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RESUMO

CRIPPA, T. O. Genoémica populacional de Plasmodium vivax: niveis e mecanismos
de diversidade genética na América. 2016. 95 f. Dissertacdo (Mestrado em Parasitologia)
- Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, S3o Paulo, 2016.

Malaria é um problema de salde publica global. No Brasil, Plasmodium vivax é o causador de
85% dos 142 mil casos de malaria relatados em 2013. Estudos genémicos tem o potencial de
complementar os estudos in vitro, provendo novas oportunidades para o descobrimento de alvos
para vacinas e drogas, além de auxiliar em testes de expressdo de genes. Deste modo, este
projeto teve como objetivos, a partir do sequenciamento de 9 genomas nucleares de isolados
simpatricos brasileiros de P. vivax coletados entre 2012 e 2013, avaliar: (a) os niveis e os
potenciais mecanismos de geracdo de diversidade genética utilizando polimorfismos de base
anica (SNPs), (b) os niveis de estrutura populacional na populaco brasileira simpéatrica em
comparagdo com outras regides da América, (c) os loci sob pressdo seletiva. Utilizamos técnicas
de sequenciamento de nova geracao associadas a identificacdo de marcadores moleculares
do tipo SNPs e anélises subsequentes de diversidade, estrutura populacional e de evidéncias
de selecdo natural. Nossos resultados mostraram a populacdo do Brasil compartilhando mais
ancestrais com a do Peru, bem como a da Colémbia compartilhando mais ancestrais com a do
México. Genes de familias previamente descritas como hipervaridveis foram observados com os
maiores valores de diversidade; alguns genes envolvidos com a interacdo parasito-hospedeiro
apresentaram evidéncia de selecao balanceada, a partir do valor D de Tajima. A alta frequéncia
de recombinacdo meidtica encontrada em amostras das populacdes de parasitos, apesar da baixa
transmissao local de malaria, resultou no declinio do desequilibrio de ligacdo entre pares de SNPs
situados em uma distancia de 50 pares de bases ao longo do mesmo cromossomo. Os dados
apresentados corroboram com dados prévios de anélises com uso de SNPs, complementando

as informacdes sobre diversidade em escala genomica de populaces de P. vivax nas Américas.

Palavras-chaves: Plasmodium vivax. Malaria. SNP. Diversidade genética.



ABSTRACT

CRIPPA, T. O. Population Genomics of Plasmodium vivax: levels and mechanisms
of genetic diversity in America. 2016. 95 p. Master thesis (Parasitology) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S3o Paulo, S3o Paulo, 2016.

Malaria is a public health problem worldwide. In Brazil,Plasmodium vivax is responsible for
85% of the 142 thousand malaria cases reported in 2013. Genomic studies complement in
vitro experiments, providing new opportunities for the discovery of targets for vaccines and
drugs, as well as enabling gene expression tests. Our objectives for this project, using genome
sequences from 9 P. vivax Brazilian sympatric isolates collected between 2012 and 2013, were
to evaluate the: a) genetic diversity levels and potential generating mechanisms using single
nucleotide polymorphisms (SNPs); b) population structure levels in the Brazilian population
in comparison with other regions in America;c)loci under selective pressure. We used new
generation sequencing techniques in association with the identification of SNPs as molecular
markers, and subsequent analysis of diversity , population structure and natural selection.
Our results show the Brazilian population sharing more ancestrals with Peru, and in addition
Colombia sharing more ancestrals with Mexico. Families of genes previously described as hyper
variable were observed to have the same diversity values and some genes involved in the
host-parasite interaction presented evidences of positive selection, considering Tagima?s D. The
high meiotic recombination frequency found in the parasite population samples, despite local
low transmission, produced a decrease in the linkage disequilibrium between SNPs pairs located
in the same chromosome at a 50 base pairs distance.The results presented here corroborate
previous results using SNPs analysis, complementing knowledge on diversity at a genomic scale

of P. vivax in the Americas.

Keywords: Plasmodium vivax. Malaria. SNP. Genetic diversity.



1 INTRODUCAO

1.1 Malaria

Malaria é um problema de salde publica global e a terceira principal causa de morte
por doencas infecciosas em criancas menores que cinco anos em todo o mundo (BLACK et al.,
2010) (BLACK et al., 2010). A malaria é uma doenca causada por parasitos apicomplexos do
género Plasmodium, transmitidos pela picada da fémea dos mosquitos do género Anopheles.
Ha cinco agentes etioldgicos causadores de infeccdo em seres humanos: P. falciparum, P. vivax,
P. malariae, P. ovale e P. knowlesi (World Healph Organization - WHO -, 2014). Embora as
metas de eliminacdo abordem todas as malarias humanas, a alocacdo de fundos e recursos
estd em dois parasitos de maior importancia, P. falciparum e P. vivax. Essas duas espécies s3ao
epidemiolégica e biologicamente diferentes, portanto, ndo é possivel supor que os métodos de
controle desenvolvidos para a malaria falciparum sejam transferiveis para malaria vivax (BAIRD,
2007; BOCKARIE; DAGORO, 2006; BOUSEMA; DRAKELEY, 2011; LUXEMBURGER et
al., 1994). Evidéncias de infecces por P. vivax em populacdes cuidadosamente monitoradas
mostram que a maldria vivax ndo deve mais ser pensada como uma doenca benigna e raramente
fatal, mas que pode ser grave e letal (ANSTEY et al., 2009; BAIRD, 2007; PRICE et al., 2007)

1.2 Malaria nas Américas

P. vivax é o principal causador de malaria fora da Africa, principalmente atingindo a
Asia e as Américas, sendo ausente em regides da Africa Central e Ocidental. Nas Américas os
casos ocorrem normalmente em areas de densidade populacional muito baixa, enquanto que
o fendmeno oposto é encontrado na Asia, com alta densidade populacional (BATTLE et al.,
2012) (Figura 1). Na dltima década, a incidéncia de maléria vem diminuindo na América do
Norte (México), Central e do Sul. No final do ano de 2011, 12 dos 21 paises endémicos para
maléria na América chegaram ao objetivo tracado para 2015 (reducdo de 75% da incidéncia de
malaria quando comparado ao ano de 2000), enquanto outros 5 paises estdo préximos dessa
meta (WHO, 2012). As conquistas recentes sdo consideradas um reflexo da vontade politica
e empenho aos niveis nacional e global acompanhada do aumento do financiamento para a

malaria e do controle de doencas transmitidas por vetores.



Figura 1 — Mapa de distribuicao espacial da endemicidade de Plasmodium vivax no mundo em
2010
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Cores tendendo para vermelho representam uma maior endemicidade. Fonte: Adaptado de Malaria Atlas Project (MAP, 2016)

México, El Salvador e Costa Rica, trés paises em fase de pré-eliminacdo de malaria,
vem mantendo reducdes da incidéncia de malaria por mais de duas décadas (CARTER et
al., 2015). Responsavel por 99% dos casos de malaria no México, P. vivax, em 1980, atingia
mais de 100.000 hospedeiros humanos. Devido aos esforcos no controle intensivo de malaria
realizadas pelo Programa Nacional de Controle da Malaria na década de 1990, o nimero de
casos tem diminuido desde entdo (GONZALEZ-CERON et al., 2013). A transmissdo da malaria
nesse pais é geralmente baixa e sazonal, e estd concentrada em focos residuais ao longo da
costa do Pacifico. Nos Gltimos 10 anos, aproximadamente 80% dos casos de maléria relatados
no México provém das provincias de Oaxaca e Chiapas (BETANZOS, 2011). Estes focos de
maldria sao vulneraveis a eventos climaticos severos, como evidenciado por surtos de malaria
ocorridos coincidente com el Nifio e o furacdo Paulina em 1998, em Oaxaca e Chiapas, e do

furacdo Stan, no final de 2005 no sul do Chiapas.

Na América Central e do Sul, Repiblica Dominicana, Haiti and Venezuela mostraram
aumento da incidéncia de malaria na ultima década e paises que compartilham a Bacia
Amazdnica apresentaram declinio (CARTER et al., 2015), tais como a Colémbia, Peru e Brasil.

Apesar do declinio, o Peru é um dos paises da América Latina com maior valor de endemicidade



em maldria, com impacto negativo na satde e no desenvolvimento econdmico (WHO, 2014).
A maioria dos casos de maléria (76% de 64,673) foram reportados na area da bacia Amazénia
(regido de Loreto) em 2014, sendo 83% de P. vivax (CHAPILLIQUEN, 2015). A maior parte
das infeccoes por P. vivax eram assintomaticas e nao detectaveis por microscépica, provendo
uma potencial importancia na transmiss3o local (BRANCH et al., 2005; DELGADO-RATTO
et al., 2014; GRIFFING; GAMBOA; UDHAYAKUMAR, 2013). Além disso, infecces miiltiplas
ocorreram mesmo depois da administracdo de tratamentos indicados (primaquina e cloroquina)
pela World Health Organization (WHO) (DELGADO-RATTO et al., 2014; GRAF et al., 2012).

A malaria na Coldombia, vem experimentando declinio entre os anos de 2006 a 2011,
que pode ser explicado por esforcos para reduzir a carga da doenca, gravidade e mortalidade
por uso extensivo de mosquiteiros com inseticidas, diagnéstico precoce e tratamento imediato
(WHO, 2014). Entre 1990 e 2011, houve predominancia de P. vivax sobre P. falciparum nos
2.964.818 casos, com média anual de 134.764; picos de indice parasitario anual (IPA) em 1994,
nas cidade de Guainia e Guaviare, e em 1998, nas cidades de Guaviare e Chocé (RAMIREZ et
al., 2014).

O Brasil também reportou decréscimo na incidéncia de maldria (76.8%) nos anos de
2000 a 2014, ainda assim atualmente contribui com 42% de todos os casos reportados de malaria
na América (FERREIRA; CASTRO, 2016). A transmissdo se mantém basicamente associada a
bacia Amazénica, que contribui com 99.5% dos casos de malaria do pais (FERREIRA; CASTRO,
2016). No Brasil, ambos P. falciparum e P. vivax sdo transmitidos através da Bacia Amazénica,
com infeccdes raras por P. malariae. A incidéncia relativa das duas espécies principais de
Plasmodium transmitidos no Brasil era de cerca de 50% cada, em 1988. Isso mudou a partir
de 1990 (quando 44,3% dos casos foram devidos ao P. falciparum) atingindo a situacdo em
2009, quando P. vivax tornou-se a espécie predominante (apenas 16,3% dos casos devido a P.
falciparum) (BARBOSA et al., 2014). P. vivax atualmente é o causador de 85% dos 142 mil
casos de malaria relatados neste pais em 2014 (WHO, 2014). Essa recente predominancia de P.
vivax no Brasil pode ser parcialmente explicado por caracteristicas bioldégicas que tornam essa
espécie menos responsiva que P. falciparum para estratégias de controle baseadas somente
no diagndstico precoce e tratamento imediato de infeccOes de estagio-sanguineo. P. vivax,
apresenta a forma de hipnozoito que pode persistir no hospedeiro humano durante varios meses,

estagio do parasito no figado em que ele fica dormente e eventualmente pode causar recaidas
(WHITE; IMWONG, 2012).

1.3 Ciclo de vida e tratamentos

A transmissdo do parasita ocorre através de um ciclo de vida complexo (Figura 2) que
se inicia com o repasto sanguineo da fémea do vetor Anopheles, a qual inocula no hospedeiro,

humano ou simio, centenas de formas esporozoitas. Essas formas atravessam a pele, alcancando



a corrente sanguinea, o que possibilita a sua migracdo ao figado. Apés um processo de replicacdo
mitética assexuado denominado esquizogdnia, os hepatécitos se rompem, liberando milhares
de merozoitos novamente para a corrente sanguinea. No momento em que essas formas
invadem os eritrécitos, inicia-se o ciclo intra-eritrocitico que se mantém por uma constante
reproducao assexuada, acompanhada da diferenciacdo para formas intra-eritrociticas: anel,
trofozoito maduro e esquizontes respectivamente. Neste momento, os eritrécitos sdo rompidos
e 0s merozoitos jovens infectam novas hemacias. Durante esses ciclos de infeccao, uma parcela
dos merozoitos originam as formas sexuadas: gametdcitos feminino e masculino, que podem
ser aspiradas pelo vetor, quando este pica um hospedeiro infectado. No intestino do mosquito
os gametas se diferenciam em o microgameta (masculino) e macrogameta (feminino) que
se fundem gerando a forma mével chamada de oocineto, permitindo a recombinac3o entre
cromossomos homdlogos. O oocineto apés sua maturacdo na membrana basal origina o oocisto,
que se rompe liberando milhares de esporozoitos, que entdo migram para o epitélio da glandula

salivar maturando para a forma infectiva e possibilitando assim o recomeco do ciclo.



Figura 2 — Ciclo de vida do género Plasmodium que infectam humanos
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Fonte: Adaptado de National Institute of Allergy and Infectous Diseases - NIAID

1.4 Diversidade genética em P. vivax

Conhecer os mecanismos que geram variacao genética em populaces de parasitos é
essencial para compreender a origem e dispersao de fendtipos de interesse. A recente emergéncia
de resisténcia a cloroquina em P. vivax e a ocorréncia de casos graves, eventualmente fatais, de
maldria vivax sugerem a aquisicao de novas caracteristicas fenotipicas por parasitos de diferentes
regides geograficas (PRICE; DOUGLAS; ANSTEY, 2009). No Brasil, tanto a ocorréncia de
resisténcia a cloroquina (SANTANA-FILHO et al., 2007; MARQUES et al., 2014) como a de



doenca grave (ANDRADE et al., 2010) estdo bem caracterizadas. Os conhecimentos atuais sobre
a biologia populacional do parasito nao permitem prever padrdes de emergéncia e dispersao
desses fenétipos. De fato, nem sequer se conhece a contribuicdo relativa de mecanismos
dependentes de selecdo natural e de processos evolutivamente neutros (como a deriva génica
ou a migracdo) para a dispersdo espacial e a dindmica temporal de polimorfismos de relevancia

clinica ou em saltide publica.

Um dos problemas chave que medeiam o controle efetivo da maldria brasileira é a
falta de compreensao na estrutura populacional de P. vivax e sua dinamica de transmissao.
Desta forma, mais estudos de diversidade genética sao necessarios para se definir a diversidade,
distribuicdo e dindmica das populacdes de P. vivax e como as populacoes de parasitos se
diferem entre as localidades (HUPALO et al., 2016; JOSHI et al., 2008; JOY et al., 2008;
PEARSON et al., 2016; REID et al., 2010; SCHULTZ et al., 2010). O mapeamento global e
local das populacdes de P. vivax é essencial para o estabelecimento de metas para eliminacdo
e intervencdo. Portanto, estudar a histéria demografica dos parasitas de malaria é Gtil por dois
motivos principais. Primeiro, inferéncias sobre tempo e magnitude nas mudancas do tamanho
populacional podem prover pistas das causas dessas mudancas. Em segundo, a influéncia
da histéria demografica ou da subestrutura populacional na variaciao do genoma devem ser
consideradas na identificacdo de regides sob pressao de selecdo e de alelos de resisténcia a
drogas (CHANG et al., 2012).

Estudar uma populacao local em profundidade possui duas vantagens sobre um estudo
analogo de amostras de todo o mundo: (a) os polimorfismos em uma populacdo local sdo
melhores para revelar assinaturas de selecdo recente e (b) a existéncia da estrutura populacional
em amostras globais pode resultar em padrdes de desequilibrio de ligacdo e de espectro de
frequéncia de alelos que artificialmente se assemelham aos esperados de selecdo. Estudos
de subestrutura em diferentes populacdes mundiais acometidas por maléria vivax mostraram
uma mesma face: a existéncia de pelo menos duas subpopulacdes dentro de uma mesma
populacdo (ABDULLAH et al., 2013; CHENET et al., 2012; DELGADO-RATTO et al., 2014;
GUNAWARDENA et al., 2014; JOY et al., 2008; LARRAN AGA et al., 2013; LIU et al.,
2014a). Assim, a comparacdo de genomas obtidos de amostras simpétricas de parasitos é uma
estratégia extremamente poderosa para avaliar a importancia relativa de diferentes mecanismos
(mutacdes pontuais, insercdes e delecdes, proliferacdo de motivos repetitivos e recombinacdo
meidtica) na geracdo de diversidade genética em P. vivax. Além disso, essa analise permite
inferir a ocorréncia de pressdes seletivas (diversificadora e purificadora) em diferentes regides

gendmicas, que afetam os padrdes de variacdo observados em nivel populacional.

O maior obstaculo, entdo, para esses estudos de genética de populacdes de P. vivax
foi, até recentemente, a falta de marcadores moleculares adequados para uso em larga escala.
Microssatélites, por exemplo, sdo marcadores (teis sob certas circunstancias, pois eles permitem
a detecc3o de estruturas genéticas em divergéncias recentes (PAYSEUR; JING; HAASL, 2011)
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e eles sdo abundantes tanto em genomas de P. falciparum quanto em P. vivax (RUSSELL;
SUWANARUSK; LEK-UTHALI, 2006). Niveis altos de diversidade genética em P. vivax, com
uso de microssatélites, vem sido demostrado em paises como Papua Nova Guiné, Thailandia,
Laos, India, Myanmar, Sri Lanka, Honduras, Brasil, Colémbia, Peru e México (FERREIRA et
al., 2007; GUNAWARDENA et al., 2014; KARUNAWEERA et al., 2008; MENEGON et al.,
2014; MOBEGI et al., 2012; REZENDE et al., 2010; SUTTON, 2013). No caso do Brasil,
Sri Lanka e Myanmar, foi observada a alta diversidade genética mesmo com baixos niveis
de transmissdo (FERREIRA et al., 2007; GUNAWARDENA et al., 2014). Gunawardena et al.
(2010) observou, usando 12 microssatélites (marcadores tri e tetranucleotideos) em 425 isolados
de Sri Lanka, Myamar e Etiépia, que ha a clusterizacdo de acordo com a origem geogréfica.
Esse resultado é congruente com os de Karunaweera et al. (2008) em que isolados da América
Central, Africa, Sudeste Asiatico e Oceania apresentaram uma fracio de semelhanca entre os
clusters para os 14 marcadores de microssatélites utilizados. Neste mesmo estudo, em isolados
de mesma area no Brasil (Acre), no entanto, foi possivel observar subestrutura populacional.
Assim, a maior diferenciacdo genética foi encontrada no Brasil, ao longo de um periodo de 5 a
6 anos. Na Amazonia peruana, as poucas observacdes disponiveis em genética de populacoes P.
vivax foram coletadas em pequenas areas (dispersas aldeias e comunidades) e relatado que as
populacdes de parasitas eram heterogéneas e clonais. O uso em larga escala de microssatélites,
porém, tem limitacSes. Os métodos de tipagem usados atualmente estdo sujeitos a variacdo
de resultados entre laboratérios mesmo com um conjunto de marcadores iguais, reduzindo as

possibilidades de comparacao entre resultados obtidos.

Em contrapartida, SNPs (single nucleotide polimorphism) vem tendo uma consideravel
atencao por causa do seu potencial como marcadores para mapeamento genético e para estudo
de evolugdo molecular e dindmica populacional em P. vivax e em espécies aparentadas (BRIGHT
et al., 2012; CHAN et al., 2012; DHARIA et al., 2010; FENG et al., 2003; NEAFSEY et al.,
2008; NEAFSEY et al., 2012; ORJUELA-SANCHEZ et al., 2010; SACHIDANANDAM et al.,
2001) pois s3o relativamente faceis de se manejar e se apresentam com grande frequéncia.
Estudo realizado por Orjuela-Sanchez et al. (2010), baseado em um conjunto de 85 SNPs ao
longo do cromossomo 8 de P. vivax provenientes de isolados de campo do Brasil, Camboja,
Vietnd e Sri Lanka, mostrou uma clusterizacdo dessas amostras em trés populacées distintas:
uma formada por isolados do Camboja, Vietnd e Sri Lanka e outras duas de isolados do
Brasil. Alguns trabalhos vem propondo SNPs significativos, como Baniecki et al. (2015) que
propuseram 42 SNPs, testados em 87 amostras de paises da América, Africa e Asia, que
poderiam ser utilizados como barcode para P. vivax, utilizando técnica similar de geracdo de
barcode de SNP usada por este grupo em P. falciparum (DANIELS et al., 2008).
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1.5 Gendmica de P. vivax

A conclusdo do sequenciamento de um genoma de referéncia de P. vivax (CARLTON et
al., 2008), gerado a partir do isolado Salvador | (paciente de El Salvador (Sal-1)), representou
um avanco crucial para os estudos de diversidade genética dessa espécie. Em muitos aspectos,
os genomas das espécies de Plasmodium (P. falciparum, P. knowlesi, P. vivax e P. y. yoelii)
s3o uniformes, tendo cerca de 23 a 27 Mpb entre os 14 cromossomos e contendo ~5500 genes,
com a maioria (~51%) contento pelo menos 1 intron. O genoma de ~26,8 Mpb de P. vivax,
consiste em 14 cromossomos em tamanhos que variam de 0,76 a 3,12 Mpb e 2733 pequenos
contigs de tamanhos 200-101.928 bases, com contetido G+C de ~42,3%; 4,3 Mb de pequenos
contigs nas regioes subteloméricas ainda permanecem ndo especificados devido a sua natureza
repetitiva (CARLTON et al., 2008).

Atualmente, ha cinco genomas completamente montados e anotados (NEAFSEY et al.,
2012) e outros com disponibilizacdo apenas dos reads (BRIGHT et al., 2012; CHAN et al.,
2012; CHAN et al., 2015; DHARIA et al., 2010; FENG et al., 2003; HUPALO et al., 2016;
NEAFSEY et al., 2008; NEAFSEY et al., 2012; ORJUELA-SANCHEZ et al., 2010; PEARSON
et al., 2016; SACHIDANANDAM et al., 2001), que fornecem uma base de dados para estudos
de variacdo genética de P. vivax em escala gendmica. A primeira andlise comparativa de
genomas completos de P. vivax (NEAFSEY et al., 2012) com uso de SNPs revelou uma
caracteristica extremamente interessante dessa espécie: para todos os tipos de polimorfismos
estudados (regides codificadoras e ndo-codificadoras, polimorfismos sinénimos e ndo-sindnimos,
regides repetitivas e n3o-repetitivas), os isolados analisados de P. vivax apresentaram muito
mais diversidade genética do que um conjunto de isolados de P. falciparum provenientes das
mesmas regioes geograficas. Uma anéalise comparativa de diversidade de microssatélites em
amostras de ambas as espécies provenientes do Camboja havia chegado a mesma conclusao
(ORJUELA-SANCHEZ et al., 2013). N3o se conhecem, entretanto, os mecanismos responséveis

por essa grande diversidade genética em P. vivax.

Este ano, dois artigos publicaram 228 (PEARSON et al., 2016) e 117 (HUPALO et
al., 2016) genomas completos de isolados de regides do Sudeste Asiatico, India, Oceania e
América, sendo 303,616 SNPs e 134,800 SNPs de alta qualidade, respectivamente. Desses
genomas, 25 sdo provenientes de amostras da regido noroeste do Brasil, contudo nesses
trabalhos os genomas apresentaram baixa cobertura. Ambos os trabalhos observaram estruturas
populacionais primeiramente determinadas pela localizacao das amostras, sendo esses resultados
condizentes com resultados prévios de microssatélites e estudos de SNPs (CARLTON et al.,
2008; KOEPFLI et al., 2015; NEAFSEY et al., 2012; SCHOUSBOE et al., 2014), porém
promoveram uma resolucdo maior dado a quantidade de informacGes agregadas. Amostras de
Velho Mundo separaram-se de amostras de Novo Mundo (HUPALO et al., 2016), sendo que a
Asia apresentou de modo geral clusters populacionais por pais (HUPALO et al., 2016; PEARSON

et al., 2016), excluindo-se a India, que apresentou uma populacdo composta por ancestrais
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distintos (HUPALO et al., 2016). No Novo Mundo, amostras americanas apresentaram presenca
de 3 ancestrais distintos, claramente diferentes dos encontrados no Velho Mundo, sendo que o
Brasil mostrou ser mais miscigenado, mesmo com amostras provindas de mesmo localidade
(HUPALO et al., 2016).

Além disso, evidenciaram fortes sinais de selecdo ocasionada por evolucdo recente
tanto em genes de resisténcia a drogas, como DHPS (dihydropteroate synthase) e DHFR-TS
(dihydrofolate reductase-thymidylate synthase) (HUPALO et al., 2016; PEARSON et al., 2016),
quanto em novos loci, como MAEBL (meroziote adhesive erythrocytic binding protein) (Hupalo,
et al, 2016). Huppalo et al. (2016) observaram que esses genes sob selecdo estavam adaptados
as diferencas regionais nos hospedeiros humano, mosquito e a outras variaveis ambientais.
De modo geral, esses dados reforcam a epidemiologia varidvel desses parasitas e destacam a

amplitude das abordagens que poderao ser necessarias para a eliminacdo global de P. vivax.

Assim, estudos gendmicos tem o potencial para complementar os estudos in vitro,
provendo novas oportunidades para o descobrimento de alvos para vacinas e drogas e, auxilio
em testes de expressdo de genes (BOZDECH et al., 2008; WESTENBERGER et al., 2010),
preenchendo assim, algumas das lacunas em nossa compreensdo da biologia P. vivax. Os novos
genomas brasileiros adicionam informacGes importantes ao banco de dados atual melhorando
0 panorama sobre a variacdo genética em diferentes regides genomicas e em diferentes tipos
de sequéncias (codificadoras e n3o-codificadoras). A disponibilidade de genomas adicionais
em regioes brasileiras permite ampliar a base de comparacdo com dados de outras origens
geograficas, elucidando padroes de divergéncia genética em cada populacdo e entre as diversas
populacoes ja analisadas na América.

Neste projeto foram analisados 9 genomas completos de isolados simpatricos de P.
vivax da Amazonia brasileira e genomas completos das Américas ja disponiveis no bando de
dados, avaliando: (a) os niveis e os potenciais mecanismos de geracdo de diversidade genética,
como mutacdes ou recombinacdes; (b) os niveis de diferenciacdo entre a populacdo simpétrica

brasileira e outras regides das Américas e (c) os loci sob pressdo seletiva.
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2 CONCLUSAO

Encontramos divergéncia entre as populacdes americanas estudadas, com uma tendéncia
a ancestrais distintos em funcdo ao aumento da distancia geografica. Deste modo, as populacdes
de P. vivax do Brasil compartilham mais ancestrais com o Peru e as da Colémbia com as
populacoes do México. A divergéncia entre populacdes do mesmo continente é evidente quando
se analisa o conjunto de SNPs observados nos genomas nucleares completos, porém n3o é
claramente observada quando se analisa um conjunto restrito de 42 marcadores propostos

como um barcode para essa espécie.

Os niveis de diversidade encontrados em nossas anélises mostraram similaridade com
o proposto na literatura, em que genomas de P. vivax possuem mais diversidade do que
genomas de P. falciparum, mesmo em uma populacdo simpatrica como a brasileira. A alta
taxa de recombinacao meidtica encontrada em amostras da populacao brasileira sugere que
a recombinacdo seja um importante mecanismo de geracao de diversidade genética nessa
espécie a partir de polimorfismos presentes nos ancestrais e de novos polimorfismos gerados

por mutacdes.

Genes de familias previamente descritas como hipervariaveis foram observados com os
maiores valores de diversidade, seguidos, no caso do Brasil, de genes codificantes de fatores
de transcricao e de actina. ldentificamos, sob selecdo balanceada, mais genes envolvidos com
a interacdo parasito-hospedeiro do que associados ao ciclo de vida e a fertilidade, apesar do
inico gene com alto valor de D de Tajima encontrado nas 4 regides, ApiAP2, estar associado

a regulacao da transcricdo.
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