santos et al, 2007) a 8% na região (Brígido et al, 2007). Essa baixa 

taxa de infecções por URFs BC é surpreendente, considerando a alta prevalência de 

subtipo B e C concomitantemente nessa região por um longo período. 

O estudo que caracterizou pela primeira vez a CRF31_BC sugere Porto Alegre 

como local de origem dessa forma recombinante (Santos et al, 2006), porém esta 

hipótese não foi testada em nenhum outro estudo. Além disso, outros estudos 

sugerem que a emergência dessa cepa híbrida date por volta de 1987 (IC95%: 

1957-1998) (Santos et al, 2007) ou 1988 (IC95%: 1982-1992) (Passaes et al, 2009), 

contudo,  a data precisa de início da epidemia de CRF31_BC no Sul do Brasil ainda 

permanece incerta, bem como seu local de origem. 
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Além disso, a CRF31_BC, inicialmente descrita apenas na cidade de Porto 

Alegre, já foi relatada em estudos conduzidos por Gräf (2015) em cidades do interior 

do Rio Grande do Sul como Caxias do Sul, Santiago e Lajeado e no estado de Santa 

Catarina, podendo indicar um processo de expansão pelo território (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: (a) Representação de estrutura esquemática do genoma de forma 
recombinante CRF31_BC. (b) Análise de bootscanning mostrando o padrão de 
recombinação da CRF31. Adaptado de Santos et al, 2006. 
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1.7 O uso da bioinformática como ferramenta para análises evolutivas.  

1.7.1 O uso da filogenia em estudos de epidemias virais 

Filogenia é o estudo das relações evolutivas entre genes e organismos. A partir 

da filogenia clássica, já era possível estimar relações entre as espécies de interesse 

através da comparação de estruturas morfológicas, utilizando-se para isso o registro 

fóssil (Freeman e Herron, 2009). Além da filogenia clássica, há também a filogenia 

molecular. A filogenia molecular, por sua vez, utiliza-se de sequências nucleotídicas, 

aminoácidos ou outros dados moleculares para estabelecer relações de 

ancestralidade e relação entre os organismos. Devido à ausência de impressões 

fósseis deixadas por vírus, o estudo da filogenia de epidemias virais somente é 

possível através da análise de dados moleculares. Desta forma, a única maneira de 

descrever a história evolutiva de uma população viral é através de estudos 

filogenéticos de populações existentes ou pela observação de genomas virais 

antigos inseridos em espécies atuais (Lemey et al, 2009ª). 

A filogenia molecular tornou-se uma ferramenta fundamental para investigação 

de novos vírus, bem como para descrever relações filogenéticas com outras 

populações, sua origem e história de disseminação. Esta abordagem filogenética 

que busca traçar a história evolutiva viral, descrevendo padrões e taxas de 

Figura 5: Representação da diversidade molecular do HIV-1 em cidades do interior do 
Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Adaptado de Gräf, 2015. 
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transmissão, também é conhecida como epidemiologia molecular (Holmes, 1998). 

Essas ferramentas também são úteis no campo da virologia e epidemiologia, já que 

permitem aplicação no monitoramento do surgimento de cepas resistentes, 

diversidade genética e combate de epidemias por programas de vacinas 

(McCormack e Clewley, 2002). 

1.7.2 A construção da árvore filogenética 

Como resultado de uma análise filogenética é reconstruído um gráfico que 

descreve a relação descendente-ancestral dos organismos: a árvore filogenética. 

Como pressuposto, o método filogenético considera que as sequências analisadas 

são homólogas, ou seja, compartilham um ancestral comum. Ao longo do tempo de 

geração de um organismo, vão se acumulando modificações como deleções, 

inserções e trocas de nucleotídeos em seu genoma até o ponto em que, a partir de 

uma comparação, não é mais possível determinar sua relação filogenética com outra 

sequência. Em geral, para que uma árvore filogenética seja considerada útil para 

inferências de ancestralidade é preciso que as sequências nucleotídicas utilizadas 

na sua construção tenha, ao menos, 60% de similaridade entre elas (Lemey et al, 

2009ª). 

Para a construção desse gráfico é necessário, primeiramente, proceder ao 

alinhamento múltiplo das sequências. O alinhamento, realizado por um algoritmo, é 

etapa crucial no processo de inferência filogenética, pois é, neste momento, que os 

caracteres homólogos são posicionados na mesma coluna para serem analisados. 

Entretanto, devido a possível presença de deleções e inserções, torna-se importante 

que o examinador faça uma inspeção manual do arquivo gerado (Lemey et al, 2009). 

Os algoritmos de alinhamento mais utilizados são o Clustal W e o Muscle 

(Thompson et al, 1994; Edgar, 2004). 

1.7.3 Modelos evolutivos 

Os fatores que influenciam a forma com que os organismos evoluem podem ser 

diversos. Para a inferência filogenética ser acurada, é preciso que ela reflita a ação 

dessas forças evolutivas, contudo, com os métodos disponíveis atualmente, é 

possível modelar apenas o impacto de alguns desses elementos. Atualmente um 
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modelo evolutivo pode ser composto por um modelo de substituição nucleotídica, 

modelo de relógio molecular, modelo de coalescência e modelo filogeográfico de 

difusão espacial. 

Os modelos de substituição nucleotídica descrevem o processo de troca de 

nucleotídeos de uma sequência genômica ao longo do tempo (Whelan, 2001). 

Devido a ocorrência de mutações reversas e múltiplas trocas na mesma posição 

nucleotídica o número real de substituições que possa ter ocorrido entre duas 

sequências pode ser maior que a distância genética observada entre elas. Os 

modelos de substituição nucleotídica tem por objetivo corrigir ou minimizar o efeito 

das mudanças que não podem ser mensuradas. Os diferentes modelos de 

substituição fazem diversas suposições acerca da probabilidade de um nucleotídeo 

ser trocado por outro e sobre a frequência em que isso ocorre. Para análise do HIV-

1, o modelo de substituição nucleotídica mais utilizado é o GTR (Tavaré, 1986), 

considerando que cada nucleotídeo pode ter uma frequência e probabilidade de 

mudança próprios. Além disso, podem considerar que a taxa de mudança não é 

constante ao longo dos sítios e existência de sítios invariáveis (Yang, 1993).  

A hipótese de relógio molecular indica que a distância genética entre genes é 

proporcional ao tempo de divergência entre as espécies a que esses genes 

pertencem (Zuckerkandl e Pauling, 1962 e 1965). A partir de modelos de relógio 

molecular pode-se calcular a taxa evolutiva de um gene que, por sua vez, é utilizada 

para datar o ancestral comum mais recente de dois táxons. Uma maneira de auxiliar 

a datação de ancestralidade é a utilização de registros fósseis, desta forma o relógio 

molecular pode ser ajustado. Contudo, para populações virais, a inferência da taxa 

evolutiva torna-se mais precisa quando utilizamos sequências isoladas em diferentes 

momentos no tempo, criando um banco heterocrônico. Quando as modificações 

genômicas em uma dada espécie acumulam-se significativamente ao longo de um 

período, tal população é dita como de evolução mensurável no tempo (MEP – 

Mensurable evolving population) (Drummond et al, 2003). Vírus de RNA, dentre eles 

o HIV, estão entre as principais MEPs estudadas devido a sua elevada taxa 

mutacional. Há dois modelos de relógio molecular que podem ser utilizados em 

estudos filogenéticos: o modelo restrito e o relaxado. A principal diferença entre os 

dois é que o modelo relaxado assume que as taxas evolutivas podem mudar ao 
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longo da história evolutiva do organismo, enquanto no modelo restrito as taxas 

permanecem constantes (Drummond et al, 2006). 

Outro fator importante na análise de uma população viral é a descrição de sua 

história demográfica. Os modelos de coalescência têm sido a metodologia utilizada 

para descrever como os parâmetros demográficos de uma dada população 

comportam-se ao longo do tempo, trazendo informações sobre seu tamanho e se 

este sofreu alterações (Griffiths e Tavare, 1994). Atualmente, os modelos de 

coalescência em utilização são aplicáveis à MEPs (Rodrigo e Felsenstein, 1999) e 

utilizam parâmetros de crescimento demográfico (constante, exponencial, logístico e 

expansão) ou modelos não paramétricos que aceitam mudanças no padrão de 

crescimento através do tempo (skyline, skyride ou skygrid) (Ho e Shapiro, 2011; Gill 

et al, 2013). Os modelos de coalescência são de suma importância para análises de 

filodinâmica, pois a partir deles é possível descrever a história demográficas de 

epidemias, estimando número de infectados e taxas de expansão, tornando possível 

o desenvolvimento de medidas de contenção para episódios subsequentes 

(Rambaut et al, 2008; Pybus et al, 2001; Robbins et al, 2003).    

1.7.4 Os métodos de Máxima Verossimilhança e Inferência Bayesiana 

Verossimilhança é a probabilidade de uma hipótese gerada ser verídica. 

Quando aplicada à filogenia, a verossimilhança mostra a concordância dos dados 

com a hipótese em estudo, a partir de uma árvore construída sob um modelo 

evolutivo. O método de Máxima Verossimilhança (ML) é uma forma de encontrar 

qual topologia, tamanho de ramos e parâmetros evolutivos são capazes de 

descrever com maior fidedignidade os eventos pelos quais as sequências do 

alinhamento passaram (Lemey et al, 2009a). 

Na busca pela árvore de ML são otimizados os tamanhos dos ramos e 

topologia. Esse processo de otimização gera, a cada etapa, um novo valor de 

verossimilhança. Se o novo valor for superior ao obtido pela árvore antiga, a nova é 

mantida e a de menor valor é descartada. Esta busca estende-se até que nenhuma 

modificação possível seja capaz de melhorar a verossimilhança da árvore. Uma das 

vantagens do método de ML sob métodos mais antigos é a capacidade de se 

integrar alguns modelos evolutivos (principalmente de substituição nucleotídica) à 
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busca da melhor árvore filogenética. Contudo, devido à análise de diversos 

parâmetros, o peso computacional desse método é elevado (Guindon et al, 2010). 

Já a Inferência Bayesiana trata-se de um método para inferir a probabilidade de 

um evento ocorrer, incorporando o conhecimento de evidências prévias (também 

denominada probabilidades a priori ou prior). Na estatística Bayesiana, a 

possibilidade do evento ocorrer é chamada de probabilidade posterior (PP), sendo 

esta determinada pela análise dos dados e consideração dos priors. Uma das 

vantagens da análise Bayesiana em relação à Máxima Verossimilhança é que, no 

processo de reconstrução das árvores filogenéticas, árvores de menor probabilidade 

também podem ser “aceitas”. Este é um passo importante para atingir regiões de 

alta probabilidade que se localizam após um vale de baixa probabilidade no espaço 

paramétrico. Esta característica torna-se importante na análise, visto que o modelo 

de ML assume apenas parâmetros de maior verossimilhança, impossibilitando a 

exploração completa do espaço de possibilidades. Outra grande vantagem da 

inferência Bayesiana em relação a outros métodos é a acomodação da incerteza em 

suas análises. Isso é possível já que o objetivo final é descrever a distribuição das 

probabilidades posteriores no espaço paramétrico e não buscar valores que 

maximizem a verossimilhança (Brown e Kilmer, 2003). 

O principal software de aplicação utilizado atualmente para análises bayesianas 

é o BEAST. Este programa é capaz de permitir a utilização de inúmeros modelos 

evolutivos tais como modelo de substituição nucleotídica, demográficos, relógio 

molecular e modelos de difusão filogeográfica (Drummond et al, 2012), tornando-se 

uma das principais ferramentas da atualidade para estudos de filodinâmica e 

filogeografia de patógenos virais. 

1.7.5 Inferências filogeográficas 

Filogeografia refere-se à análise filogenética de organismos, considerando o 

cenário geográfico da sua distribuição pelo território. Com isso, abre-se a 

possibilidade de testar hipóteses sobre o impacto dos eventos geográficos na 

separação e especiação dos organismos, explicando diferenças macroevolutivas 

observadas (Avise et al, 1987). 
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O início da análise filogeográfica provém da árvore filogenética que melhor 

reproduz as relações evolutivas entre as amostras. A estruturação geográfica das 

sequências pode ser analisada como se fosse um traço herdado do ancestral que 

permite estimar a localização geográfica de origem da epidemia. A dedução desses 

traços ancestrais pode ser realizada através de Parcimônia (Fitch, 1971), Máxima 

Verossimilhança (Cunningham et al, 1998) ou estatística Bayesiana (Lemey et al, 

2009b).  

Quando a estatística Bayesiana é escolhida para traçar as rotas de 

disseminação de uma epidemia viral, a localização geográfica é tratada como um 

caractere. Um modelo de difusão espacial serve como molde no qual as mudanças 

sofridas indicam eventos de migração entre uma localidade e outra. Os modelos de 

difusão utilizados para inferências filogeográficas podem especificar taxas de 

transição simétricas (a taxa de fluxo é igual entre as duas cidades: AB = BA) ou 

assimétricas (a taxa de fluxo entre as cidades é diferente: AB ≠ BA). Além disso 

é possível utilizar recurso de  escolha de variáveis (BSSVS) que procura manter no 

modelo apenas transições de maior relevância e identificar quais possuem maior 

suporte estatístico (Lemey et al, 2009b).  

O aprimoramento de técnicas e desenvolvimento de novas metodologias de 

análise filogenética e filogeográfica têm contribuído muito para a caracterização de 

epidemias virais que acometem o homem na atualidade. São vários os exemplos 

recentes de estudos que aplicaram as técnicas e ajudaram a desvendar a dinâmica 

de expansão de epidemias no mundo, como no exemplo da introdução de Zika vírus 

e chikungunya nas Américas (Faria et al, 2016) ou do dispersão mundial do HIV a 

partir da África (Faria et al, 2014). 

1.7.6 Detecção de eventos de recombinação 

A evolução dos organismos não é apenas direcionada pelo acúmulo de 

mutações aleatórias ao longo das gerações (evolução vertical). A transferência 

horizontal de material genético, decorrente da mistura entre indivíduos de linhagens 

distintas possui um papel importante na diferenciação entre indivíduos, 

especialmente em populações virais. Embora as técnicas de inferência filogenética 

tenham evoluído, a representação em formato de árvore não é capaz de inferir sinais 
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de evolução horizontal, por isso torna-se necessária a utilização de métodos 

alternativos para identificar formas recombinantes. 

Para que a detecção de eventos de recombinação ocorra é necessário que as 

sequências parentais que originaram a forma híbrida sejam suficientemente 

divergentes para identificar quem é o ancestral de cada fragmento (Lemey et al, 

2009a). Quando buscamos eventos de recombinação envolvendo subtipos distintos 

do HIV-1 essa condição é facilmente cumprida, porém quando ocorre recombinação 

intrasubtipo, a divergência entre as sequências torna-se tão pequena a ponto de 

dificultar a detecção. Outro empecilho capaz de impossibilitar a detecção de 

recombinação são mutações de ponto que, por muitas vezes, acumulam-se na 

região recombinada. Caso esse evento tenha ocorrido há muito tempo, a referência 

da linhagem parental pode não ser mais encontrada. 

Os diferentes métodos utilizados para promover o reconhecimento de eventos 

de recombinação apresentam um funcionamento similar. A partir de um alinhamento, 

ocorre a partição das sequências em porções sobrepostas chamadas de janela. A 

relação evolutiva entre as sequências é avaliada separadamente para cada janela, 

de forma progressiva, até cobrir todo o alinhamento. As principais diferenças entre 

esses métodos encontram-se na forma de medir a relação entre as sequências e o 

método estatístico que é aplicado a essa medida. 

Um método muito utilizado para detecção de recombinação é o bootscan, 

atualmente implementado no Simplot (Lole et al, 1999) e RDP3 (Martin et al, 2010). 

Através dessa metodologia são construídas árvores para cada janela criada no 

alinhamento para avaliar as relações evolutivas da sequência de interesse com 

sequências referência, ou seja, os fragmentos da sequência são comparados às 

sequências de referência (de subtipos distintos) a fim de avaliar a similaridade entre 

elas. 

O suporte dos clados formados é calculado por bootstrap e quando um evento é 

detectado, o padrão do bootstrap muda, significando que a sequência alvo pulou de 

um clado agrupado com uma sequência parental para outro, conforme mostra na 

Figura 6. 
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Figura 6: Análise de bootscan de uma sequência recombinante. Adaptado de Gräf, 
2015. 
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2. JUSTIFICATIVA  

A CRF31_BC é uma forma recombinante de suma importância para a epidemia 

local. Essa CRF, anteriormente encontrada apenas em Porto Alegre, já foi relatada 

em cidades do interior do estado e região Sul (Gräf, 2015), bem como em outras 

regiões do país e, até mesmo, na Argentina, indicando um possível processo de 

expansão da epidemia (Ferreira et al, 2011; Jones et al, 2009). Essa dispersão pode 

ainda revelar um processo de crescimento da população infectada pela CRF31_BC. 

Um estudo anterior já descreveu que a taxa de expansão populacional da CRF1_BC 

pode ser superior às taxas estimadas para o subtipo B e C (Bello et al., 2009). Em 

vista de um evidente processo de disseminação da CRF31_BC e da disponibilidade 

de novas sequencias virais, torna-se possível descrever a história filogeográfica, 

assim como o provável local de surgimento desta cepa. Além disso, faz-se 

necessário a atualização das estimativas de crescimento populacional da 

CRF31_BC, pois tais análises podem trazer informações úteis para o 

desenvolvimento de novas campanhas de saúde destinadas ao público mais 

vulnerável, além do desenvolvimento de vacinas e estudos diferenciais que 

busquem mensurar a virulência dos subtipos virais e descrever as cadeias de 

transmissão associadas à forma recombinante, visando combater o HIV e possíveis 

novas infecções.  
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivos Gerais 

O presente trabalho tem como objetivo principal descrever e analisar a 

filodinâmica da forma recombinante CRF31_BC do HIV-1 no Sul do Brasil. 

3.2  Objetivos Específicos 

a) Estimar a provável data de surgimento do recombinante CRF31; 

b) Estimar o possível local de origem do recombinante CRF31; 

c) Caracterizar o padrão de dispersão filogeográfico da cepa CRF31 pelo Brasil; 

d) Reconstruir a história demográfica desse recombinante. 
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Resumo 

A situação epidemiológica da região Sul do Brasil é peculiar: apresenta a 

taxa de incidência e mortalidade mais elevadas do país e também 

predominância do subtipo C e circulação da CRF31_BC. Recentemente essa 

forma recombinante, antes descrita apenas em Porto Alegre, foi identificada no 

interior do estado do Rio Grande do Sul e em outros estados brasileiros, 

sugerindo um processo de expansão. Sabendo que o local de origem 

permanece incerto e frente a um aparente processo de dispersão, este estudo 

tem por objetivo descrever a cidade de origem, rotas de dispersão e história 

demográfica deste recombinante. Foram utilizadas 95 sequências e aplicados 

os modelos de coalescência Bayesian Skyline e testados quatro modelos 
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paramétricos de crescimento populacional, as análises filogeográficas foram 

executadas através do modelo de transição assimétrico com BSSVS. Porto 

Alegre mostrou-se a origem e centro da dispersão da CRF31_BC para a 

maioria das localidades analisadas, ademais foram observadas algumas 

transições independentes do Rio Grande do Sul. A taxa de crescimento 

estimada foi semelhante ao subtipo C. A partir dos resultados, conclui-se que a 

CRF31_BC não está concentrada apenas em Porto Alegre e encontra-se em 

um processo ativo de dispersão, onde, em algumas localidades, já há 

epidemias autossustentadas. 

Palavras-chave: filogeografia, filogenia, recombinante CRF31_BC, HIV 

Introdução 

Uma das características mais marcantes do HIV-1 é sua grande 

variabilidade genética, sendo dividido em nove subtipos (A-D, F-H, J e K) (Lau 

& Wong. 2013). Essa característica é decorrente de uma combinação de 

fatores que promovem mutação e recombinação no genoma do HIV (Lau & 

Wong. 2013), tornando-o um dos organismos de mais rápida taxa evolutiva 

(Rambaut et al. 2004) (Grenfell et al. 2004). A grande diversidade molecular do 

HIV pode ser decorrente de mecanismos intrínsecos ao vírus como a elevada 

taxa de erro da enzima transcriptase reversa (RT) e ausência de mecanismos 

de reparo (Hu & Temin. 1990, Preston et al. 1988), porém também pode ser 

ocasionada por troca de segmentos gênicos entre partículas virais de subtipos 

distintos  (recombinação inter-subtipo) ou similares (recombinação intra-

subtipo) (Rousseau et al. 2007). Locais onde há co-circulação de mais de um 

subtipo do HIV-1 em uma mesma população são propícios ao surgimento de 
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formas recombinantes (Faria et al. 2014). Quando essa forma é restrita a 

menos de três indivíduos não relacionados ela é denominada forma 

recombinante única (URF), mas se é encontrada em três ou mais indivíduos 

epidemiologicamente não relacionados é denominada forma recombinante 

circulante (CRF) (Hemelaar. 2013). Atualmente, segundo o banco de dados 

Los Alamos HIV Database já foram descritas por volta de 70 CRFs, 

responsáveis por mais de 20% das novas infecções no mundo (Lau & Wong. 

2013). 

No Brasil, há, atualmente, 734 mil indivíduos vivendo com HIV 

(Coordenação de DST e AIDS. 2014), sendo a maioria das infecções causadas 

pelo subtipo B. As taxas de prevalência de Aids e incidência anual na 

população permanecem estáveis, contudo o cenário epidemiológico da Região 

Sul apresenta contrastantes diferenças. No Sul, além das taxas de incidência e 

mortalidade serem os mais elevados do país (Coordenação de DST e AIDS. 

2014), essa região apresenta alta prevalência de subtipo C do HIV-1. Outra 

característica da região Sul, mais especificamente do estado do Rio Grande do 

Sul (RS), é a presença da forma recombinante CRF31_BC, resultado da co-

circulação dos subtipos C e B (Brígido et al. 2007). Esta variante apresenta 

estrutura genômica mosaica, com um fragmento de subtipo B de 

aproximadamente 200 nucleotídeos inserido no gene da transcriptase reversa, 

enquanto todas as outras regiões gênicas são classificadas como subtipo C 

(Santos et al. 2006). A CRF31_BC é particularmente prevalente na região 

metropolitana de Porto Alegre, com prevalência variando entre 19% (Medeiros 

et al. 2010), 26% (Dias et al. 2009) e 35% (Simon et al. 2010). 
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Estudos anteriores relataram casos de infecção pela CRF31_BC 

principalmente em Porto Alegre, sendo sua data de origem estimada em 1988 

(Passaes et al. 2009). Recentemente, este recombinante foi também 

identificada em cidades do interior do RS, sugerindo sua expansão pelo estado 

(Gräf 2015). Além disso, casos esporádicos já haviam sido anteriormente 

descritos em outros estados brasileiros e até na Argentina (Ferreira et al. 2011, 

Jones et al. 2009). Em vista de o local de origem da CRF31_BC ainda 

permanecer incerto e frente a uma aparente expansão pelo país, este estudo 

tem por objetivo descrever a cidade de origem, rotas de dispersão e história 

demográfica da epidemia da CRF31_BC.  

Materiais e Métodos 

Este estudo avaliou sequências geradas a partir de amostras de sangue 

coletadas de pacientes soropositivos para o desenvolvimento da tese de 

doutorado intitulada “Caracterização molecular da epidemia do HIV-1 em 

cidades do interior de Santa Catarina e Rio Grande do Sul e filogeográfica do 

subtipo C no Brasil”. Tal projeto foi submetido e aprovado pelo Comit  de  tica 

em  es uisa do Hospital de Cl nicas de  orto  legre  pro eto de n mero   -

     e pelo Comit  de  tica em  es uisa com  eres Humanos da 

Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), parecer n mero      . As 

amostras foram coletadas em 13 cidades do interior de Santa Catarina e Rio 

Grande do Sul a partir de cartões FTA (Whatman Inc.) e secos à temperatura 

ambiente. A limpeza dos confetes seguiu protocolo do fabricante utilizando de 3 

a 5 confetes de sangue com 0.5mm de diâmetro, sendo limpos e secos. 

Posteriormente de 3 a 5 confetes foram inseridos no mix de PCR para 
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amplificação. O DNA pro-viral foi amplificado por Nested-PCR usando primers 

para o gene da polimerase (pol) (HXB2 2274-3545 pb). Os produtos de PCR 

foram purificados e sequenciados utilizando BigDye Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing (Applied Biosystems) e analisados por ABI 3100 Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems). 

Também foram utilizadas sequências nucleotídicas disponíveis no banco 

público de sequências específicas de HIV Los Alamos HIV Sequence Database 

(http://www.hiv.lanl.gov/). Foram selecionadas todas as sequências 

classificadas como CRF31_BC e todas as sequências brasileiras classificadas 

como recombinante BC, desde que possuíssem data e o segmento disponível 

correspondesse à região da polimerase. Além disso, para posterior análise de 

filogenia, foram selecionadas randomicamente sequências gênicas da pol do 

subtipo A, utilizado como grupo externo, F1, B e C brasileiros.  

As sequências selecionadas foram submetidas às ferramentas de 

subtipagem online REGA (de Oliveira et al. 2005) e SCUEAL (Pond et al. 

2009). A classificação atribuída a cada sequência foi confirmada pela 

construção de árvores filogenéticas. As sequências de referências utilizadas 

para a inferência filogenética foram obtidas do banco de dados Los Alamos HIV 

Sequence Database (www.hiv.lanl.gov) e alinhadas utilizando o algoritmo 

Muscle (Edgar 2004). Árvores de Máxima Verossimilhança foram construídas 

usando o programa Seaview (Gouy et al. 2010)  e PhyML com modelo de 

substituição nucleotídica GTR+G4+I. O padrão de recombinação das 

sequências agrupadas no cluster das CRF31_BC foi confirmado pelo método 
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de Bootscanning utilizando o software Simplot v3.5.1 (Lole et al. 1999) com 

janela de 200pb e passo de 20pb. 

Árvores filogenéticas com escala de tempo foram estimadas utilizando-se 

estatística Bayesiana, para todas as sequências classificadas como 

CRF31_BC. Uma primeira análise exploratória foi realizada utilizando os 

seguintes modelos evolutivos: modelo de substituição nucleotídica GTR+G4+I, 

modelo de relógio molecular relaxado, não correlacionado com distribuição 

lognormal (lognormal uncorrelated relaxed clock) e modelo de coalescência 

não-paramétrico Bayesian Skyline. Para inferir a taxa de crescimento da 

epidemia foram testados quatro modelos demográficos paramétricos distintos 

para o mesmo dataset: modelo de crescimento exponencial, logístico, 

expansão e de população constante. Os demais parâmetros foram mantidos 

iguais ao da análise exploratória. A comparação dos modelos demográficos foi 

feito pelo método de Estimativa da Verossimilhança Marginal (MLE). As 

análises filogenéticas Bayesianas foram realizadas utilizando-se o pacote 

BEAST v. 1.8.2 (Drummond et al. 2012). Os resultados gerados foram 

analisados usando o software TRACER v. 1.6 e a convergência dos 

parâmetros foi considerada satisfatória quando o Tamanho Efeitvo da Amostra 

(ESS) era superior a 200. O dataset correu por 1 X 108 gerações e burn-in 

utilizado foi de 10%. 

As análises filogeográficas foram executadas em uma abordagem integrada 

à reconstrução das árvores filogenéticas no pacote BEAST. Para estimar o 

local de origem e a dispersão da CRF31_BC foi informado ao programa o local 

de origem de cada sequência, quando a informação da cidade não estava 
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disponível utilizamos o estado. Para checarmos a influência da 

heterogeneidade do número de amostras por localidade nas análises 

filogeográficas, três novos datasets foram criados onde o número de 

sequências da cidade de Porto Alegre foi randomicamente reduzido a 12. As 

análises filogenéticas foram executadas utilizando-se do modelo de transição 

assimétrico, com inferência social de rede com BSSVS. Todos os demais 

parâmetros evolutivos permaneceram iguais à análise exploratória. A análise 

por modelo assimétrico correu com comprimento de cadeia de 5x108 e burn-in 

de 10%. A árvore com máxima credibilidade (MCC) foi obtida a partir do 

software TreeAnnotator v1.8.3 e visualizada no FigTree v1.4.2. As taxas de 

transição de sequências virais entre as localidades foi analisado pelo programa 

SPREAD v1.0.6 (Bielejec et al. 2011) e a intensidade das transições entre as 

cidades foi inferida pelo Bayes Factor (BF) com cut-off de 3.0.       

Resultados  

O dataset gerado foi formado por 95 sequências classificadas como 

CRF31_BC (Tabela 1). Para 15 sequências, a informação de local de origem 

não estava disponível, sendo que para estas a análise filogeográfica foi 

responsável por estimar a provável localidade de amostragem. 

Nossas análises reconstruíram que o ano provável de origem da 

CRF31_BC é 1985 (95% HPD = 1978 -1989) e que seu surgimento ocorreu 

muito provavelmente em Porto Alegre (PP=0,998) (Fig. 1). Tais resultados 

foram confirmados pelas análises dos datasets reduzidos. Através da 

reconstrução das localidades nos nodos ancestrais das árvores filogenéticas é 
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possível presumir que, inicialmente, essa forma recombinante circulou 

localmente e seu processo de disseminação para outras cidades se iniciou 

cerca de cinco anos após seu surgimento. Os primeiros eventos de 

transmissão para outras cidades datam do final da década de 1980 e início da 

década de 1990. As primeiras cidades onde essa introdução ocorreu são 

Florianópolis (1989, 1986-1993 95%HPD), Caxias do Sul (1989, 1987-1990 

95%HPD), Lajeado (1990, 1986-1994 95%HPD) e o estado de Mato Grosso 

(1990, 1987-1990 95%HPD). 

Na análise, foi possível observar que a CRF31_BC está circulando em 

algumas localidades independentemente de novas introduções provenientes de 

Porto Alegre, ou seja, podemos assumir que a forma recombinante está 

circulando internamente na população. Essa circulação autossustentada pode 

ser observada nas cidades de Caxias do Sul, Florianópolis, Lajeado, Criciúma 

e no estado de Goiás. Além disso, a partir da Fig.1 podemos inferir que as 

sequências da CRF31_BC dos estados de São Paulo e Rio de Janeiro são 

relacionadas, visto que as amostras permaneceram em um mesmo clado da 

árvore. 

A intensidade e significância das transições virais entre as cidades foi 

mensurada pela análise de Bayes Factor com cut-off de 3.0 (Tabela 2). As 

análises filogeográficas estimaram que Porto Alegre é uma cidade central para 

a dispersão da CRF31_BC dentro do Rio Grande do Sul e para outros estados 

do país, sendo origem de 14 das 22 transições significativas (63,63%) (Tabela 

2 e Fig. 2). Além de Porto Alegre, Caxias do Sul também foi estimada como 
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desempenhando um papel importante na disseminação da CRF31_BC, mais 

precisamente para Itajaí e para o Piauí. Interessante ainda notar que o estado 

do Rio de Janeiro foi estimado como origem em transições para Pernambuco, 

São Paulo e inclusive para a cidade gaúcha de Rio Grande. Entre os 

resultados, também chama a atenção a circulação da CRF31_BC entre os 

estados de Goiás e Mato Grosso, no Centro-Oeste do Brasil (Fig. 2). 

  A partir do gráfico de crescimento populacional, gerado pelo modelo 

Bayesian SkyLine (Fig. 3), podemos observar que, logo após seu surgimento, a 

epidemia da CRF31_BC apresentou um crescimento de forma exponencial nos 

primeiros 7,5 anos, seguido por uma estabilização do crescimento, a partir de 

1992, que perdura até os dias atuais. Esses resultados sugerem que o modelo 

paramétrico que melhor descreve o comportamento demográfico desta 

população é o logístico. Entretanto, neste trabalho testamos qual o melhor 

modelo demográfico para a CRF31_BC e de fato crescimento logístico 

apresentou-se como o melhor modelo para os dados analisados. A análise de 

crescimento populacional da CRF31_BC  indicou uma taxa de crescimento 

média estimada em 0.66/ano (0,42-0,88 95%HPD), além disso o tempo de 

duplicação da população estimado foi de 1,04 (0,78-1,65 95%HPD), indicando 

que, no momento exponencial da curva logística de crescimento, a população 

viral da CRF31_BC dobrava de tamanho efetivo a cada ano. 

Discussão       

A data de surgimento da CRF31_BC estimada neste estudo (1985, 1978 -

1989 95%HPD) revelou-se levemente mais precoce do que já havia sido 
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estimado por Passaes et al (2009) (1988,1979-1993 95%HPD) e Santo et al. 

(2007) (1987, 1957-1998 95%HPD), apesar da sobreposição dos intervalos de 

confiança. Esta variação de resultados pode ser explicada pelo número 

reduzido de sequências analisadas em estudos anteriores conduzidos por 

Santos et al. (2007) (n=21 sequências) e por Passaes et al. (2009) (n= 47 

sequências) contra um tamanho amostral de 95 sequências no presente 

trabalho. Além disso o fato de obtermos intervalos de confiança mais restritos é 

evidência de uma estimativa mais precisa. Os resultados encontrados aqui 

estão em concordância com a estimativa de origem dos subtipos B e C no 

Brasil. Segundo Bello et al. (2006, 2007) a introdução do subtipo B no Brasil 

ocorreu em meados de 1960, enquanto a introdução do C foi estimada em 

1976 (1966-1983, 95%HPD) (Delatorre et al. 2013). O fato de estudos 

reportarem infecção por CRF31_BC em indivíduos diagnosticados no início dos 

anos 1990 (Santos et al. 2007) (Passaes et al. 2009)  restringe o surgimento da 

CRF31_BC em algum ponto anterior a 1990, mas posterior a 1976. 

Nesse estudo, foi possível inferir que provavelmente o local de origem da 

CRF31_BC seja a cidade de Porto Alegre. Embora nenhum outro estudo tenha 

procurado comprovar Porto Alegre como cidade de origem desta forma 

recombinante, esta hipótese já havia sido sugerida por Passaes et al. (2009). A 

presença de uma população de aproximadamente 4 milhões de habitantes, co-

circulação do subtipo C e B e a maior taxa de incidência de Aids no país 

possibilitou a criação do cenário perfeito para que ocorresse a recombinação 

inter-subtipo e emergência dessa forma recombinante. Outro fator que pode ter 

ajudado no surgimento da CRF31_BC foi a circulação do subtipo C na 
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população de usuários de drogas injetáveis em Porto Alegre antes da década 

de 1990 (Almeida et al. 2012). Esta via de transmissão é conhecida por facilitar 

eventos de recombinação devido a grande carga viral transmitida no momento 

do compartilhamento das seringas (Zhao et al. 2014). 

Além do ponto de origem, Porto Alegre foi também estimada como sendo o 

centro principal de disseminação da CRF31_BC para outras localidades dentro 

do próprio estado para outras unidades federativas e, até mesmo, para fora do 

país (Fig. 2 e Tabela 2). Um estudo recente também descreveu Porto Alegre 

com sendo o ponto central de dispersão do subtipo C do HIV-1 no Brasil, 

mostrando que a alta prevalência de infecções por HIV na cidade é um dos 

preditores deste processo (Gräf et al. 2015). A alta prevalência da CRF31_BC 

em cidades como Lajeado e Caxias do Sul, próximas ao foco de origem, pode 

ser explicada pela proximidade geográfica com Porto Alegre, facilitando os 

processos migratórios. Já para as cidades de Santiago e Rio Grande, 

localizadas a 443 e 318 quilômetros da capital respectivamente, o fluxo de 

pessoas deve ser menor, restringido pela distância geográfica. Rio Grande, por 

sua vez, apresenta intensa circulação e rotatividade de pessoas possibilitada 

pela presença de zona portuária, motivo pelo qual poderíamos justificar a 

transição com o estado do Rio de Janeiro, embora não tenhamos encontrado 

referências que suportem essa hipótese.  

Além de ser um núcleo urbano para a disseminação dentro do próprio 

estado, Porto Alegre atua também como um centro de dispersão para outros 

estados do Brasil. Uma das transições interestaduais mais intensas reveladas 
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nesse estudo é com a capital de Santa Catarina: Florianópolis. Um dos motivos 

pelo qual a presença da CRF31_BC pode ser explicada é devido à relativa 

proximidade geográfica entre as capitais (478 quilômetros) e ao turismo. 

Contudo, vale ressaltar também que no estado de Santa Catarina a epidemia 

causada pelo subtipo C é muito forte, podendo indicar uma rede de 

transmissão e troca de variantes virais com o RS.  

A disseminação da CRF31_BC envolvendo o Rio Grande do Sul e outras 

regiões do país pode ser explicada, principalmente, pelos processos 

migratórios da população. Podemos inferir que há fluxo populacional entre os 

estados do Sul, de forma mais intensa envolvendo cidades do RS, com outros 

centros urbanos do país pelo aumento da frequência de HIV-1C.  A presença 

desse subtipo, que é considerado raro ou pouco frequente em outras regiões 

do país, indica que há transição viral de zonas onde o HIV-1C é mais frequente 

para zonas de menor prevalência. Um exemplo disso é o aumento da 

prevalência de subtipo C no estado de São Paulo. Em estudo realizado por 

Brígido et al. (2011) a prevalência encontrada já superou os 8%. Segundo 

Souza et al. (2009), responsável por relatar uma criança infectada pela 

CRF31_BC, a presença do recombinante pode indicar a emergência dessa 

forma no estado e sugerir que possa haver impacto de outras epidemias onde 

esta forma é mais presente.  

A presença da CRF31_BC em estados do Centro-Oeste pode estar 

intimamente relacionada ao processo de deslocamento de populações do Sul 

para a região em busca de emprego na agricultura e pecuária. Como 
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observamos neste trabalho, não apenas Porto Alegre, mas a cidade de 

Santiago também atua de forma importante na rota de disseminação para a 

região Centro-Oeste, fortalecendo a hipótese que a migração de trabalhadores 

do setor agropecuário possa estar agindo nesse processo. Possivelmente a 

migração dessas populações também tenha sido responsável também pelo 

aumento do subtipo C no Centro-Oeste onde já são relatadas 17,7% de HIV-1 

subtipo C ou que contenham segmentos C em Cuiabá (Ferreira et al. 2011) e 

aproximadamente 20% na população carcerária do Centro-Oeste (Cardoso et 

al. 2011).  

Em nosso estudo foi possível observar também que há transição viral de 

CRF31 ocorrendo de forma independente, não vinculada ao Rio Grande do Sul. 

Observamos que há interligação entre a epidemia de São Paulo e Rio de 

Janeiro, visto que nesses estados estão alocados os centros financeiros, 

comerciais e industriários mais importantes do país, gerando um grande fluxo 

populacional entre estes dois estados. Além disso, foi possível identificar 

transições entre o estado do Rio de Janeiro e Pernambuco, possivelmente 

associadas ao turismo. Outra transição independente observada em nosso 

estudo envolve os estados de Goiás e Mato Grosso, justificada pelo comércio 

agrícola e pecuarista da região, possibilitando que a epidemia em ambas as 

localidades sejam mantidas. 

Os resultados que descrevem a história demográfica mostram-se 

consistentes com um processo de crescimento logístico, indicando que a 

epidemia causada por essa forma recombinante não continua a expandir-se de 
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forma exponencial nos últimos anos. Segundo estudo realizado por Bello et al. 

(2009), a CRF31_BC teve um período de crescimento exponencial entre os 

anos de 1980 e 1990, seguidos por um período de estabilidade. Os resultados 

obtidos neste estudo são parcialmente condizentes com o observado por Bello 

et al. (2009), porém o período de crescimento exponencial encontrado aqui 

compreende os anos de 1985 a 1992, aproximadamente. A dinâmica de 

crescimento da CRF31_BC aparenta ter sofrido modificações ao longo dos 

anos, apresentando uma lentificação na taxa de crescimento quando 

comparada a estudos anteriores. A taxa de crescimento descrita em  Bello et 

al. (2009) estima que a epidemia cresça aproximadamente 1,3/ano (0,44-2,26, 

95%HPD) com doubling time de 0,55 (0,31-1,57, 95%HPD), contudo nossos 

resultados indicam que a taxa de crescimento da CRF31_BC está mais lenta, 

visto que encontramos  taxa de crescimento média de 0.66/ano (0,42-0,88 

95%HPD) e doubling time de 1,04 (0,78-1,65, 95%HPD). Além disso, o  

intervalo de confiança obtido é menor, indicando que nossas estimativas 

apresentam maior precisão, descrevendo melhor o comportamento da 

população ao longo do tempo. Estas diferenças devem ser devido ao dataset 

analisado, sendo que no presente estudo sequências mais recentes também 

estão presentes. Um maior número de sequências também deve ser o motivo 

de estimativas mais precisas reportadas pelo nosso estudo, tendo em vista que 

os intervalo de confiança estimados por Bello et al. (2009) para os dois 

parâmetros são maiores que os agora estabelecidos. Quando comparamos a 

taxa de crescimento da CRF31_BC com as taxas dos subtipos B e C, é 

possível inferir que a forma recombinante cresceu de maneira similar ao 
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subtipo C no Rio Grande do Sul (0,81, 0,40-1,26 95%HPD) e de forma mais 

acentuada que o subtipo B no Brasil (0,56, 0,35-0,80) (Bello et al.2009, Bello et 

al. 2007). A diferença entre taxas de propagação entre os subtipos B, C e 

recombinante CRF31_BC podem estar mais atreladas às variações nas redes 

de transmissão do que na infectividade e transmissibilidade viral, visto que não 

há estabelecida relação entre os diferentes subtipos do HIV-1 e capacidade de 

se disseminar na população humana (Bello et al. 2009).  

A partir dos resultados obtidos é possível concluir que Porto Alegre, além de 

ser local de origem da forma recombinante CRF31_BC, desempenha um papel 

importante no processo de disseminação de novas variantes do HIV-1 pelo 

Brasil. O entendimento das dinâmicas de crescimento e dispersão viral do HIV-

1 é de grande valia para o desenvolvimento de políticas públicas que visem 

combater a epidemia de Aids e reduzir o número de novas infecções nesse 

núcleo urbano, principalmente pela compreensão das cadeias de transmissão 

associadas a esses fenômenos e determinação de populações vulneráveis. 

Estudos adicionais que busquem avaliar os demais recombinantes 

presentes no cenário do Sul do país, principalmente as URFs, também são 

importantes, visto que são indicativos de múltiplas infecções. O melhor 

entendimento dos fatores associados à repetida exposição poderá esclarecer o 

comportamento de risco da população, bem como melhorar os programas de 

prevenção e ampliar as campanhas de testagem. Por isso, torna-se necessário 

a manutenção de um programa continuado em vigilância epidemiológica e 
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monitoramento do impacto das novas formas virias no prognóstico dessas 

novas infecções. 
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Figuras e Tabelas 

Tabela 1: Distribuição geográfica das sequências CRF31_BC constituintes 
do dataset analisado neste estudo. 

Estado Cidade N % 

RS 

Porto Alegre 48 50,53% 

Caxias do Sul 8 8,42% 

Lajeado 4 4,21% 

Santiago 3 3,16% 

Rio Grande 1 1,05% 

SC 

Itajaí 1 1,05% 

Criciúma 2 2,11% 

Florianópolis 3 3,16% 

SP São Paulo 1 1,05% 

RJ Rio de Janeiro 2 2,11% 

MS Campo Grande 1 1,05% 

MT Cuiabá 1 1,05% 

GO Goiânia 2 2,11% 

PI Teresina 1 1,05% 

PE Recife 1 1,05% 

Exterior Madri 1 1,05% 

NA 15 15,78% 

Total 95 100% 
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Fig. 1: Árvore filogenética Bayesiana em escala de tempo das sequências pol da 
CRF31_BC. Reconstrução das localidades ancestrais foi realizada por modelo 
assimétrico de transição usando BSSVS. Ramos da árvore estão coloridos conforme 
legenda. Siglas: CRI (Criciúma), CXS (Caxias do Sul), ESP (Espanha), FLO 
(Florianópolis), GO (Goiás), ITA (Vale do Itajaí), LAJ (Lajeado), MS (Mato Grosso do 
Sul), MT (Mato Grosso), PE (Pernambuco), PI (Piauí), POA (Porto Alegre), RG (Rio 
Grande), RJ (Rio de Janeiro), SP (São Paulo) e STI (Santiago). 
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Tabela 2: Transições significativas da forma recombinante CRF31_BC 
entre as localidades analisadas e Bayes Factor de suporte. 

Bayes Factor (BF) Cidade de Origem Cidade de Destino 

BF=1738 Porto Alegre Caxias do Sul 

BF=1406 Porto Alegre Lajeado 

BF=1223 Porto Alegre Santiago 

BF=793 Porto Alegre Florianópolis 

BF=146 Caxias do Sul Itajaí 

BF=91 Porto Alegre Rio de Janeiro 

BF=85 Porto Alegre Criciúma 

BF=12 Porto Alegre Espanha 

BF=11 Porto Alegre Goiás 

BF=10 Rio de Janeiro São Paulo 

BF=10 Porto Alegre Mato Grosso 

BF=9 Porto Alegre Pernambuco 

BF=9 Porto Alegre Mato Grosso do Sul 

BF=7 Caxias do Sul Piauí 

BF=7 Rio de Janeiro Rio Grande 

BF=7 Porto Alegre Rio Grande 

BF=6 Porto Alegre São Paulo 

BF=4 Porto Alegre Pernambuco 

BF=4 Rio de Janeiro Pernambuco 

BF=3 Mato Grosso Goiás 

BF=3 Santiago Mato Grosso do Sul 

BF=3 Goiás Mato Grosso 
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Fig. 2: Transições significativas da CRF31_BC entre localidades 
amostradas no Brasil. Setas indicam a direção da transição e estão 
coloridas conforme o BF de suporte. Vermelho mais claro indica 
suporte maior e cores mais escuras suporte menor. a) Transições 
significantes da CRF31_BC intra-região Sul. b) Transições significantes 
da CRF31_BC com origem na região Sul. c) Transições significantes 
da CRF31_BC independentes do RS. 
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Fig. 3: Gráfico de crescimento populacional da CRF31_BC obtido pelo método de 
análise Bayesiana por Skyline. Valores médios da taxa de crescimento são 
representados pela linha preta e os intervalos de 95% HPD são representados pelas 
linhas azuis. A barra pontilhada representa o limite inferior da altura da raiz estimada.  
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5. CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS FUTURAS 

A partir dos resultados obtidos é possível concluir que Porto Alegre, além de ser 

local de origem da forma recombinante CRF31_BC, desempenha um papel 

importante no processo de disseminação de novas variantes do HIV-1 pelo Brasil. O 

entendimento das dinâmicas de crescimento e dispersão viral do HIV-1 é de grande 

valia para o desenvolvimento de políticas públicas que visem combater a epidemia 

de Aids e reduzir o número de novas infecções nesse núcleo urbano, principalmente 

pela compreensão das cadeias de transmissão associadas a esses fenômenos e 

determinação de populações vulneráveis. Estudos adicionais que busquem avaliar 

os demais recombinantes presentes no cenário do Sul do país, principalmente as 

URFs, também são importantes, visto que são indicativos de múltiplas infecções. O 

melhor entendimento dos fatores associados à repetida exposição poderá esclarecer 

o comportamento de risco da população, bem como melhorar os programas de 

prevenção e ampliar as campanhas de testagem. Por isso, torna-se necessário a 

manutenção de um programa continuado em vigilância epidemiológica e 

monitoramento do impacto das novas formas virias no prognóstico dessas novas 

infecções.  
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ANEXOS 

Anexo 1 – Normas de publicação do periódico Memórias do Instituto Oswaldo Cruz. 

Orientações para publicação disponível em:  

<http://memorias.ioc.fiocruz.br/instructions-to-authors>. 

The Memórias' content is freely accessible to readers and no publication fees 
are charged to authors. The Memorias do Instituto Oswaldo Cruz has decided to 
simplify the requirements regarding the format of submitted manuscripts. From now 
on, all manuscripts  may be submitted in any text format as long as the common 
subdivision of scientific articles are followed, e.g. introduction, materials and 
methods, results, discussion and  references.  For Reviews, Perspectives and 
similar  articles, authors may use the sections that best suit the structure and content 
of the proposed manuscript. All manuscripts should  contain, besides the title and 
abstract, full details of authors and institutions, acknowledgements of any technical or 
financial assistance as well as state any conflicts of interest. This flexible text format 
will be used for the initial analysis and peer review. If the manuscript is accepted, 
authors will be requested to edit the text in accordance with the publication style of 
the Memorias." 

Upon acceptance, the manuscript should be arranged in the following format: 

The manuscript should be prepared using standard word processing software and 
should be printed (font size 12) double-spaced throughout the text, figure captions, 
and references, with margins of at least 3 cm. The figures should come in the 
extension tiff, with a minimum resolution of 300 dpi. Tables and legends to figures 
must be submitted all together in a single file. Figures, must be uploaded separately 
as supplementary file. 

Running title: with up to 40 characters (letters and spaces) 

Title: with up to 250 characters 

Author's names: without titles or graduations 

Institutional affiliations: full address of the corresponding author only 

Summary: up to 200 words (100 words in case of short communications). It should 
emphasize new and important aspects of the study or observations. 

Key words: 3-6 items must be provided. Terms from the Medical Subject Headings 
(Mesh) list of Index Medicus should be used. 

Sponsorships: indicating the sources of financial support and change of address. 

Introduction: should set the purpose of the study, give a brief summary (not a 
review) of previous relevant works, and state what new advance has been made in 
the investigation. It should not include data or conclusions from the work being 
reported. 

Materials and Methods: should briefly give clear and sufficient information to permit 
the study to be repeated by others. Standard techniques need only be referenced. 
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Ethics: when reporting experiments on human subjects, indicate whether the 
procedures followed were in accordance with the ethical standards of the responsible 
committee on human experimentation (institutional or regional) and with the Helsinki 
Declaration of 1975, as revised in 1983. When reporting experiments on animals, 
indicate whether the institution's or a national research council's guide for, or any 
national law on the care and use of laboratory animals was followed. 

Results: should be a concise account of the new information discovered, with the 
least personal judgement. Do not repeat in text all the data in the tables and 
illustrations. 

In case of describing New Species, should follow: 

Name of the new species, authors (when it is the case), sp. nov., (Figs x-y) 
[Ex: An. (Nyssorhynchus) atacamensis González and Sallum, sp. nov. (Figs 1-4)] 

Previous reference to the new species (when it is the case) 
[Ex: An. pictipennis of Rueda et al. (2008): 448.] 

Diagnosis (or Description; all stages are described); 

Type host (when it is the case); 

Site of Infection (when it is the case); 

Type-locality; 

Type data and depository; 

Other material examined (when it is the case); 

Distribution; 

Host-parasite data (such prevalence and other important data, when it is the same 
case); 

Bionomics; 

Etymology; 

Taxonomic discussion (or simply DISCUSSION as internal title). 

Discussion: should be limited to the significance of the new information and relate 
the new findings to existing knowledge. Only unavoidable citations should be 
included. 

Acknowledgements: should be short and concise, and restricted to those absolutely 
necessary. 

References 

Must be accurate. Only citations that appear in the text should be referenced. 
Unpublished papers, unless accepted for publication, should not be cited. Work 
accepted for publication should be referred to as "in press" and a letter of acceptance 
of the journal must be provided. Unpublished data should only be cited in the text as 
"unpublished observations", and a letter of permission from the author must be 
provided. The references at the end of the paper should be arranged in alphabetic 
order according to the surname of the first author.  

REFERENCES MUST BE CREATED IN WORD PROCESS 
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To assure your references is published as requested, please send archives without 
Mendeley Hyperlink or similar. References created with edition marks will cause 
improper corrections during editing process, causing delays. 

THE TITLE OF JOURNALS 

Should be abbreviated according to the style used in the Index Medicus.  

Consult: http://www2.bg.am.poznan.pl/czasopisma/medicus.php?lang=eng 

In the text use authors' surname and date: Lutz (1910) or (Lutz 1910) 

With two authors it is: (Lutz & Neiva 1912) or Lutz and Neiva (1912) 

When there are more than two authors, only the first is mentioned: Lutz et al. (1910) 
or (Lutz et al. 1910). 

AT THE END OF THE PAPER USE THE FOLLOWING STYLES 

Journal article 

Chagas C, Villela E 1922. Forma cardiaca da tripanosomiase americana. Mem Inst 
Oswaldo Cruz 14: 15-61. 

Book and Thesis  

Forattini OP 1973. Entomologia Médica. Psychodidae, Phlebotominae, 
Leishmaniose, Bartonelose, Vol. IV, Edgard Blucher, São Paulo, 658 pp. 

Morel CM 1983. Genes and Antigens of Parasites. A Laboratory Manual, 2nd ed., 
Fundação Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, xxii + 580 pp. 

Mello-Silva CC 2005. Controle alternativo e alterações fisiológicas em Biomphalaria 
glabrata (Say, 1818), hospedeiro intermediário de Schistosoma mansoni Sambom, 
1907 pela ação do látex de Euphorbia splendens var. hislopii N.E.B 
(Euphorbiaceae), PhD Thesis, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 
Seropédica, 85 pp. 

Chapter in book 

Cruz OG 1911. The prophylaxis of malaria in central and southern Brasil. In R Ross, 
The Prevention of Malaria, John Murray, London, p. 390-398. 

Journal article on the Internet 

Abood S. Quality improvement initiative in nursing homes: the ANA acts in an 
advisory role. Am J Nurs [serial on the Internet]. 2002 Jun [cited 2002 Aug 
12];102(6):[about 3 p.]. Available from:  

http://www.nursingworld.org/AJN/2002/june/Wawatch.htm 

Monograph on the Internet 

Foley KM, Gelband H, editors. Improving palliative care for cancer [monograph on 
the Internet]. Washington: National Academy Press; 2001 [cited 2002 Jul 9]. 
Available from: http://www.nap.edu/books/0309074029/html/. 

Homepage/Web site 

Cancer-Pain.org [homepage on the Internet]. New York: Association of Cancer 
Online Resources, Inc.; c2000-01 [updated 2002 May 16; cited 2002 Jul 9]. Available 
from: http://www.cancer-pain.org/. 
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Part of a homepage/Web site 

American Medical Association [homepage on the Internet]. Chicago: The 
Association; c1995-2002 [updated 2001 Aug 23; cited 2002 Aug 12]. AMA Office of 
Group Practice Liaison; [about 2 screens]. Available from: http://www.ama-
assn.org/ama/pub/category/1736.html 

DATABASE ON THE INTERNET 

Open database 

Who's Certified [database on the Internet]. Evanston (IL): The American Board of 
Medical Specialists. c2000 - [cited 2001 Mar 8]. Available from: 
http://www.abms.org/newsearch.asp 

Closed database 

Jablonski S. Online Multiple Congenital Anomaly/Mental Retardation (MCA/MR) 
Syndromes [database on the Internet]. Bethesda (MD): National Library of Medicine 
(US). c1999 [updated 2001 Nov 20; cited 2002 Aug 12]. Available from: 
http://www.nlm.nih.gov/mesh/jablonski/syndrome_title.html 

Part of a database on the Internet 

MeSH Browser [database on the Internet]. Bethesda (MD): National Library of 
Medicine (US); 2002 - [cited 2003 Jun 10]. Meta-analysis; unique ID: D015201; 
[about 3 p.]. Available from:  

http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html Files updated weekly. Updated June 15, 
2005 

Figures 
FIGURES AND TABLES MUST BE UNDERSTANDABLE WITHOUT REFERENCE 
TO THE TEXT 

Figures: presented in tiff format with a minimum of 300 dpi and photographs must be 
sharply focused, well contrasted, and if mounted onto a plate, the figures should be 
numbered consecutively with Arabic numbers. Magnification must be indicated by a 
line or bar in the figure, and referenced, if necessary in the caption (e.g., bar = 1 
mm). Plates and line figures should either fit one column (8 cm) or the full width (16.5 
cm) of the page and should be shorter than the page length to allow inclusion of the 
legend. Letters and numbers on figures should be of a legible size upon reduction or 
printing. A colour photograph illustrates the cover of each issue of the Journal and 
authors are invited to submit illustrations with legends from their manuscript for 
consideration for the cover. 

Tables: should supplement, not duplicate, the text and should be numbered with 
Roman numerals. A short descriptive title should appear above each table, with any 
explanations or footnotes (identified with a, b, c, etc.) below. 

Technical Notes: Technical Notes should communicate rapidly single novel 
techniques or original technical advances. The entire note should occupy no more 
than three printed pages including figures and/or tables (it means around 10 double-
spaced typed Word file maximum). The text must not be not divided into sections. 
Therefore, the state of art must be very briefly presented; results must be rapidly 
presented and discussed at a time. Complementary tables and figures may be 
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published as supplementary data. References must be limited to few essential ones 
and cited at the end of the note, using the same format as in full papers. A brief 
summary and three key words must be provided. 

Short communications: should communicate rapidly single results or techniques. 
They should occupy no more than three printed pages including figures and/or 
tables. They should not contain excessive references. References should be cited at 
the end of the paper using the same format as in full papers. A brief summary and 
three key words must be provided. 

Genome Announcement and Highlights: this section is dedicated to publish new 
genome information from eukaryote parasites, virus, bacteria and their respective 
vectors. Authors who wants a fast peer review and publication cycle for their 
research results covering new genome sequences, re-sequencing and comparative 
genome analysis as well as the expression pattern of genomes are invited to 
submitted papers under the short communication format. 

Alternative format: manuscripts may be submitted following the "Uniform 
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals" produced by the 
International Committee of Medical Journal Editors also known as the Vancouver 
Style. In this case, authors should follow the guidelines in the fifth edition (Annals of 
Internal Medicine 1997; 126: 36-47, or at the website 
http://www.acponline.org/journals/resource/unifreqr/htm) and will be responsible for 
modifying the manuscript where it differs from the instructions given here, if the 
manuscript is accepted for publication.  
Authors should also follow the Uniform Requirements for any guidelines that are 
omitted in these Instructions. 

In case of clinical trials it’s mandatory to inform the registration number of the REBEC 
platform. 

A statement that the data/results of the manuscript are not plagiarism and have not 
been published elsewhere. 

ONCE A PAPER IS ACCEPTED FOR PUBLICATION, THE AUTHORS MUST 
PROVIDE: 

Page charges: there will be no page charges. 

Proofs: one set of page proofs will be supplied for the author to check for typesetting 
accuracy, to be returned by the stipulated date. No changes to the original 
manuscript will be allowed at this stage. 

 

 


