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RESUMO

RODRIGUES, P. T. Origem e data de introducao de Plasmodium vivax e
Plasmodium falciparum nas Américas. 2017. 167 f. Tese (Doutorado em
Parasitologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2017.

A origem geografica e rotas de dispersao dos dois mais importantes
parasitas da malaria humana, Plasmodium falciparum e P. vivax, continuam
controversos. A hipotese mais recente sugere que P. falciparum originou-se de
uma transferéncia lateral dos macacos (principalmente gorilas) para os seres
humanos na Africa, mas o momento preciso e vias de introducao deste
parasita nas Ameéricas continuam desconhecidos. Muito menos se sabe sobre
a historia de P. vivax. Estudos mais recentes indicam que P. vivax originou-se
na Africa e migrou para a Asia antes da disseminacdo Duffy negativo no
continente africano. Como e quando P. vivax foi introduzido nas Ameéricas
permanece desconhecido. Para entender a historia evolutiva destes parasitos
propomos neste projeto inferir as vias e as datas de introducao de P. vivax e
P. falciparum nas Américas, com base na analise do genoma mitocondrial
completo de parasitos coletados em todas as regides em que estas espécies
estao presentes no mundo, além de analisar a existéncia da relacao genética
entre os isolados de P. vivax e P. simium e inferir a possivel transmissao lateral.
O alinhamento de 941 sequéncias de P. vivax e 1795 de P. falciparum
permitiram agrupar os isolados em quatro regidoes distintas. As rotas
migratorias de P. vivax sugere que o continente americano foi colonizado em
diferentes momentos e por parasitos de diferentes regides — Africa, Sul da Asia
e Melanésia, explicando a alta diversidade genética existente neste continente,
enquanto que P. falciparum foi introduzido nas Américas por duas regides
distintas, Africa e Sudeste Asiatico. JA os 10 isolados de P. simium
sequenciados neste estudo apresentaram uma menor diversidade genética
quando comparado com os isolados de P. vivax, sugerindo que a direcao da
transmissao lateral foi de humanos para macacos.

Palavras chave: Plasmodium. Malaria. Genoma. Mitocondrial.



ABSTRACT

RODRIGUES, P.T. Origin and date of introduction of Plasmodium vivax
and Plasmodium falciparum in the Americas. 2017. 167 f. Ph. D. Thesis

(Parasitology) Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo, 2017.

The geographical origin and dispersal routes of the two most important human
malaria parasites, Plasmodium falciparum and P. vivax, remain controversial.
The most recent hypothesis suggests that P. falciparum originated from a
lateral transfer of monkeys (mainly gorillas) to humans in Africa, but the
precise timing and pathways of introduction of this parasite in the Americas
remain unknown. Much less is known about the history of P. vivax. More
recent studies indicate that P. vivax originated in Africa and migrated to Asia
prior to the negative Duffy spread on the African continent. How and when P.
vivax was introduced in the Americas remains unknown. To understand the
evolutionary history of these parasites we propose in this project to infer the
routes and dates of introduction of P. vivax and P. falciparum in the Americas,
based on the analysis of the mitochondrial genome complete with parasites
collected in all regions where these species are present in the world, besides
analyzing the existence of the genetic relation between the isolates of P. vivax
and P. simium and to infer the possible lateral transmission. The alignment of
941 sequences of P. vivax and 1795 of P. falciparum made it possible to group
the isolates into four distinct regions. The migratory routes of P. vivax suggest
that the American continent was colonized at different times by parasites from
different regions - Africa, South Asia and Melanesia, explaining the high
genetic diversity present in this continent, while P. falciparum was introduced
in the Americas by two distinct regions, Africa and Southeast Asia. However,
the 10 P. simium isolates sequenced in this study had a lower genetic diversity
when compared to P. vivax isolates, suggesting that the direction of lateral
transmission was from humans to monkeys.

Keywords: Plasmodium. Malaria. Genome. Mitochondrial.
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1.1 Malaria: aspectos gerais

Endémica nas regioes tropicais e subtropicais do globo, onde se distribui
de forma heterogénea, a malaria constitui um dos maiores problemas de saude
publica, responsavel pelas principais causas de morbidade e mortalidade no
mundo. E causada por protozoarios do género Plasmodium e transmitida a
seus hospedeiros vertebrados através da picada de mosquitos do género
Anopheles. Cinco espécies sdao causadoras de infeccao em seres humanos,
Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi (WORLD
HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2015). Dentre estas, P. falciparum pode
evoluir para malaria grave, porém relatos sobre complicacoes e Obitos em
infeccoes por P. vivaxe P. knowlesiforam registrados (COX-SINGH et al., 2008;
SHARMA; KHANDURI, 2009).

Segundo o relatorio da Organizacao Mundial da Saude (OMS), sao 95
paises e territorios endémicos para malaria, dentre estes, 45 localizam-se no
continente africano. Sao mais de trés bilhdes de pessoas vivendo em regides
de risco e cerca de 438 mil mortes foram relatadas em 2015, sendo 90% no
continente africano, atingindo principalmente criancas menores de cinco.
Neste mesmo ano, estimaram-se 214 milhdoes de novos casos em todo o
mundo, dos quais 88% ocorreram na regiao africana, seguido pelo Sudeste
Asiatico (10%) e regioes do Mediterraneo Oriental (2%) (WHO, 2015) (Figura
1).

Embora a grande maioria das mortes causadas por malaria falciparum
ocorra na Africa, a doenca encontra-se amplamente distribuida na América
Latina, Sul e Sudeste Asiatico e Oceania (Figura 1). A distribuicao de casos
quanto a populacado exposta a malaria é bastante heterogénea. Enquanto P.
falciparum € mais prevalente no continente africano, P. vivax apresenta uma
distribuicado geografica mais ampla, uma vez que o vetor € capaz de tolerar
grande variedade de temperaturas e sobreviver em altitudes mais elevadas,
além disso, P. vivax tem uma fase dormente do figado (hipnozoitos) que pode
ser ativada meses apos a infeccao inicial, causando recaida (WHO, 2015).

Na Africa, P. vivax é endémico no Sudédo, Somalia e Etiépia, onde a

populacao €& predominantemente Duffy positiva, ocorrendo também no
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Quénia, Tanzania, Madagascar e Mauritania, onde ha um contingente
significativo de populacdo imigrante (CARTER; MENDIS; ROBERTS, 2000;
ROSENBERG, 2000). No Oriente Médio, Asia Central e América Central e do
Sul, predomina P. vivax, enquanto que no Sudeste Asiatico e Pacifico Oriental
tanto P. falciparum como P. vivax sao abundantes.

Na Europa a malaria foi erradicada em meados dos anos 70. No final do
século XIX e inicio do século XX, a Grécia foi o pais europeu com o maior
numero de casos reportados (1-2 milhdes de novos casos por ano), seguido da
Espanha (400 mil casos e 1700 mortes) e da Italia (300 mil casos e 20 mil
mortes por ano). Ao fim da Primeira Guerra Mundial, a malaria tornou-se
extinta no norte e centro do continente, devido a melhoria das condicoes de
drenagem e ao cultivo de zonas pantanosas e alagadas. No entanto, a malaria
permanecia endémica no sul da Europa e a erradicacdo nesta regiao so foi
possivel com a campanha de erradicacao antimalarica multifacetada,
envolvendo o uso de diclorodifeniltricloroetano (DDT). Por isso, somente no
ano de 1975 a OMS declarou a malaria como erradicada na Europa (WHO,

1976).

Figura 1 - Transmissao de malaria no mundo. Fonte: CDC, 2015.
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1.2 Malaria no Novo Mundo

A transmissao da malaria nos paises do Novo Mundo esta localizada
nas regides tropicais e subtropicais, onde concentra-se populacoes mais
pobres e vulneraveis a doenca. Atualmente o paludismo ocorre em 21 paises:
Argentina, Belize, Bolivia, Brasil, Colombia, Costa Rica, Equador, El Salvador,
Guina Francesa, Guatemala, Guiana, Haiti, Honduras, México, Nicaragua,
Panama, Paraguai, Peru, Republica Dominicana, Suriname e Venezuela, com
aproximadamente 300 mil casos notificados a cada ano (PAN AMERICAN
HEALTH ORGANIZATION - PAHO, 2016)(Figura 2).

Figura 2 - Distribuicao de casos de malaria na América Latina. Os dados
demonstrados sao referentes ao ano de 2014 e os paises foram
estratificados de acordo com a transmisséao de malaria. Fonte: PAHO,
2014.
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As caracteristicas epidemiologicas sao semelhantes em todos os paises
americanos, apresentando graus variados de risco de transmissao, ou seja,
ascensao e queda de casos. Plasmodium vivax € a espécie predominante,
responsavel por mais de 70% dos casos de malaria relatados, enquanto P.
falciparum compreende mais de 50% dos casos notificados na Guiana
Francesa e essencialmente 100% dos casos reportados na Republica
Dominicana e Haiti (PAHO, 2014).

Apesar das medidas de controle implementadas, a incidéncia
parasitaria tem mostrado aumento anual em algumas regidoes, com maior
morbidade populacional acarretada por P. vivax, principalmente nos paises
que fazem parte da Amazodnia, Brasil, Bolivia, Colombia, Equador, Guiana,
Guiana Francesa, Peru e Suriname. Nos demais paises, os casos autoctones
registrados estdo relacionas com a migracdo sazonal e com as lacunas
deixadas no controle vetorial (ALVAREZ et al., 2010).

Nos ultimos anos, os paises da América Central (Belize, Guatemala,
Honduras, Nicaragua e Panama) apresentaram uma diminui¢do no numero
de casos notificados da doenca. No entanto, paises como a Venezuela,
Republica Dominicana e Haiti, mostraram um aumento significativo de casos
notificados, além disso, na Venezuela este fato estava acompanhado com
crescentes casos diagnosticados por P. falciparum. Quadro semelhante a este
ocorreu na Guiana, devido ao aumento da mineracdo do ouro nas areas
florestais da Amazonia. Alguns paises, incluindo Costa Rica, El Salvador e
Meéxico, estao em fase de pré-eliminacao da doencga, enquanto que Argentina
e Paraguai estao em fase de eliminacao (CARTER et al., 2015).

Na América do Sul, o Brasil e Colombia, juntos, relataram mais de 50%
dos casos de malaria notificados nas Ameéricas (CARTER et al., 2015).
Atualmente, os casos de malaria no Brasil ocorrem principalmente na Regiao
Norte e nos estados que compoem a Amazonia Legal (Acre, Amazonas,
Rondonia, Roraima, Amapa, Para, Maranhdo, Mato Grosso e Tocantins),
representando 99,8% dos casos notificados neste pais e com 143 mil novos

casos reportados a cada ano (WHO, 2015).
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1.3 Malaria no Brasil

Até o final do século XIX, a malaria estava presente em quase todo o
territorio brasileiro, com excecao de algumas areas da Regiao Sul. A Amazoénia
e todo o planalto central foram atingidos por uma grande epidemia no fim do
século XIX durante o denominado “ciclo da borracha” quando este produto
tornou-se uma matéria prima preciosa que atraiu legioes de nordestinos que
invadiram regioes inteiras da Amazonia. Esta grande migracao gerou a cultura
do extrativismo seringalista e deu origem a primeira grande epidemia
amazonica de malaria (ALBURQUERQUE; SUAREZ-MUTIS, 1998). Na
construcao da estrada de ferro Madeira-Mamoré€, iniciada em 1907 para
transportar a borracha extraida dos seringais bolivianos e do Acre, a malaria
afetou entre 50% a 80% dos trabalhadores caribenhos, brasileiros e bolivianos
que trabalhavam nas obras. A partir destes eventos, a malaria no Brasil seguia
avancando no século XX, estando presente nas grandes capitais. Na cidade do
Rio de Janeiro foi confirmada microscopicamente a presenca de casos de
malaria provenientes da Ilha do Governador e até da Praca da Republica no
centro carioca. O mesmo ocorreu no estado de Sao Paulo, particularmente nas
cidades de Santos, Campinas e nos vales dos rios Piracicaba e Tieté. Em geral
a malaria estava em todas as capitais brasileiras, ocorrendo como uma doenca
endémica em todo o pais (ALBURQUERQUE; SUAREZ-MUTIS, 1998).

Durante a Segunda Guerra Mundial, quando os japoneses ocuparam os
seringais da Asia tropical, o Brasil como pais aliado recrutou nordestinos para
trabalharem novamente nos seringais da Amazonia formando o “Exército da
Borracha”. Essas pessoas recém-chegadas eram susceptiveis a malaria e
aconteceu uma nova epidemia da doenca na Amazonia brasileira. Outra
grande epidemia de malaria no Brasil foi no final da década de 30 no Nordeste.
Navios franceses, que faziam a rota postal Franca-Natal via Dakar,
provavelmente trouxeram o transmissor da malaria na Africa, o Anopheles
gambiae. Considera-se que este foi um momento fundamental na
institucionalizacao do combate a malaria no pais, originando pela primeira vez
um servico especificamente constituido para o controle da doenca denominado

“Servico de Malaria do Nordeste” (HOCHMAN; MELLO; SANTOS, 2002). Um
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incrivel trabalho de controle da malaria foi gerado em todo o territorio
nordestino juntando acoes do estado brasileiro e a fundacao Rockefeller, que
ja estava presente no pais desde a década de 1910. Este importante sucesso
na luta antimalarica foi conhecido mundialmente, marcando a historia da
malaria ao introduzir na agenda sanitaria internacional o debate sobre as
possibilidades de erradicacao da doenca em uma perspectiva global
(MARQUES, 1987). Depois da Segunda Guerra Mundial, com a descoberta das
propriedades inseticidas residuais do DDT e da cloroquina como medicamento
antimalarico, juntamente com medidas de saneamento ambiental, levaram a
uma drastica reducao da malaria. Esta reducao incentivou o desenvolvimento,
por parte da OMS, do Programa Global de Erradicacao da Malaria (PGEM),
baseado em trés principios: combate ao mosquito por meio do DDT, melhoria
das condicoes sanitarias gerais e tratamento dos pacientes. O programa era
bom, mas na pratica nao funcionou como se esperava. Na regiao amazonica,
por exemplo, houve um incremento dos casos devido a colonizacao da regiao
com as grandes migracoes, a abertura de garimpos e diferentes atrativos
economicos que fizeram com que a malaria retornasse como um grave
problema de saude publica (MARQUES, 1987).

O atual quadro de incidéncia da malaria no Brasil deve-se, entre outros
fatores, a colonizacao em areas densamente florestadas da Amazonia que tem
atraido agricultores imigrantes das regidoes Sul e Sudeste livres de malaria,
dando origem a uma série de novas fronteiras de assentamentos agricolas
(CONFOLONIERI et al., 2014). O desmatamento inicial pode induzir grandes
mudancas na biologia do vetor, através da criacao e expansao de habitats de
reproducao do mosquito Anopheles darlingi, o principal vetor da malaria na
Ameérica do Sul, transmitindo tanto P. vivax como P. falciparum no Brasil
(CASTRO et al., 2006; LAPORTA et al., 2015).

Recentemente, foi observada uma clara mudanca na distribuicao das
principais espécies de plasmodios que causam a malaria no Brasil. Até
meados de 1990, proporcoes semelhantes de infeccoes confirmadas devidas a
P. falciparum e P. vivax eram observadas, ja na década seguinte, o cenario
mudou, P. vivax tornou-se a espécie predominante, enquanto que infeccoes

por P. falciparum diminuiram de forma constante (OLIVEIRA-FERREIRA et al.,
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2010). Em 2014, P. vivax foi responsavel de 85% dos 142 mil casos de malaria
relatados no pais (Ministério da saude, dados nao publicados, 2014). Estas
tendéncias podem ser explicadas por alguns fatores, como a presenca de
estagios hepaticos dormentes (hipnozoitos) e a circulacao precoce dos estagios
sexuais (gametocitos) no sangue periférico, o que pode tornar P. vivax menos
sensivel do que P. falciparum as estratégias de controle disponiveis
(SATTABONGKOT et al., 2004; SHANKS, 2012).

Apesar de nao ser considerada area endémica de malaria, sao
registrados anualmente uma pequena porcentagem (cerca de 0,05%) de casos
autoctones originados ao longo da Serra do Mar, que se estende através dos
estados do Rio de Janeiro, Espirito Santo, Sao Paulo, Parana e Santa Catarina,
pertencentes a regiao de Mata Atlantica (DE PINA-COSTA et al., 2014). Nestas
areas, os principais vetores da malaria sao An. cruzii e An. bellator (subgénero
Kertezia), que se reproduzem em agua retida pelas axilas das folhas de plantas
bromélias que sao particularmente abundantes neste bioma (MARRELLI et al.,
2007).

A malaria extra-amazonica ficou conhecida inicialmente como "malaria
de floresta" e mais tarde descrita como "malaria de bromélia" (DOWNS;
PITTENDRIGH, 1946; GADELHA 1994). Atualmente a “malaria de bromélia”
esta ausente na maior parte da Mata Atlantica, mas existe focos
remanescentes na regiao Sul e Sudeste do pais, os quais envolvem infeccoes
por P. vivax e P. malariae em seres humanos (FERREIRA; CASTRO, 2016),
além disso, macacos do género Alouatta sao naturalmente infectados com
estes parasitos (DEANE, 1992), uma vez que o vetor An. cruzii € capaz de
realizar o repasto sanguineo tanto proximo das copas das arvores quanto ao
nivel do solo (dispersao vertical), sugerindo que a malaria na Mata Atlantica
seja possivelmente uma zoonose, pois possibilita a transmissao entre
humanos e simios (DUARTE et al., 2013; MARRELLI et al., 2007, NEVES et
al., 2013; UENO; FORATINNI; KAKITANI, 2007). A Figura 3 representa o
esquema hipotético de transmissao da malaria simiana ao ser humano (vice-

versa) em regioes de Mata Atlantica.
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Figura 3 - Esquema hipotético de interacao entre a malaria humana e simiana. O
vetor (An. cruzi) apresenta dispersao vertical, ou seja, realiza o repasto
sanguineo tanto préximo a copa das arvores quanto ao nivel do solo,
possibilitando contato com ambos os tipos de parasitos e hospedeiros.
Fonte: Pina-Costa et al., 2014.

1.4 Malaria simiana no Novo Mundo

Os mecanismos de mudanca e adaptacao dos plasmoédios de primatas
nao-humanos para humanos ou vice-versa, ainda nao sao bem conhecidos.
Entretanto, ao longo dos anos, ja se comprovou que diversas espécies de
Plasmodium de primatas ndo-humanos podem infectar experimentalmente (P.
schwetzi, P. rodhaini, P. inui, P. cynomolgy, P. brasilianum e P. simium) ou
naturalmente o ser humano (P. cynomolgy, P. knowlesi e P. simium).
(COATNEY; COLLINS; CONTACOS, 1971).

Nas Américas, diversos estudos com primatas neotropicais e humanos
coexistindo em areas de florestas tém sugerido a importancia destes como
reservatorio da malaria humana (ARRUDA et al., 1989; CURADO et al., 1997;
VOLNEY et al., 2002). Neste continente, duas espécies causadoras de malaria
simiana sao conhecidas, P. brasilianum e P. simium (DEANE et al., 1992).

Ambos os parasitos foram diagnosticados pela primeira vez em territorio
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brasileiro, P. brasilianum descrito em macacos da Amazoénia (Cacajao calvus),
enquanto que P. simium foi identificado pelo pesquisador Flavio da Fonseca
em 1951, quando examinava primatas nao-humanos da floresta de Itapecirica
da Serra (SP), Brasil (DEANE, 1992).

Infeccoes por Plasmodium em macacos no Brasil foram estudadas entre
1930 e 1990 por Deane, que examinou mais de 4.000 primatas nao-humanos
espalhados pelos estados brasileiros, mostrando que 14,3% (6395)
apresentaram infeccoes malaricas. Esses casos estavam distribuidos de
maneira heterogénica no territoério nacional, 35,6% concentraram-se na regiao
sudeste e 17,9% na regiao sul. Além disso, Deane sugeriu que a taxa de
infeccao por P. brasilianum (73,9%) foi maior quando comparada a P. simium
(17,7%), uma vez que, a Unica espécie descrita na regido amazonica foi o P.
brasilianum, enquanto que na regido sul e sudeste, ambas as espécies foram
catalogadas, P. brasilianum (46,3%) e P. simium (37,5%) (DEANE, 1992).

Nos dias atuais, P. brasilianum esta distribuido pelas Américas, Central
e Sul (CHINCHILLA et al., 2006; DEANE, 1964; FAUNDER et al., 2000) e
identificados em varias espécies de primatas neotropicais (Familia Cebidae,
exceto Aotus e raramente exemplares de Saguinus midas niger — Callithricinae
(PERELMAN et al., 2011), enquanto que P. simium encontra-se restrito a Mata
Atlantica na regiao Sul e Sudeste do Brasil, sendo relatado nos estados do
Espirito Santo, Sdo Paulo, Santa Cataria e Rio Grande do Sul, infectando
macacos Alouatta fusca, Alouatta caraya, Brachyteles arachnoides (DEANE et
al., 1968; DEANE et al.,, 1992) e macacos da subfamilia Cebidae,
diagnosticado pela primeira vez no Rio de Janeiro (DE ALVARENGA et al.,
2015).

Com o avanco dos estudos moleculares e imunologicos, pesquisadores
tém sugerido que P. brasilianum e P. simium apresentam caracteristicas
morfologicas, genéticas e imunologicas semelhantes ao P. malariae e P. vivax,
respectivamente (DEANE et al., 1992; DUARTE el al., 2006; LECLERC et al.,
2004).

Existem evidéncias de que, as regioes nao repetitivas do gene que
codifica a proteina circumsporozoita (CSP) de P. malariae e P. vivax sejam

indistinguiveis de P. brasilianum e P. simium, respectivamente. Varios estudos
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foram publicados relacionando P. simium/P. vivax. Goldman e colaboradores
(1993) sequenciaram nove clones, com fragmentos de aproximadamente 1,2
Kb, do gene que codifica a proteina CSP de P. simium e afirmaram que a
sequéncia repetitiva da proteina era idéntica a de P. vivax, sugerindo que P.
simium poderia ser descendente de um ancestral comum a P. vivax. Além
disso, Escalante e colaboradores (1995, 2005) ao estudar a mesma proteina
de superficie (CSP), também demonstraram a identidade genética existente
entre P. vivax e P. simium. O grupo sugere que os hospedeiros simianos podem
ser reservatorios de plasmodios humanos, ja que as similaridades entre ambos
sao fortes indicativos da ocorréncia de especiacdo, ou seja, uma mesma
espécie de plasmodio, ao longo do tempo, poderia ter se adaptado ao
hospedeiro humano e simianos. Além disso, Escalante e colaboradores (2005)
sugerem que a transmissao de plasmoédios entre humanos e macacos do Novo

Mundo ocorreu recentemente na escala evolutiva.

1.5 Historia evolutiva e rota migratoria de P. vivax e P. falciparum

Estudar a historia evolutiva das espécies de Plasmodium € fundamental
para entender a variacdo genética dos parasitos, avaliar a distribuicao
geografica dos genes que codificam antigenos candidatos a vacina e identificar
genes associados a resisténcia aos medicamentos. Além disso, tais
informacoes sao essenciais para implementar métodos moleculares, para
detectar casos de malaria importada e verificar a eficacia no controle de
malaria local (CARLTON et al., 2008; JOY et al., 2008; RODRIGUES et al.,
2014). Independente da sua importancia clinica, a historia evolutiva e os
eventos que levam a uma ampla distribuicao geograficas destes parasitos,

ainda permanecem desconhecidos.

1.5.1 Origem de P. falciparum e a chegada no continente americano

Até meados de 2010, considerava-se que P. falciparum teria sua origem
em um ancestral comum a P. reichenowi, um parasito do chimpanzé africano.

Estas espécies divergiram ha cerca de 5-7 milhdes de anos, coincidindo com
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a separacao de seus respectivos hospedeiros (seres humanos e chimpanzés)
(ESCALANTE; AYALA, 1994; RICH et al., 1998).

Entretanto, estudos publicados nos ultimos cinco anos mostraram a
existéncia de plasmodios geneticamente semelhantes a P. falciparum (mas
muito diversos entre eles) em chimpanzés (Pan troglodytes), gorilas ocidentais
(Gorilla gorilla) e bonobos (Pan piniscus), sugerindo que os isolados de P.
falciparum que hoje infectam seres humanos podem ter sido objeto de um ou
mais episodios relativamente recentes de transmissao lateral (RICH et al.,
2009). Uma critica a essa interpretacao vem do fato de que a maioria desses
isolados foi obtida de animais mantidos em cativeiro, potencialmente expostos
a parasitos de origem humana. Torna-se assim dificil, com base nesse tipo
amostral, definir a direcdo da transferéncia lateral.

O debate tornou-se mais conclusivo com a publicacao de novas
sequéncias parciais do genoma mitocondrial de plasmoédios de primatas nao-
humanos silvestres, coletados a partir de amostras de fezes de chimpanzés,
gorilas e bonobos (selvagens e domésticos) na Africa Ocidental (LIU et al.,
2010). Esse novo estudo mostrou que nenhuma sequéncia de DNA obtida de
chimpanzés (e poucas sequéncias de bonobos) agrupava-se entre as
sequéncias de P. falciparum de origem humana, embora algumas das
sequéncias de parasitas de chimpanzés fossem relacionadas as de P.
reichenowi (LOY et al., 2017). Entretanto, diversas sequéncias obtidas de
gorilas agrupavam-se entre as sequéncias de P. falciparum humano, formando
uma linhagem monofilética na analise filogenética. Estes resultados sugerem
que sequéncias humanas existentes evoluiram a partir de um unico evento de
transmissao de parasitas de gorilas para humanos. Além disso, a analise
filogenética mostrou algumas sequéncias obtidas de parasitos de bonobos
(todos em contato proximo com seres humanos) estavam agrupadas entre as
de P. falciparum. No entanto, os parasitos de bonobos apresentavam mutacoes
no gene que codifica a enzima dehidrofolato-redutase/timidilato-sintase (dhfr-
ts), que confere resisténcia aos antimalaricos (anti-folatos), sugerindo que os
bonobos foram infectados com parasitas humanos enquanto alojados em area

urbana.
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A origem africana de P. falciparum parece provavel (KRIEF et al., 2010;
SNOW et al., 2005), mas as rotas e o tempo de dispersao destes patogenos
para fora da Africa e outras partes do mundo colonizado permanecem
controversos (HARTL, 2004).

Ha hipotese sugerindo que a propagacao de P. falciparum ocorreu com
os seres humanos, populacdes de Homo sapiens, que migraram da Africa para
Asia ha cerca de 60 mil anos atras em associacdo com o surgimento de
sociedades agricolas e o aumento da transmissdao de mosquito (HUME;
LYONS; DAY, 2003), seguindo para o Oriente Médio, Europa, Ilhas do Pacifico
e finalmente para as Américas (HUGHES; VERRA, 2010; TANABE et al., 2010).

Outra hipotese sugere que a expansao de P. falciparum para as Américas
pode ter ocorrido através da migracao de europeus e do comércio
transatlantico de escravos. O DNA mitocondrial mostrou uma clara ligacao
entre haplotipos africanos e sul-americanos (JOY et al., 2003), consistente
com a introducao recente dos patogenos através do comércio de escravos.

Estudo baseado em marcadores microssatélites mostrou que a
populacado de P. falciparum nas Ameéricas esta dividida em duas
“subpopulacoes”, um aglomerado genético ao norte compreendendo a
populacdao da Colombia e outro aglomerado ao sul, com predominio de
amostras do Brasil, Bolivia e Guiana Francesa (YALCINDAG et al., 2011).
Alguns pesquisadores sugerem que o P. falciparum foi introduzido nas
Ameéricas multiplas vezes, o que explicaria a heterogeneidade observada entre
amostras ao norte e ao sul (ANDERSON et al., 2000; DE CASTRO; SINGER,
2005; NEAFSEY et al., 2008). Esta hipotese € fundamental para compreender
a origem dos eventos independentes de introducdo P. falciparum nas
Ameéricas, ja que durante os séculos XVI e XIX a América do Sul e América
Central foram amplamente divididas em dois impérios, o império espanhol que
incluida grande parte do Caribe, América Central, Venezuela, Argentina e
Chile; e o império portugués, restrito a costa leste, desde o norte do Rio

Amazonas ao sul do atual Brasil (Figura 4).
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Figura 4 - Principais rotas do trafico transatlantico de escravos e grandes impérios
europeus entre os séculos 16 e 19 na América do Sul. Fonte: Yalcindag
et al.,, 2011.
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1.5.2 Origem de P. vivax e a chegada no continente americano

Estudos publicados nos ultimos dez anos tém questionado a origem
africana P. vivax, sugerindo que a populacdo de P. vivax representada
atualmente na Asia é resultado de bottleneck, ou seja, uma linhagem que
migrou para o continente asiatico antes da disseminacao fenotipo Duffy
negativo na Africa (LIU et al., 2014; LOY et al., 2017).

A auséncia do antigeno Duffy na superficie dos eritrocitos, € um evento
marcante que ocorreu na populacdo humana da Africa Central e Ocidental
(CULLETON; CARTER, 2012). Nessas regidoes ocorreu a fixacao de um
polimorfismo humano, uma mutacao na regiao promotora do gene que abole
a expressao do grupo sanguineo Duffy em hemacias, gerando o fenétipo Duffy-
negativo. Conhecida como antigeno Duffy/receptor de quimiocinas (DARC),
essa molécula é utilizada pelos merozoitos de P. vivax para invadir as
hemacias (especialmente os reticulécitos). A auséncia de DARC na superficie
de eritrocitos confere protecdo contra a malaria vivax (CULLETON; CARTER,
2012; LIVINGSTONE et al., 1984). A interacao Duffy-vivax sugere que P. vivax
poderia ter estado em contato com a populacdao humana africana por longo
tempo, permitindo a selecao desta mutacdo, apoiando a hipotese de uma

origem africana de P. vivax.
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Recentemente, parasitos semelhantes a P. vivax foram identificados em
macacos africanos (LIU et al., 2014). A triagem foi realizada em mais de 5 mil
amostras provenientes de comunidades de macacos silvestres de toda a Africa
Central. Neste estudo foram encontrados gorilas ocidentais (G. gorila) e
orientais (G. beringei) e chimpanzés (P. troglodytes), mas nao bonobos (P.
paniscus), com parasitos semelhantes a P. vivax, e além disso, as taxas de
infeccao em macacos selvagens foram semelhantes aos de populacoes
humanas.

Analisando mais de 2.600 sequéncias do genoma mitocondrial, também
foi possivel mostrar que os parasitas de macacos apresentam uma maior
diversidade genética quando comparados com os parasitos humanos. As
sequéncias de genes nucleares (Idh) sugeriram que as estirpes de P. vivax na
analise filogenética, estavam agrupados em uma linhagem monofilética junto
com as sequéncias de parasitos de macacos. Consequentemente, estes
resultados indicam que P. vivax surgiu de uma espécie de plasmodio que
infecta os chimpanzés e gorilas selvagens e que todos os parasitos de P. vivax
existentes evoluiram a partir de um Uunico ancestral que se espalhou para fora
da Africa (LIU et al., 2014). Além disso, os clones de P. vivax encontrados
atualmente em Madagascar e partes da Africa sdo provavelmente resultados
de uma reintroducado destes parasitos provenientes da Asia (CULLETON;
CARTER, 2012; LOY et al., 2017).

A rota de dispersao e a data da chegada de P. vivax nas Américas ainda
permanecem desconhecidas. Alguns autores sugerem que a malaria vivax nas
Ameéricas foi introduzida recentemente, a partir da colonizacdo do continente
pelos europeus e através do comércio transatlantico de escravos africanos.

Outra possivel via de introducao de P. vivax nas Américas pode ter
ocorrido antes da era colonial com a populacao humana migrante do Sudeste
Asiatico. A migracao de povos asiaticos ocorreu via Estreito de Bering
ocupando o territorio do norte ao sul da América, onde a malaria poderia ter
sido introduzida a macacos neotropicais. Concorda com esta hipotese o fato
de parasitos que infectam macacos neotropicais junto ao Atlantico serem
geneticamente idénticos aos que causam malaria humana, como possivel

consequéncia de transferéncia lateral de seres humanos aos macacos.
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Existem evidéncias de que o parasito vivax-simile da malaria de macacos sul-
americanos, P. simium, € geneticamente e morfologicamente indistinguivel de
P. vivax (ESCALANTE et al., 1995; McCUTCHAN et al., 1996). Porém, é
improvavel que P. vivax consiga completar o seu ciclo de vida em mosquitos
anofelinos cuja temperatura corporal é inferior a 15 °C. Por essa razao, Carter
(2003) sugeriu que P. vivax atingiu as Américas através do oceano, em
populacdes que cruzaram o Oceano Pacifico. A passagem pelo mar teria de ter
sido concluida durante uma unica infeccao por P. vivax, ou seja,
provavelmente dentro de um ou dois anos, permitindo as infeccoes por
recaidas de hipnozoitos.

Outra hipotese sugerida € que P. vivax poderia ter sido introduzido nas
Américas no século XIX, a partir da migracao de chineses aos arredores do
Rio de Janeiro, para trabalhar na agricultura, no cultivo do cha como um bem
exotico. Em 1814, Dom Jodo trouxe aproximadamente 200 chineses para o
Rio de Janeiro para receber instrucoes sobre o preparo e cultivo do cha no
Jardim Botanico Real (CORMIER, 2010). Ao longo de um século, cerca de 3000
trabalhadores de Macau, uma coloénia portuguesa no sul da China, foram
trazidos para trabalhar no Rio de Janeiro (CORMIER, 2010). A origem chinesa
da malaria Neotropical poderia ter sido um cenario alternativo viavel para
explicar grande parte dos dados relacionados com a malaria vivax em
humanos e macacos. Este € um cenario muito mais simples, onde a malaria
foi trazida diretamente do sul da China no final da era colonial, em vez de ter
tido a necessidade de atravessar o Oceano Pacifico em embarcacoes
primitivas.

Assim, até o presente momento nao ha suporte cientifico para nenhuma
hipotese da chegada dos plasmoédios nas Américas, mas os dados genéticos
sugerem que este continente foi provavelmente colonizado pelo parasito em
momentos diferentes, explicando a divisao populacional existente dentro do

continente (TAYLOR et al., 2013).
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1.6 O genoma mitocondrial de Plasmodium

Os marcadores genéticos sao ferramentas modernas e tém sido
frequentemente utilizados em estudos de diversidade, estimativas de migracao
e dispersao nas populacoes, estrutura genética populacional, resisténcia a
medicamentos, erradicacao de doencas, entre outros. Nos ultimos anos, a
analise do genoma nuclear de P. falciparum (14 cromossomos com 23 Mbp e
19,1%CQG), baseado em polimorfismos de base tunica (SNPs), foi utilizado para
identificar loci candidatos a resisténcia de artemisinina, além de tracar a rota
de migracao de parasitos resistentes aos medicamentos. No entanto, os
barcoding baseados em SNPs nucleares sao limitados pela falta de
especificidade geografica e frequente recombinacao genética. Para superar
estas limitacoes, os genomas extra-nucleares, tais como, genoma mitocondrial
e apicoplasto vem sendo cada vez mais explorados (PRESTON et al., 2014).

O apicoplasto € um plasmideo nao fotossintético presente na maioria
dos Apicomplexa, incluindo todas as espécies de Plasmodium, plantas e algas
vermelhas (LIM; McFADDEN, 2010; WILSON et al., 1996). Embora o
apicoplasto tenha perdido qualquer capacidade fotossintética, esta organela é
essencial para vias metaboélicas e biossintéticas, além de ser um alvo atraente
para antimalaricos (McFADDEN, 2011). O genoma € circular, com 35 mil pares
de base (35 kb, 30 genes e 13,1% GC), apresenta heranca uniparental
(materna) e DNA conservado, o que o torna uma importante ferramenta para
escrever historias evolutivas (CREASEY et al., 1994).

O DNA mitocondrial (mtDNA) € o material genético encontrado no
interior das mitocondrias, organelas produtoras de energia presentes no
citoplasma das células. Em animais, na grande maioria dos casos, €
constituido por uma molécula de DNA circular, com conteudo genético
conservado e estrutura génica simples (nado possui regides repetitivas,
transposons, introns ou pseudogenes) (WILSON et al., 1985).

Em Plasmodium, o genoma mitocondrial € circular, relativamente
pequeno quando comparado com ao DNA nuclear (aproximadamente 6 kb e
31,6% GC, 23 Mbp respectivamente), esta presente em maultiplas copias na

célula (=20 copias em P. falciparum), apresenta heranca materna e nao sofre
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recombinacao (genoma haploide), além de possuir trés genes codificantes:
citocromo c oxidase subunidade I (COXI); citocromo c oxidase subunidade III
(COXIII); e citocromo b (CYTB) (PRESTON et al., 2014; WILSON; WILLIAMSON,
1997) (Figura 5). Essas caracteristicas fazem do DNA mitocondrial uma fonte
rica em informacoes para estudos filogenéticos, distribuicao geografica de

linhagens, com énfase em fatores historicos (Pena, 2000).

Figura 5 - Organizacao do genoma mitocondrial de Plasmodium (~» 6kb) Genes que
codificam proteinas mitocondriais (COXI, COXIII, CYTB). A direcao da
seta indica a direcdo da transcricdo. A) representa o genoma de P.
falciparum (representado de forma circular) e B) representa o genoma de
P. vivax (representado de forma linear). Fonte: Sharma et al., (1998);
Sundararaman et al., (2013).
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Nos ultimos anos, diversos estudos baseados no genoma mitocondrial
de Plasmodium vem sendo publicados com o intuito de investigar o continente
de origem, a diversidade genética existente e a rota de dispersao destes
parasitos (principalmente P. vivax e P. falciparum). A analise do mtDNA
completo de P. vivax, provenientes de estudos independentes (CULLETON et
al., 2011; JONGWUTIWES et al., 2005; MU et al., 2005; TAYLOR et al., 2013)
sugere que o Sudeste Asiatico € a regiao em que os parasitos apresentam a

maior diversidade genética, enquanto que a menor diversidade foi encontrada
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entre os isolados do continente americano, sugerindo que as Américas foram
os locais mais recentemente colonizado por P. vivax (CULLETON et al., 2011;
TAYLOR et al., 2013). Em relacao a P. falciparum, a diversidade genética mais
elevada foi encontrada na Africa e além disto, o genoma mitocondrial sugere
que este continente seja o local de origem da espécie e que P. falciparum se
espalhou para o resto do mundo através da migracdao humana (JOY et al.,

2013; TANABE et al., 2010).



2 OBJETIVOS
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O objetivo geral deste projeto € inferir as vias e as datas de introducao
de P. vivax e P. falciparum nas Américas, com base na analise do genoma
mitocondrial completo de parasitos coletados em todas as regidoes em que estas
espécies estao presentes no mundo. Com isso os objetivos especificos sao:

1. Analisar a diversidade genética e a estrutura populacional de P. vivax
e P. falciparum nas Ameéricas, por meio do sequenciamento do genoma
mitocondrial completo.

2. Avaliar os padroes de agrupamento e diferenciacao geografica dos
genomas mitocondriais de isolados de P. vivax e P. falciparum provenientes de
todas as regides endémicas para essas espécies, para comparar as vias de
introducao dessas espécies nas Ameéricas.

3. Inferir a origem geografica de P. vivax e P. falciparum, combinando os
dados deste estudo com os dados presentes na literatura.

4. Analisar a existéncia da relacao genética entre isolados de P. simium
e P. vivax, coletados em macacos neotropicais e humanos, respectivamente, e
inferir a possivel transmissao lateral, ou seja, inferir se seres humanos
adquiriram P. vivax de macacos do Novo Mundo ou se esses macacos se

infectaram a partir do convivio em simpatria com seres humanos.



3 Material e Métodos
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3.1 Aspecto éticos

Os protocolos de pesquisa desta tese de doutorado foram analisados e
aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo com Seres Humanos
do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da Universidade de Sao Paulo (USP)
(parecer 1102/CEP em 05/03/2013).

3.2 Amostras de DNA

O DNA das amostras de P. vivax, P. simium e P. falciparum utilizadas
neste estudo, foi isolado a partir de 200 pl de sangue venoso utilizando
QIAamp DNA Mini Kit (Hilden, Alemanha), sendo a extracao automatizada pelo
equipamento QIAcube (Qiagen).

O diagnostico de malaria foi realizado por PCR em tempo real que tem
como alvo o gene que codifica a subunidade menor (18S) do RNA ribossémico
(rRNA) para diagnostico e quantificacao de parasitemias de P. simium, P. vivax
e P. falciparum. Cada reacao de 20 pl contém 2 pl de DNA,10 pl de 2 x Maxima
SYBR Green qPCR master mixture (Fermentas, Vilnius, Lituania) e 0,5 uM de
cada primer. Foi utilizado o primer género-especifico P1 (ACG ATC AGA TAC
CGT CGT AAT CTT), combinado com o oligonucleotideos iniciadores (primers)
espécie-especificos, V1 (CAA AAT AAA AAG TCT CGA CTC AGA GAA A) ou F2
(TCT CAA AAA AGT CAC CTC GAA AGA TG), sendo V1 para diagnosticar P.
vivax e P. simium e F2 para diagnosticar P. falciparum. Estes primers
permitiram a amplificacao de um fragmento espécie-especifico de 100 pares
de bases (pb) do gene 18S rRNA (KIMURA et al., 1997). As curvas padrao foram
preparadas com as diluicoes em série de dez vezes da sequéncia alvo. A PCR
foi realizada em um termociclador StepOnePlus (Apllied) com as seguintes
condicoes de clivagem: desnaturacao a 95 °C por 10 min, 40 ciclos de 15
segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C. A Tabela 1 apresenta os isolados, a
localidade e o numero de amostras que foram amplificadas e sequenciadas

neste estudo.
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3.2.1 Amostras de P. simium

As amostras de P. simium foram coletadas de macacos dos géneros
Alouatta (bugios) e Callicebus (Saua) obtidas por meio de trabalho em
colaboracdo com o Departamento de Parques e Areas Verdes, pertencente a
Prefeitura Municipal de Sao Paulo (DEPAVE/SP). Os animais foram
resgatados em diversas zonas da regiao metropolitana de Sao Paulo (areas ao
sul e norte). Além destas amostras, outras duas foram coletadas em diferentes
estados brasileiros, a uma no Rio Grande do Sul (municipio de Viamao) e a
outra foi coletada em Santa Catarina (Indaial). Esta ultima foi cedida
gentilmente pela Cristiana Brito, pesquisadora da Fiocruz, Minas Gerais,
Brasil (Tabela 1). A Figura 6 representa a localizacao geografica dos isolados

de P. simium, P. vivax e P. falciparum sequenciados neste estudo.

3.2.2 Montagem de genomas mitocondriais de P. falciparum a partir de “short
reads”

Foram incluidas no banco de dados 812 sequéncias disponiveis no ENA
(nimeros de acesso: ERS010434-ERS010659; ERS041968-ERS041991) com
o genoma completo de P. falciparum. O genoma mitocondrial foi montado, com
auxilio de programas escritos por nés para automatizacado, de acordo com os
seguintes passos: leituras mitocondriais presentes no conjunto de
sequenciamento completo foram identificadas por similaridade usando o
programa  BLASTN (https:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) contra
sequéncia de referéncia de P. falciparum 3D7 (ntimero de acesso AY282930),
com um limite minimo de similaridade de 80%. As sequéncias resultantes
foram entao recuperadas do banco completo com o programa cdbyank
(http:/ /compbio.dfci.harvard.edu/tgi/software/). Um filtro de qualidade foi
aplicado pelo programa fastq _quality filter do pacote FastX-Toolkit
(http:/ /hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/index.html), com valor de
qualidade de no minimo 15 em todas as bases de cada leitura. A cobertura
muito alta de sequenciamento pode levar a problemas de montagem, entao,
selecionamos aleatoriamente uma quantidade de leituras suficiente para ter

cobertura de cerca de 200 X, que em nossa experiéncia tem sido suficiente
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para montar completamente o genoma mitocondrial de Plasmodium. O
conjunto de leituras mitocondriais selecionadas foi finalmente montado
utilizando-se o programa Newbler (Roche, se as leituras tiverem pelo menos
50 bases de comprimento) ou o Velvet (se tiverem menos que 50 bases de
comprimento, ZERBINO; BIRNEY, 2008), uma vez que o Newbler nao trabalha
com leituras menores que 50 bases.

A analise de recombinacao foi realizada com todas as sequéncias do
genoma mitocondrial completo (aproximadamente 6 kb) capturadas do banco
de dados ENA. Os eventos de recombinacao foram analisados com diferentes
meétodos disponiveis no programa RDP3 (MARTIN et al., 2010). Os algoritmos
analisados foram RDP, Chimaera, Maxchi, GENECONV, BootScan e SiScan
para a busca e foi adotado o critério de que apenas eventos de recombinacao
detectados por mais de dois desses algoritmos fossem mostrados. Nas opcoes

dos programas, todos os parametros utilizados foram o padrao default.
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3.3 Amplificacao e sequenciamento do genoma mitocondrial completo
de Plasmodium

Os estudos de diversidade em P. vivax e P. simium estao restritos pela
disponibilidade de DNA genomico destes parasitos devido as baixas
parasitemias e a dificuldade da cultura continua in vitro. Para contornar este
obstaculo, foi utilizada estratégia de pré-amplificacao genomica conhecida
como WGA (do inglés Whole-Genome Amplification). A pré-amplificacao
genodmica foi realizada a partir de 1 ul de DNA genomico com a tecnologia de
amplificacao por deslocamento multiplo (multiple displacement amplification),
empregando-se mini-kits Illustra GenomiPhi V2 DNA Amplification Kit
(GE Technology). O produto de amplificacao resultante (25 pl) foi utilizado
como DNA molde para o diagnostico por PCR em tempo real, bem como para
a PCR convencional e sequenciamento.

O genoma mitocondrial completo (aproximadamente 6 kb) de P. vivax,
P. simium e P. falciparum foram amplificados com a enzima PrimeSTAR HS
DNA Polymerase (Takara, Japao). A Tabela 2 relaciona um conjunto de
iniciadores (primers) para amplificar e sequenciar o genoma mitocondrial
completo. As amostras de P. simium foram sequenciadas com os conjuntos de
primers de P. vivax e P. simium (Tabela 2), para obter a cobertura completa do
genoma mitocndrial. Todas as reacoes de amplificacdo tiveram um volume
final de 100 pl, compreendendo: 0,3 uM de cada primer (anterior e reverso),
2,5 U/ul de PrimeSTAR DNA, 10 ul de tampao PrimerSTAR 5x, 2,5 mM de
cada dANTP, 6 ul de amostra de DNA pré-amplificada. A reacao foi realizada em
termociclador GeneAmp PCR 9700 (Applied Biosystems, EUA) com o seguinte
programa: desnaturacao inicial de 94 °C por 1 minuto; 30 ciclos de
desnaturacao a 98 °C por 10 segundos, seguido por anelamento das fitas de
DNA a 55 °C por 5 segundos; e extensao de 72 °C por 2 minuto. A etapa final
da extensdo durou 10 minutos a 72 °C. A amplificacdo do fragmento de
interesse foi confirmada por eletroforese em gel de agarose a 1,5%.

Os fragmentos amplificados do DNA mitocondrial foram purificados com
o kit illustra GFX PCR and Gel band purification (GE Technology) seguindo as

instrucoes do fabricante e o produto final foi eluido em 60 pul de agua
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ultrapura. A concentracao de DNA foi quantificada no espectrofotometro

NanoDrop (ND-1000).

Tabela 2 - Oligonucleotideos utilizados para a amplificacao e sequenciamento do
genoma mitocondrial de P. vivax, P. simium e P. falciparum.

P. vivax - amplificacao e sequenciamento

Primer Sequéncia (5' - 3) Tamanho
Pv mtDNAlamp F:5'-CGCTGACTTCCTGGCTAC-3' 2911pb
R:5'-GTCAGGCGTTAAAAGCGTTC-3'

Pv mtDNA2amp F:5'-TTGTACACACCGCTCGTCAC-3' 3497pb
R:5'-CCGAACCTTGGACTCTTGAA-3'

Pv mtDNAlseq F:5’ACGCTGACTTCCTGGCTAAA-3" 540pb
R:5"GGATGAAACCTTCCTGATCG-3"

Pv mtDNA2seq  F:5CACGAGTCGATCAGGAAGGT-3" 536pb
R:5"GTGTTGGCTGGGCATTAGTC-3"

Pv mtDNA3seq F:5GACTAATGCCCAGCCAACAC-3° 566pb
R:5"GCTATCAAATGGCGAGAAGG-3~

Pv mtDNA4seq  F:5 CCTTCTCGCCATTTGATAGC-3" 524pb
R:5"GCATCATGTATGACAGCATGTTT-3"

Pv mtDNASseq  F:5 TGCTGTCATACATGATGCACTT-3" 554pb
R:5"CAAGGCAACAATACACGCTAA-3"

Pv mtDNA6seq  F:5’AGCGTGTATTGTTGCCTTGT-3" 303pb
R:5'CATCCATGTCAGGCGTTAAA-3"

Pv mtDNA7seq  F:5TTGTACACACCGCTCGTCAC-3° 495pb
R:5'AACTACCAAATAAAAATGAAAACCA-3’

Pv mtDNA8seq  F:5 CAAATTGCAATCATAAAACTTTAGGTC-3"~ 460pb
R:5"CTAGCAATACCAGATACTAAAAGACCA-3’

Pv mtDNA9seq  F:5 TCATTGTTGGTCTTTTAGTATCTGG-3" 530pb
R:5"CCAATTAAATATTTTTGTTCCAGTAGG-3"

Pv mtDNA10seq F:5 CCTACTGGAACAAAAATATTTAATTGG-3~ 557pb
R:5'TTTAATGGGCATGGGTAATTT-3"

Pv mtDNA1lseq F:5 AAATTACCCATGCCCATTAAA-3" 562pb
R:5"CCCTAAAGGATTTGTGCTACC-3"

Pv mtDNA12seq F:5TGGTAGCACAAATCCTTTAGGG-3~ 548pb
R:5"AAATGTTTGCTTGGGAGCTG-3~

Pv mtDNA13seq F:5’ACAGCTCCCAAGCAAACATT-3" 539pb
R:5"GACCGAACCTTGGACTCTTG-3~

P. simium - amplificacao e sequenciamento

Primer Sequéncia (5'- 3') Tamanho

Amp1Ps F:5'-TCCACACTTCAATTCGTACTTCC-3" 1147pb
R:5'-GCAAACACTAGCGGTGGAAT-3"

Nestl_1Ps F:5'-ACCAAAATATAATCTCCTGTTCTAATG-3~ 533pb
R:5'-CAAGTCACTGATAATTCCGATGA-3"

Nestl_2Ps F:5'-CGGGCAGATGTCAGTAACTTG-3" 635pb
R:5'-TTGTTTCATTCGATAGTAAACGCTAT-3"

Amp2Ps F:5'-GCTCACGCATCGCTTCTAAC-3" 1287pb
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Tabela 2 — Continuacao da pagina anterior.

P. simium - amplificacao e sequenciamento

Primer Sequéncia (5'- 3') Tamanho
R:5'-GATGAGACGACATGGAGGTG-3"

Nest2_1Ps F:5'-TGGAACCTTGTTCAAGTTCAAAT-3" 665pb
R:5'-TGCATCACTTCAAACAACTGAA-3"

Nest2_2Ps F:5'-CCTGTAACACAATAAAATAATGTACCA-3~ 602pb
R:5'-CCCGGCGAACCTTCTTAC-3"

Amp3Ps F:5'-GCCGGGGATAACAGGTTATAGT-3" 1221pb
R:5'-TCTCCAGCAAATGTAGGATCAA-3"

Nest3_1Ps F:5'-GCCGGGGATAACAGGTTATAGT-3" 588pb
R:5'-CCTAAAGTTTTATGATTGCAATTTGT-3"

Nest3_2Ps F:5'-CAAATTGCAATCATAAAACTTTAGGTC-3" 623pb
R:5'-TGATAATAACATTAAAACACCACCTG-3’

Amp4Ps F:5'-TGCATCTAAGATCTAAAGGTTTAACA-3~ 1326pb
R:5'-TTTGTCCCCAAGGTAAAACG-3’

Nest4_1Ps F:5'-TGTTTTAACAGGTGGTGTTTTAATG-3" 627pb
R:5'-GAATTTTCACGTAAATGTTTACCAA-3°

Nest4_2Ps F:5'-AGGTGCAATTATTGGATTGTTTA-3" 674pb
R:5'-AAGGTAAAACGTAACCTATAAAAGCTG-3°

AmpSPs F:5'-TGCTACAGGTGCATCTCTTGTATT-3" 1636pb
R:5'-CAAAATGGCTGCTGGAAGTA-3"

Nest5_1Ps F:5'-CGTTTTACCTTGGGGACAAA-3° 708pb
R:5'-TGAACAAGTGCAAATAATCCAC-3°

Nest5_2Ps F:5'-TTGGATGTCAGTTACCACAAGA-3° 765pb

R:5'-ACGCGAAAAACCCTAGAACA-3°

P. falciparum - amplificacdo e sequenciamento

Primer Sequéncia (5'- 3') Tamanho

PfmtDNAlamp  F:5'-CGGGCAGATGTCAGTAACTT-3' 2001pb
R:5'-AGGGCTTAAACCAACAACAT-3'

PfmtDNA2amp  F:5'-AGAACTCCAGGCGTTAACGT-3' 2013pb
R:5'-CACCTACCACTCCATAATTCTC-3'

PfmtDNA3amp  F:5'-CAGGTGTATTTTTAGCAAGTCG-3' 2268pb
R:5'-GGCGCTTCCATTTATAAGAA-3'

PfmtDNA1lseq F:5'-CGGGCAGATGTCAGTAACTT-3' 505pb
R:5'-TGAGCTGGGTTAAGAACGTC-3'

PfmtDNA2seq F:5'-CAAACTGCCTCAAGACGTTC-3' 490pb
R:5'-TTGGCATTTTGTTGAAATAGTC-3'

PfmtDNA3seq F:5-TTTGGCATTTTGTTGAAATAGTC-3' 495pb

R:5'-TTATTCTTTACATATTTTTGGGGTAT-3'

PfmtDNA4seq F:5'-CAGAATAAAAACTTTCTCGAATAGAA-3' S16pb
R:5'-AGGGCTTAAACCAACAACAT-3'

PfmtDNASseq F:5'-AGAACTCCAGGCGTTAACCT-3' 510pb
R:5'-CATTTTCTTGTGCAATTATTCTT-3'

PfmtDNA6seq F:5'-ACGTACTGAATTATATTCTTCATCTTT-3' 496pb
R:5'-TGTTAGCAATAACATTCCTGATG-3'

PfmtDNA7seq F:5'-TTATTGCTAACACTACCGGTTT-3' 512pb
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Tabela 2 — Continuacao da pagina anterior.

P. falciparum - amplificacdo e sequenciamento

Primer Sequéncia (5'- 3') Tamanho
R:5'-ACATCAATGGCAGCATTACC-3'

PfmtDNAS8seq F:5'-GGTAATGCTGCCATTGATGT-3' 530pb
R:5'-TGCATATGAAACATCTGGTG-3'

PfmtDNA9seq F:5'-CAGGTGTATTTTTAGCAAGTCG-3' 479pb
R:5'-CCCTAAAGGATTTGTGCTACC-3'

PfmtDNA10seq F:5'-TTCTTACATTTACATGGTAGCACAA-3' 450pb
R:5'-ATCTTGTGGTAATTGACATCCA-3'

PfmtDNAllseq F:5'-TTGGATGTCAATTACCACAAGA-3' 495pb
R:5'-GCATGCAATACCGAACATTT-3'

PfmtDNA12seq F:5'-GTATTGCATGCCTGGTGTTT-3' 482pb
R:5'-AAAAATGGCTGCTGGAAGTA-3'

PfmtDNA13seq F:5'-TTCTACTTCCAGCAGCCATT-3' 486pb

R:5'-ATGGAGCACTGGATTGGATA-3'

O sequenciamento foi realizado com aproximadamente 200 ng/ul do
produto de PCR purificado e para cada reacao utilizamos: 2 pl de Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit v. 3.1 (Applied Biosystems,
Foster City, CA), 3 ul de tampao Save Money (1 M Tris-HCI] pH 9,0, 50 mM
MgCl») e 5 uM de oligonucleotideo, além de agua ultrapura para completar um
volume final de 15 pl. Cada fragmento foi sequenciado em ambas as direcoes,
com os primers anterior e reverso correspondentes, em termociclador
GeneAmp PCR 9700 (Applied Biosystems, EUA). A reacao foi realizada nas
seguintes condicdes: desnaturacao inicial a 96 °C por 2 minutos, seguido de
35 ciclos com desnaturacdo a 96 °C por 40 segundos, anelamento a 50 °C por
30 segundos, extensao a 60 °C por 4 minutos.

O produto da reacdo de sequenciamento foi precipitado e levado ao
sequenciador capilar ABI3130 (Applied Biosystems). As sequéncias de
nucleotideos anterior e reverso foram obtidas dos cromatogramas por meio do
programa Sequence Scanner Software v1.0 (Applied Biosystems). Cada
fragmento foi sequenciado em ambas as direcoes e a sequéncia consenso foi
gerada com auxilio dos programas Phred, Phrap e Consed
(http:/ /www.phrap.org/phredphrapconsed.html) com cobertura minima de
duas leituras na plataforma Linux. Além disso, os cromatogramas foram

revisados manualmente com o programa SeqMan (DNASTAR). As sequéncias
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foram alinhadas e ajustadas manualmente no programa Mega v.6 (disponivel

em: http://www.megasoftware.net/).

3.4 Banco de dados com sequéncias adicionais de genoma mitocondrial
de Plasmodium depositados no GenBank

Para complementar a analise da estrutura geografica das populacoes de
P. vivax/ P.simium e P. falciparum, foi utilizado um banco de dados com todas

as sequéncias de genoma mitocondrial disponiveis na literatura.

3.4.1 Plasmodium vivax e P. simium

Atualmente estdo disponiveis no GenBank 822 sequéncias do genoma
mitocondrial completo de P. vivax e 1 sequéncia de P. simium (Tabela 3;
numeros de acesso: AY791517-AY791692, AY598035-AY598140, AB550270-
ABS550280, JN788737-JN788776, DQ396547-DQ396548, KC330370-
KC330678, JQ240429-JQ240331, KF668442-KF668430, KF668429-
KF668361).

3.4.2 Plasmodim falciparum

Até o presente momento estao disponiveis no GenBank 739 sequéncias
do genoma mitocondrial completo de P. falciparum (Tabela 3; numeros de
acesso: AY283018-AY282924; AB570434-AB570542; AB570544-AB570765,
AB570767-AB570951; KJ569502-KJ569459; AJ276845-AJ276847;
KT119847-KT119883). Além destas sequéncias, foram adicionadas no banco
de dados 812 sequéncias disponiveis no ENA (numeros de acesso:

ERS010434-ERS010659; ERS041968-ERS041991).
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Tabela 3 - Banco de dados com as sequéncias do genoma mitocondrial completo de

P. vivax e P. falciparum disponiveis atualmente na literatura.

Isolados Autores Origem n sequéncias
P.simium Mu et al. (20095) Ameérica do Sul 1
P. vivax Mu et al. (20095) Melanésia 69
Sul da Asia 25
China 22
Sudeste Asiatico 21
Ameérica do Sul 13
Africa 12
Ameérica Central 10
Oriente Médio 2
Coréia 1
P. vivax Jongwutiwes et al. (2005) Sudeste Asiatico 57
Ameérica do Sul 24
Sul da Asia 8
China 7
Melanésia 4
Ameérica Central 1
P. vivax Cox-Singh et al. (2008) Sudeste Asiatico 3
P. vivax Iwagami et al. (2010) Coréia 12
P. vivax Culleton et al. (2011) Africa 31
Oriente Médio 9
P. vivax Miao et al. (2012) China 65
Sudeste Asiatico 34
P. vivax Taylor et al. (2013) Ameérica do Sul 137
Sul da Asia 54
Sudeste Asiatico 44
Africa 41
Coréia 17
Oriente Médio 16
P. vivax Rodrigues et al. (2014) América Central 23
Sul da Asia 15
Ameérica do Sul 11
Africa 7
Melanésia 3
México 3
Oriente Médio 2
Coréia 1
Sudeste Asiatico 1
P. falciparum Conway et al. (2003) Sudeste Asiatico 2
Ameérica do Sul 1
P. falciparum Joy et al. (2003) Africa 30
Sudeste Asiatico 26
Ameérica do Sul 25
Melanésia 11
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Tabela 3 - Continuacao da pagina anterior.

Isolados Autores Origem n sequéncias
Ameérica Central 2
P. falciparum Mioto et al. (2013)* Africa 366
Sudeste Asiatico 350
P. falciparum Tanabe et al. (2013) Africa 110
Sudeste Asiatico 134
Ameérica do Sul 43
Melanésia 274
P. falciparum Mobegi et al. (2014)* Africa 96
P. falciparum Tyagi et al. (2014) Sul da Asia 44
P. falciparum Tyagi et al. (2015) Sul da Asia 37

*Genoma completo disponivel no ENA

3.5 Analise de dados

A analise de variancia (AMOVA) foi realizada com auxilio do programa
Arlequin versao 3.5 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010) com o objetivo de avaliar a
estrutura genética das supostas populacoes e examinar os padroes
geograficos de diversidade do genoma mitocondrial de P. vivax e P. falciparum.
Esse método permite avaliar a estrutura geografica da diversidade genética de
amostras, estimando a proporcao de variacao existente na comparacao entre
individuos da mesma macrorregiao, entre individuos de macrorregioes
diferentes dentro do mesmo continente e entre todos os individuos que
compoem a amostra (independentemente de sua origem). O nivel de
significancia das particoes observadas foi determinado com base em 1000
permutacoes.

O grau de diferenciacao entre as populacoes através da distancia
genética entre pares de populacoes, foi analisado com o indice de fixacao, Fst
WRIGHT, 1951), calculado pelo programa Arlequin versao 3.5. A medida de
Fst pode variar de O a 1, onde Fst = 1, indica subpopulacao completamente
homozigética com a fixacao de alelos distintos entre elas e Fst = 0, indica
subpopulacao com frequéncias alélicas idénticas, ou seja, nao existe diferenca
genética entre as populacoes. HARTL, CLARK (2010) sugeriram as seguintes

orientacoes qualitativas para interpretacao dos valores de Fst: (a) O — 0,05,
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pequena diferenciacao genética; (b) 0,05 — 0,15, diferenciacao genética
moderada; (c) 0,15 - 0,25, grande diferenciacao genética; e (d) > 0,25,
diferenciacao genética muito grande. No entanto, Wrigth (1951) observou que
mesmo valores de Fst menores que 0,05 sao siginificativos para a
diferenciacao entre as subpopulacoes.

O indice de diversidade nucleotidica (m1), a diversidade haplotipica (Hd),
numero de haplotipo (h) e o indice de diversidade por sequéncia (0w) foram
calculados pelo programa DnaSP 5.0 (ROZAS et al.,, 2003). Todos os testes
fornecem informacoes sobre a quantidade de variabilidade genética presente
na amostra. O indice de diversidade nucleotidica (1) corresponde ao numero
médio de diferencas nucleotidicas por sitio entre duas sequéncias, enquanto
que o Ow estima a diversidade genética baseada no numero de sitios
polimorficos (S) corrigida pelo tamanho amostral (Nei, 1987) e a diversidade
haplotipica descreve o numero de haplotipos diferentes existentes na
populacao.

A neutralidade seletiva foi verificada através do teste de D de Tajima
(TAJIMA,1989) e Teste de Fu (FU et al., 1993), com o programa DnaSP v5. O
teste D de Tajima é calculada pelo parametro 0, através da quantidade de
variacdo acumulada em uma sequéncia. Esse parametro pode ser estimado
através de 1t que corresponde ao numero médio de diferencas por nucleotideo
entre duas sequéncias, escolhidas aleatoriamente na amostra, ou através de
S, que € o numero de sitios polimoérficos das sequéncias amostradas (TAJIMA,
1989). Na neutralidade, os valores de 6 baseados em 1 e S seriam
aproximadamente os mesmos. Entretanto quando ha selecdo natural essas
estimativas podem ser distintas, pois a selecao afeta diferentemente 1 e S.
Assim, Tajima (1989) propoés que a diferenca (D) entre 6 baseados em e S,
serviriam como teste para deteccao de desvios da neutralidade (D = O, sob
neutralidade e D # 0, sob selecdo natural). Portanto, valores negativos e
significativos deste teste sugerem que pode ter ocorrido selecdo purificadora,
efeito carona ou expansao populacional, enquanto valores positivos de D sao
indicativos de selecao balanceadora ou um recente gargalo de garrafa

populacional.
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O teste de Fu (FU et al., 1993) avalia causas de desvio de neutralidade,
uma vez que esse teste € mais sensivel a desvios decorrentes de selecao e nao
dos sinais de expansao populacional. Assim como o teste D de Tajima, valores
negativos e significativos de Fu sao indicativos de expansao populacional,
dentre outros eventos.

A hipotese de expansao populacional foi testada através de Mismatch
Distribuition (ROGERS; HARPENDING 1992). Esta analise descreve um
modelo de distribuicao com diferencas nucleotidicas entre pares de
sequéncias de DNA, neste caso de hapléotipos de DNA mitocondrial, baseado
no modelo de expansao populacional subita (ROGERS; HARPENDING 1992).
Através dela foi possivel analisar a historia demografica das populacoes pois
a forma das distribuicoes € afetada por assinaturas genéticas de expansao ou
declinio populacional, o que pode ser utilizado para inferir sua dinamica
histérica usando modelos baseados na teoria da coalescéncia (ROGERS;
HARPENDING 1992). De forma geral, populacdoes que estdo em equilibrio
demografico a um longo tempo apresentam distribuicoes multimodais,
enquanto que aquelas que passaram por expansao demografica recente,
resultado de efeito gargalo de grarrafa (bottlenecks) ou de efeito fundador,
apresentam distribuicées unimodais. Intervalos de confianca ao redor do
Mismatch Distribution foram calculados pelo método de percentil e baseados
em 1.000 réplicas de bootstrap e nivel de significancia (a) de 0,050. Valores de
p maiores que 0,05 conduzem a nao rejeicao da hipotese nula, ou seja,
indicam que a distribuicao das diferencas € compativel com a hipétese de
expansao populacional subita. Os graficos da Mismatch Distribution foram
gerados utilizando o pacote “pegas” (PARADIS, 2010) implementado no pacote
estatistico R (R Development Core Team, 2010).

Para corroborar a analise demografica citada acima, o genoma
mitocondrial completo de P. vivax e P. falciparum foi utilizado na analise de
Bayesian Skyline Plot (BSP), que estima a variacdao do tamanho efetivo
populacional ao longo do tempo (DRUMMOND et al., 2005). Esse método
utiliza cadeias de Markov (MCMC — Markov Chain Monte Claro) para estimar
a probabilidade posterior a partir de um modelo a priori calculado sobre as

informacoes obtidas das sequéncias fornecidas, assim ele calcula a
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probabilidade da distribuicao do tamanho efetivo da populacao ao longo do
tempo, dado um determinado modelo de relogio molecular e a taxa de mutacao
da sequéncia (DRUMMOND et al., 2007). A BSP foi realizada com o auxilio do
programa BEAST v.1.7.2 (DRUMMOND et al., 2005), e apenas com sequéncias
nao idénticas, através uma abordagem coalescente, com 200 milhdes de
interacoes na MCMC, amostradas a cada 5.000 interacoes. As interacoes
obtidas com o programa BEAST foram analisadas e plotadas em grafico no
programa TRACER 1.5 (DRUMMOND et al., 2005).

O tempo de divergéncia entre as macrorregioes (tempo para o ancestral
comum mais recente - TMRCA) foi estimado utilizando o genoma mitocondrial
completo (6 kb) e o modelo mais adequando foi o relégio molecular estrito
disponivel no programa BEAST (DRUMMOND et al., 2005). Os dados foram
testados com dois modelos de relégio molecular, por meio de uma inferéncia
Bayesiana, o modelo de relogio estrito e o relogio relaxado, uma vez que cada
modelo assume uma diferente taxa de evolucdo nos ramos da arvore
filogenética, sendo essa taxa constante em relogio estrito, enquanto que para
o relogio relaxado as taxas sao consideradas independentes nos diferentes
ramos, sob uma distribuicao exponencial ou lognormal. O relégio molecular
foi calibrado seguindo os parametros descritos por Ricklefs e Outlaw (2010),
com taxa de mutacao de 0,013, usando o modelo de substituicao HKY com
todos os priors definidos como valor padrao. O uso dessa taxa nos permitiu
fazer estimativas mais precisas da histéria demografica do que os estudos
anteriores com base nos tempos estimados de divergéncia (TAYLOR et al.,
2013). A cadeia Markov Monte Claro (MCMC) foi de 200 milhdes de geracoes
cada e a arvore filogenética amostradas a cada 5.000 geracoes. Os valores
efetivos das amostras e as densidades posteriores foram observadas para
todos os parametros no TRACER. As corridas independentes foram
combinadas no LogCombiner para cada conjunto de dados, com um burnin de
10% e a arvore consenso foi gerado TreeAnnotator. O tempo de divergéncia e
o relogio molecular foram calibrados com sequéncias nao idénticas.

Para a analise inicial da estrutura populacional de P. vivax e P.
falciparum, foi construido uma rede de haplotipos mitocondriais

compreendendo os genomas mitocondriais depositados no GenBank e
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capturados no ENA, combinados com os genomas sequenciados neste estudo.
A rede de haplotipos foi construida com uso do programa Network 4.6 (Fluxus
Technology; disponivel em: http://www.fluxu-engineering.com), que utiliza o
método median-joining (MJ) para estimar a posicao de cada amostra na rede.
A distancia evolutiva entre pares de haplotipos € diretamente proporcional ao
numero de substituicoes observadas na comparacao de suas sequéncias.

Analise filogenética bayesiana foi realizada utilizando o software
MrBayes v 3.2.1 (RONQUIST et al., 2012), com quatro corridas de duas
cadeias cada (uma aquecida e uma fria), por sete milhdes de geracoes para P.
vivax e 10 milhoes de geracoes para P. falciparum. A arvore filogenética foi
gerada apenas com sequéncias nao idénticas e as sequéncias idénticas foram
adicionadas apos as corridas por maneira automatizada (script). A arvore foi
construida usando Dendroscope 3.4 e pequenas edicoes manuais foram feitas
para fins estéticos.

O programa Migrate-n (v.3.6.11) (BEERLI; FELSENSTEIN, 2000,
disponivel em http://popgen.sc.fsu.edu/Migrate/Migrate-n.html) emprega a
teoria da coalescéncia para simular diferentes cenarios de fluxo génico entre
populacoes, e tem como finalidade estimar o tamanho populacional efetivo,
taxas de migracao ancestrais entre “n populacoes”, assumindo uma matriz de
modelos de migracao com taxas de mutacao assimétricas e tamanhos
populacionais diferentes. Neste trabalho as analises foram baseadas na
Inferéncia Bayesiana para calcular o sentido da migracao entre as localidades
amostradas. As amostras de P. vivax foram agrupadas em seis macrorregioes,
(1) América - AME (América Central e América do Sul), (2) Africa - AFR, (3) Sul
da Asia - SOA (Sul da Asia e Oriente Médio e Asia Central), (5) Sudeste Asiatico
— SEA, Melanésia - MEL e (6) China/Coréia — CHK, enquanto que as amostras
de P. falciparum foram agrupadas em cinco macrorregioes, (1) América - AME
(América Central e América do Sul), (2) Africa - AFR, (3) Sul da Asia - SOA, (4)
Sudeste Asiatico — SEA e (5) Melanésia - MEL. O genoma mitocondrial
completo de ambas as espécies (P. vivax e P. falciparum) foram utilizados para
comparar 19 modelos com diferentes hipoteses de rotas migratorias, sendo 11
modelos para P. vivax (Figura 7) e 8 modelos para P. falciparum (Figura 8). Os

modelos foram construidos levando em consideracao que a Ameérica foi o
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ultimo continente a ser colonizado por Plasmodium, logo, foi considerada como
fonte receptora de parasitos. A Africa, em todas as situacoes, é fonte doadora
de parasitos para as Ameéricas, pois € sabido que a colonizacao e o comércio
transatlantico de escravos contribuiram com a migracao dos parasitos para
este continente. A Tabela 4 descreve as diferentes hipoteses de rota migratoria
de P. vivax, onde os modelos A e B sdo bases para os outros modelos, sendo o
modelo A unidirecional, Africa — Sul da Asia, ou seja, origem africana de P.
vivax e migracao unidirecional para outros continentes, enquanto que o B,
migracao bidirecional Africa «<» Sul da Asia, sugerindo que o parasito originou
na Africa e migrou para os outros continentes (migracdo unidirecional). Apés
a migracdo, surgiu na Africa o fenétipo Duffy negativo, responsavel pelo fim
de malavia vivax em populacoes humanas e mais tarde P. vivax recolonizou a
Africa com os parasitos remanescentes do Sul da Asia (AFR < SOA) através
da migracao humana (Figura 7). A Tabela 5 apresenta os modelos e descreve
as diferentes hipoteses de rotas migratorias de P. falciparum, onde os modelos
A e Al sao bases para os outros modelos, sendo A com migracao unidirecional
Africa — Sul da Asia e A1 migracdo bidirecional Africa < Sul da Asia (Figura
8). Nas analises de P. vivax foram utilizados os parametros default do manual
de melhores praticas (disponivel em:
http:/ /popgen.sc.fsu.edu/migratedoc.pdf), modificando apenas os seguintes
parametros: long-chains: 4 (cadeias de Markov), long-sample: 5.000.000
(geracoes), amostradas com burn-in: 30.000. Os valores de Theta uniforprior
foi de 0,013 e o Mig uniformprior de 20.000. As analises de P. falciparum seguiu
os mesmos parametros com excecao do Mig uniformprior, que foi de 40.000.
A escolha do melhor modelo foi baseada no valor marginal likelihood
(Log-Probability of the data given the model). O log Bayes factor (LBF) (formula
l.a) e o modelo de probabilidade (formula 1.b) foi calculado entre todos os

modelos com as seguintes formulas:

l.a LBF = 2In(mL(modely)) — In(mL(model,))

.‘r'r'I"LlllUflt_.'l,.

Prob(model;) = —; _
1.b * Z:E Tn'Lnlr)(lsv_l_.f


https://molevol.mbl.edu/index.php/File:Formula2.png
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O passo-a-passo dos calculos esta disponivel no endereco eletronico:

http:/ /evomics.org/learning/population- genetics/migrate-n/.

Tabela 4 - Hipoteses de rotas migratérias de P. vivax e seus respectivos modelos.

P. vivax ---Hipoteses

Modelo

Origem africana (LIU et al., 2014) com migracdo unidirecional da
Africa para os outros continentes com as primeiras migracoes
humanas e foi introduzido nas Ameéricas no poés-colombiano por
isolados originados da Africa e da Europa (GELABERT et al., 2016).

Origem africana (LIU et al., 2014) com migracdo unidirecional da
Africa como relatado anteriormente e foi introduzido nas Américas no
periodo pré-colombiano com a migracao humana da Melanésia (MEL
— AME) seguido por migracdo mais recente da Africa e Europa
(CARTER, 2003).

Origem africana (LIU et al., 2014) com migracao unidirecional da
Africa como relatado anteriormente e foi introduzido nas Américas no
periodo pés-colombiano por isolados originados da Africa, Europa e
Sul da Asia.

Introducao nas Américas no periodo pré-colombiano através de P.
vivax adaptados a macacos do Sudeste Asiatico (SEA — AME) (LI et
al., 2001) seguido por migracdo mais recente da Africa e Europa.

Origem africana (LIU et al., 2014) com migracao unidirecional da
Africa como relatado anteriormente e foi introduzido nas Américas no
periodo pré-colombiano com a migracido humana do Leste da Asia
(CHK — AME) seguido por migracdo mais recente da Africa e Europa
(CARTER, 2003); ou foi introduzido nas Américas no periodo pos-
colombiano com a migracido humana da Africa e Europa e mais
recentemente do Leste da Asia (CHK — AME) (CORMIER, 2010).

Origem africana (LIU et al., 2014) com migracao unidirecional da
Africa para os outros continentes com as primeiras migracoes
humanas, mas foi extinto da Africa Ocidental devido ao fené6tipo Duffy
negativo em populacées humanas e recolonizou a Africa com os
parasitos remanescentes do Sul da Asia (AFR < SOA) e esta mistura
de parasitos, Africa-Asia, migrou para as Ameéricas (CULLETON;
CARTER, 2012).

Migracdo bidirecional Africa-Sul da Asia (AFR < SOA) como
relatado anteriormente e foi introduzido nas Américas no periodo pré-
colombiano com a migracdo humana da Melanésia (MEL — AME)
seguido por migracdo mais recente da Africa e Europa (CARTER,
2003).

Migracdo bidirecional Africa-Sul da Asia (AFR « SOA) como
relatado anteriormente e foi introduzido nas Américas no periodo pos
-colombiano por isolados originados da Africa, Europa e Sul da Asia.

A

C1

D1
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P. vivax ---Hipoteses

Modelo

10.

11.

Migracdo bidirecional Africa-Sul da Asia (AFR « SOA) como
relatado anteriormente e foi introduzido nas Américas no periodo pré-
colombiano através de P. vivax adaptados a macacos do Sudeste
Asiatico (SEA — AME) (LI et al., 2001) seguido por migracao mais
recente da Africa e Europa.

Migracdo bidirecional Africa-Sul da Asia (AFR « SOA) como
relatado anteriormente e foi introduzido nas Américas no periodo pré-
colombiano com a migracdo humana do Leste da Asia (CHK — AME)
seguido por migracao mais recente da Africa e Europa (CARTER, 2003)
ou foi introduzido nas Américas no periodo pés-colombiano com a
migracdo humana da Africa e Europa e mais recentemente do Leste
da Asia (CHK — AME) (CORMIER, 2010).

Migracdo bidirecional Africa-Sul da Asia (AFR < SOA) como
relatado anteriormente e foi introduzido nas Ameéricas no periodo pré-
colombiano com a migracdo humana da Melanésia (MEL — AME)
seguido por migracdo mais recente da Africa, Europa e Sul da Asia.

El

F1

G
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Figura 7 - Modelos de rotas migratorias de P. vivax. M € a taxa de migracao de cada

modelo.
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Tabela 5 - Hipoteses de rotas migratorias de P. falciparum e seus respectivos modelos.

P. falciparum --Hipoteses

Modelo

Origem africana (KRIEF et al., 2010) com migracao unidirecional da
Africa para os outros continentes com as primeiras migracoes
humanas e foi introduzido nas Ameéricas no poés-colombiano por
isolados originados da Africa e da Europa (GELABERT et al., 2016).

Origem africana (KRIEF et al., 2010) com migracado unidirecional da
Africa como relatado anteriormente e foi introduzido nas Américas no
periodo pré-colombiano com a migracao humana da Melanésia (MEL —
AME) seguido por migracao mais recente da Africa e Europa ).

Origem africana (KRIEF et al., 2010) com migracao unidirecional da
Africa como relatado anteriormente e foi introduzido nas Américas no
periodo pos-colombiano por isolados originados da Africa, Europa e Sul
da Asia.

Origem africana (KRIEF et al., 2010) com migracao unidirecional da
Africa como relatado anteriormente e foi introduzido nas Américas no
periodo pés-colombiano por isolados originados da Africa, Europa e
Sudeste Asiatico.

Origem africana (KRIEF et al., 2010) com migracao unidirecional
da Africa para os outros continentes junto as primeiras migracoes
humanas e foi reintroduzido na Africa com populacoes de parasitos do
Sul da Asia (AFR <> SOA) e esta mistura de parasitos, Africa-Asia,
migrou para as Américas.

Migracdo bidirecional Africa - Sul da Asia (AFR < SOA) como
relatado anteriormente e foi introduzido nas Américas no periodo pré-
colombiano com a migracdo humana da Melanésia (MEL — AME)
seguido por migracdo mais recente da Africa e Europa.

Migracdo bidirecional Africa-Sul da Asia (AFR <« SOA) como
relatado anteriormente e foi introduzido nas Ameéricas no periodo pds-
colombiano por isolados originados da Africa, Europa e Sul da Asia.

Migracdo bidirecional Africa-Sul da Asia (AFR <« SOA) como
relatado anteriormente e foi introduzido nas Américas no periodo pré-
colombiano por isolados originados da Africa, Europa e Sudeste
Asiatico.
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Figura 8 - Modelos de rotas migratorias de P. falciparum. M é a taxa de
de cada modelo.
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4.1 Analise do genoma mitocondrial de P. vivax e P. falciparum

Foi realizado o sequenciamento do genoma mitocondrial completo de
380 isolados de P. vivax e P. falciparum. O genoma mitocondrial apresenta
aproximadamente 6 kb (5990 pb em P. vivax e P. simium, 5884 pb em P.
falciparum) e € constituido de trés genes codificantes, citocromo c oxidase,
subunidade I (Col); citocromo c¢ oxidase, subunidade III (Colll), citocromo b
(Cyb) e pequenos fragmentos de RNA ribossomico.

Dentre os 380 isolados sequenciados neste estudo (Tabela 1), 127 foram
de P. vivax supostamente representados por diversas regidoes geograficas: (a)
77 isolados do Brasil (14 do Granada (AC), 1 Cuiaba (MT), 2 Macapa (AP), 3
Porto Velho (RO), 1 Augusto Correa (PA), 22 Espirito Santo); (b) 32 isolados do
Panama e (c) 52 isolados de Papua Nova Guiné provenientes de trés regioes
distintas, Ilaita, Sigmaru e Alexishafen. Além desses, foram sequenciados 9
isolados de P. simium provenientes de diferentes regides do Brasil: Sdo Paulo
(SP) com 7 isolados e um isolado de Indaial (SC) e um de Viamao (RS).

Entre os isolados de P. falciparum, 244 tiveram o genoma mitocondrial
completo sequenciados e representados pelas seguintes regides: (a) 147
isolados do Brasil (17 Maraba (PA), 25 Porto Velho (PA), 42 Tailandia (PA), 24
Itaituba (PA) e 39 Cruzeiro do Sul (AC)); (b) 6 isolados do Panama; (c) 21
isolados da Venezuela (Bolivar); (d) 20 isolados da Indonésia (Flores e
Talibura); (e) 27 isolados da Tanzania (Morogoro) e (f) 23 isolados de Papua
Nova Guiné. Todos os isolados provenientes de Papua Nova Guiné e Tanzania
foram amplificados e sequenciados no instituto Swiss Tropical and Public
Health Institute, localizado na cidade de Basiléia, Suica, em colaboracao com
a pesquisadora doutora Ingrid Felger.

A fim de analisar a diversidade genética, estrutura geografica das
populacoes e tracar a rota migratoria de P. vivax e P. falciparum, foi utilizado
um banco de dados combinando todas as sequéncias de genoma mitocondrial
provenientes deste estudo e disponiveis na literatura. Os isolados foram
agrupados segundo sua origem geografica em oito macrorregides: Africa (AFR),

Sudeste Asiatico (SEA), Melanésia (MEL), América do Sul (AMS), Sul da Asia



(SOA), América Central/México
Médio/Asia Central (MDE), representado na Tabela 6.

(AMC),

69

China/Coréia (CKH) e Oriente

Tabela 6 - Agrupamentos dos isolados de P. vivaxe P. falciparum segundo sua origem
geografica. A letra n representa o numero total de isolados pertencentes
a cada macrorregido e/ou regiao.

P. vivax P. falciparum

P. vivax P. falciparum

Macrorregioes Regiao
n n n n

AFR 90 629 Angola 1 -
Burquina Faso - 40
Etiopia 13 -
Gambia - 61
Gana - 262
Libéria - 1
Madagascar 66 -
Mali - 46
Mauritania 2 4
Namibia 1 -
Nigéria 1 -
Republica Guiné - 96
Ruanda 1 -
Sao Tomeé 1 -
Senegal - 9
Serra Leoa - 1
Sudao 1 S
Africa do Sul - 2
Tanzania 1 101
Uganda 1 -
Nao Identificado 1 1

SEA 160 533 Camboja 19 267
Filipinas 1 54
Indonésia 52 20
Myanmar 34 -
Tailandia 45 182
Vietna 9 9

MEL 128 307 Ilhas Salomao 4 51
Papua Nova
Guiné 116 122
Vanuatu 8 134

AMS 238 237 Brasil 171 208
Colombia 17 1
Equador 2 2
Guiana 1 -
Peru 31 S
Venezuela 15 21

Nao Identificado
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Tabela 6 - Continuacao da pagina anterior.

Macrorregiao _P. vivax P. falciparum Regiao P. vivax P. falciparum
n n n n
SOA 102 81 Bangladesh 9 -
India 35 81
Paquistao 56 -
Sri Lanka 2 -
AMC 68 8 Belize 1 -
Costa Rica 1 -
El Salvador 6 -
Guatemala 2 -
Haiti - 2
Honduras 10 -
Meéxico 3 -
Nicaragua 1 -
Panama 40 6
Republica
Dominicana 1 -
Nao Identificado 3 -
CKH 125 - China 94 -
Coréia 31 -
MDE 30 - Turquia 26 -
Afeganistao 2 -
Ira 2 -
Total 941 1795 Total 941 1795

O alinhamento de 941 sequéncias do genoma mitocondrial de P. vivax
identificou 348 polimorfismos de base unica (SNP) distribuidos ao longo do
genoma. A Tabela 7 apresenta o numero total de isolados (disponiveis na
literatura combinado com os sequenciados neste estudo) separados por
macrorregioes e a quantidade de SNPs encontrada, vale ressaltar que os SNPs
sao compartilhados por mais de uma regido, ou seja, nao sao Unicos de uma
determinada regido. O sequenciamento do mtDNA de 136 isolados (Brasil,
Panama e Papua Nova Guiné) provenientes deste estudo, foi capaz de
identificar 32 polimorfismos. Ja o alinhamento de 1795 sequéncias do genoma
mitocondrial de P. falciparum identificou 330 SPNs ao longo do genoma
completo e 95 destes SNPs também estao presentes nos 244 isolados (Papua

Nova Guiné, Tanzania e Brasil) sequenciados pelo nosso grupo.



71

Tabela 7 - Banco de dados com o numero total de sequéncias e numero de SNPs do
genoma mitocondrial completo de P. vivax e P. falciparum disponiveis
atualmente na literatura e sequenciados neste estudo.

P. vivax P. falciparum

Populacao niimero de pamero de numero de pimero de

isolados SNPs isolados SNPs
AMC 68 11 8 4
SOA 102 77 81 27
MEL 128 56 307 41
SEA 160 93 533 56
AMS 238 116 237 S7
MDE 30 29 - -
CKH 125 38 - -
AFR 90 76 629 205
Total 941 348 1795 330

4.2 Diversidade genética dos genomas mitocondriais

4.2.1 Indice de diversidade genética em isolados de P. vivax

A diversidade genética de 941 genomas mitocondriais completos de P.
vivax agrupados segundo sua origem geografica em oito macrorregioes ((1)
Africa, (2) América do Sul (AMS), (3) América Central/México (AMC), (4) Sul da
Asia (SOA), (5) Sudeste Asiatico (SEA), (6) Melanésia (MEL), (7) Oriente Médio
e Asia Central (MDE), e (8) China/Coréia (CKH) - Tabela 6), foi analisada
através de trés parametros: indice de diversidade nucleotidica (rt), indice de
diversidade por sequéncia (Ow) e indice de diversidade haplotipica (Hd). Os
resultados destas analises estdo apresentados na Tabela 8.

O indice de diversidade nucleotidica () global encontrada entre as
populacoes de P. vivax foi de 0,00085. O Sudeste Asiatico, bem como China e
Coréia apresentaram maior diversidade (maior tempo de divergéncia; m =
0,00087 e it = 0,00082, respectivamente), seguido dos isolados do Oriente
Médio (rt = 0,0,00060), o que pode sugerir estas populacoes de parasitos sendo
as mais antigas. Isolados da Ameérica do Sul apresentaram uma diversidade
de rt = 0,00058, e o Sul da Asia apresentou 1t = 0,00055. A Melanésia e a Africa

apresentaram diversidades comparaveis entre elas (t = 0,00045 e 1t =
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0,00043). Como esperado, foi encontrado uma diversidade menor entre os
isolados da Ameérica Central/México (t = 0,00008), sendo este continente

considerado o local mais recentemente colonizado por P. vivax (Tabela 8).

Tabela 8 - Analise da diversidade de nucleotideos a partir de 941 genomas
mitocondriais de P. vivax agrupados em oito macrorregides: Africa (AFR),
Oriente Médio/Asia Central (MDE), América do Sul (AMS), Ameérica
Central (AMC), Sul da Asia (SA), Sudeste Asiatico (SEA), Melanésia
(MEL) e China/Coréia (CKH).

p lacs numero de Diversidade de nucleotideo Hd
opulacao  ssolados 1 (desvio padrdo) Ow (desvio padrao) (desvio padrao)

AMC 68 0,00008 (0,00002) 0,00040 (0,00015) 0,3510 (0,076)
SOA 102 0,00055 (0,00005) 0,00255 (0,00067) 0,9440 (0,018)
MEL 128 0,00045 (0,00005) 0,00178 (0,00047) 0,8669 (0,023)
SEA 160 0,00087 (0,00003) 0,00280 (0,00068) 0,9700 (0,006)
AMS 238 0,00058 (0,00030) 0,00330 (0,00075) 0,9291 (0,012)
MDE 30 0,00060 (0,00008) 0,00126 (0,00044) 0,9490 (0,023)
CKH 125 0,00082 (0,00005) 0,00121 (0,00034) 0,9170 (0,015)
AFR 90 0,00043 (0,00005) 0,00254 (0,00068) 0,7930 (0,047)
Total 941 0,00085 (0,00002) 0,00807 (0,00014) 0,9732 (0,0027)

A diversidade genética dos isolados de P. vivax, também foi calculada
através do indice de diversidade por sequéncia (Ow), ou seja, a diversidade foi
estimada com base no numero de sitios polimorficos corrigida pelo tamanho
amostral. No genoma mitocondrial, a variabilidade genética global do 6w
(0,00807) foi muito superior quando comparado com o valor global de m
(0,00085), indicando uma abundancia de alelos raros nesta populacao (Tabela
8). Surpreendentemente, a maior diversidade genética encontrada foi entre os
isolados da Ameérica do Sul (8w = 0,00330), seguido do Sudeste Asiatico (Ow =
0,00280). O Sul da Asia e a Africa apresentaram diversidade comparavel entre
elas, Ow = 0,00255 e Ow = 0,00254, respectivamente. Os isolados da Melanésia
apresentaram uma variabilidade genética de 6w = 0,00178, enquanto que o
Oriente Médio/Asia Central, e a China/Coréia apresentaram 6w = 0,00126 e
Ow = 0,00121, respectivamente. A Ameérica Central/México apresentou a
menor diversidade encontrada, 6w = 0,00040, assim como na analise de
diversidade nucleotidica ().

O indice de diversidade haplotipica descreve os diferentes haplotipos

existentes na populacao, assim, o valor global encontrado entre as amostras
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de P. viwax foi de Hd = 0,9732. O Sudeste Asiatico foi a populacao que
apresentou a maior diversidade de hapléotipos (Hd = 0,9700), seguido do
Oriente Médio/Asia Central (Hd = 0,9490) e Sul da Asia (Hd = 0,9440).
Isolados do Sul da América apresentaram uma diversidade haplotipica de Hd
=0,9291, enquanto que a China/Coréia e Melanésia apresentaram Hd =
0,9170 e Hd = 0,8669, respectivamente. A América Central/México foi a
populacdo com menor diversidade de haplotipos, Hd = 0,3810, o que vai de
encontro com as analises anteriores, Tabela 8.

Entre os isolados da América do Sul, a diversidade nucleotidica global
foi de t = 0,0006. Além disso, foi calculado a diversidade nucleotidica em todas
as populacoes com numero amostral viavel. @A maior diversidade foi
encontrada entre os isolados da Venezuela (rt = 0,00090), seguido da Coléombia
(rt = 0.0007), Peru (rt = 0.0006) e Brasil (rt = 0,0005) (Tabela 9). O indice global
da diversidade por sequéncia foi de 0,0033 e o Brasil foi o pais que apresentou
a maior diversidade (Bw = 0,0027), enquanto que a Colombia e o Peru
apresentaram a menor (0w = 0,0015). A diversidade haplotipica foi comparavel
entre as populacoes da Peru e Colémbia (Hd = 0,974 e Hd = 0,971), entretanto
a maior diversidade ocorreu entre os isolados da Venezuela (Hd = 1) e a menor

nos isolados do Brasil (Hd = 0,904).

Tabela 9 - Analise da diversidade genética a partir do genoma mitocondrial de P.
vivax provenientes da América do Sul: Venezuela, Coléombia, Peru e
Brasil.

nimero Diversidade de nucleotideo Hd
isolados ry(desvio padrao) ©Ow (desvio padrao) (desvio padréo)

Populacao

Venezuela 15 0,00090 (0,00014) 0,00159 (0,00063) 1 (0,024)

Colémbia 17  0,00066 (0,00015) 0,00148 (0,00058) 0,971 (0,032)
Peru 31  0,00058 (0,00006) 0,00151 (0,00052) 0,974 (0,020)
Brasil 171 0,00052 (0,00003) 0,00265 (0,00064) 0,904 (0,017)

Total 234 0,00058 (0,00003) 0,00328 (0,00075) 0,9323 (0,019)
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4.2.2 Indice de diversidade genética em isolados de P. falciparum

O alinhamento de 1795 genomas mitocondriais completos de P.
falciparum permitiu analisar a diversidade genética existente com base nos
agrupamentos segundo a origem geografica dos isolados representados por
seis macrorregides: (1) Africa (AFR), (2) América do Sul (AMS), (3) América
Central/México (AMC), (4) Sul da Asia (SOA), (5) Sudeste Asiatico (SEA) e (6)
Melanésia (MEL) (Tabela 6). A Tabela 10 apresenta os resultados da
diversidade genética estimada por trés parametros: indice de diversidade
nucleotidica (rt), indice de diversidade por sequéncia (O0w) e indice de
diversidade haplotipica (Hd).

O indice de diversidade nucleotidica () global encontrada entre as
populacoes de P. falciparum foi de 0,0036, menor quando comparado com P.
vivax (0,00085). A Tabela 10 apresenta os resultados desta analise, sugerindo
que a maior diversidade encontrada, ou seja, maior tempo de divergéncia esta
entre os isolados do Sul da Asia (t = 0,00036) e da América Central/México
(t = 0,00035). Os isolados da Melanésia e Sudeste Asiatico apresentam
divergéncia iguais entre eles, rt = 0,00028, e os isolados africanos apresentam
valores similares, m = 0,00026. Na América do Sul foi encontrado o menor

valor de 1t (0,00018), o que pode ser indicativo de uma colonizacao recente ou

de um efeito tipo gargalo de garrafa (bottlenecks) nesta populacao.

Tabela 10 - Analise da diversidade genética a partir do genoma mitocondrial de P.
falciparum agrupados em seis macrorregides: Africa (AFR), América do
Sul (AMS), América Central/México (AMC), Sul da Asia (SOA), Sudeste
Asiatico (SEA) e Melanésia (MEL).

Populacio ntimero Diversidade de nucleotideo Hd
isolados 1 (desvio padrdo) ©w (desvio padrdo) (desvio padrao)
AMC 8 0,00035 (0,00007) 0,00027 (0,00017) 0,857 (0,108)
SOA 81 0,00036 (0,00004) 0,00094 (0,00029) 0,858 (0,027)
MEL 308 0,00028 (0,00002) 0,00113 (0,00028) 0,740 (0,019)
SEA 532 0,00028 (0,00001) 0,00139 (0,00031) 0,773 (0,015)
AMS 237 0,00018 (0,00002) 0,00160 (0,00039) 0,551(0,039)
AFR 629 0,00026 (0,00001) 0,00486 (0,00094) 0,775 (0,014)
Total 1795 0,00036 (0,00002) 0,00708 (0,00118) 0,887 (0,0047)
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A diversidade genética dos isolados de P. falciparum, também foi
calculada através do indice de diversidade por sequéncia (Ow), apresentando
uma variabilidade genética global do 6w de 0,00708, muito superior quando
comparado com o valor global de 1, 0,00036, indicando uma abundancia de
alelos raros nesta populacao (Tabela 10). Como esperado, maior diversidade
genética encontrada foi entre os isolados da Africa (6w = 0,00486), sugerindo
que esta populacao de parasitos € a mais antiga, apoiando a hipotese da
origem africana. Surpreendentemente, a Ameérica do Sul foi o segundo
continente com a maior diversidade (6w = 0,0160), seguido do Sudeste Asiatico
(6w = 0,00139), Melanésia (Bw = 0,00113) e Sul da Asia (6w =0,00094). A
América Central/México apresentou a menor diversidade quando comparada
com as outras macrorregioes (Ow = 0,0027), entretanto, o parametro 1t sugere
que a maior diversidade genética foi encontrada entre os isolados provenientes
desta regiao.

Os resultados do indice da diversidade haplotipica (Hd), vao de encontro
com os resultados da diversidade nucleotidica, ou seja, a maior diversidade
haplotipica foi encontrado nos isolados do Sul da Asia (Hd = 0,858) e América
Central/México (Hd = 0,857). Os isolados da Africa e Sudeste Asiatico
apresentam uma variabilidade comparavel entre eles Hd = 0,775 e 0,773,
respectivamente, ja a Melanésia apresentou 0,740 e a América do Sul 0,551,
ou seja, a menor diversidade encontrada (Tabela 10).

Entre os isolados da América do Sul, a Venezuela apresentou a maior
diversidade genética nos trés parametros analisados, it = 0,0006, Ow =
0,00135 e Hd = 0,900, enquanto o Brasil apresentou n = 0,0001, Ow =
0,00079e Hd = 0,507 (Tabela 11).

Tabela 11 - Analise da distancia evolutiva a partir do genoma mitocondrial de P.
falciparum provenientes da América do Sul: Venezuela e Brasil.

nuamero Diversidade de nucleotideo Hd
isolados 11 (desvio padrdao) Ow (desvio padrao) (desvio padrao)
Venezuela 21 0,00058 (0,00011) 0,00135 (0,00051) 0,900 (0,062)
Brasil 208 0,00014 (0,00002) 0,00079 (0,00022) 0,507 (0,041)
Total 229 0,00018 (0,00002) 0,00153 (0,00038) 0,559 (0,039)

Populacao
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4.3 Analise de variancia molecular (AMOVA)

4.3.1 Andlise de variancia molecular de P. vivax

Os resultados da analise de variancia molecular (AMOVA) foram gerados
a partir 941 genomas mitocondriais completos de P. vivax (compreendendo
348 polimorfismos) agrupados segundo sua origem geografica em quatro
continentes: (1) Africa (com uma macrorregiao, Africa), (2) América (com duas
macrorregides, América Central/México, e América do Sul), (3) Asia (com
quatro macrorregioes, Sul da Asia, Sudeste Asiatico, China/Coréia e Oriente
Médio/Asia Central) e (4) Melanésia (com uma macrorregidao, Melanésia). Os
resultados demostraram que 72,94% da variacao genética global devem-se a
variabilidade no interior de cada macrorregiao, 15,75% devem-se a
variabilidade entre macrorregides dentro do mesmo continente e 11,31%
devem-se a variabilidade entre os continentes. Os valores de ®sc (indice de
variacao entre continentes), ®sr (indice de variacao entre macrorregioes) e ®@cr
(indice de variacdo dentro das macrorregioes) foram todos significativos
(Tabela 12), indicando a existéncia de estruturacao em cada um dos niveis

analisados.
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Tabela 12 - Analise de variancia molecular (AMOVA) a partir do genoma mitocondrial
de P. vivax agrupados em quatro continentes — Africa (com uma
macrorregido, Africa), América (com duas macrorregides, Ameérica
Central/México, e América do Sul), Asia (com quatro macrorregides, Sul
da Asia, Sudeste Asiatico, China/Coréia, e Oriente Médio/Asia Central)
e Melanésia (com uma macrorregiao, Melanésia).

Fonte de variacio Soma dos Componentes Percentagem

quadrados de variacao de variacao
Entre continentes 283.249 0,25156 11,31
Entre macrorregioes 83.968 0,35042 15,75
dentro dos continentes
Dentro das 1.265.860  162.290 72,94
macrorregioes

Total 1.633.077 222.488 100
Pgc: 0,17758
dsr: 0,27057
dcr: 0,11307

4.3.2 Andlise de varidncia molecular de P. falciparum

A analise de variancia molecular (AMOVA) de P. falciparum foi gerada a
partir 1795 genomas mitocondriais completos de P. falciparum
(compreendendo 330 polimorfismos) agrupados segundo sua origem
geografica em quatro continentes: (1) Africa (com uma macrorregiao, Africa),
(2) América (com duas macrorregioes, América Central/México, e América do
Sul), (3) Asia (com duas macrorregides, Sul da Asia e Sudeste Asiatico) e (4)
Melanésia (com uma macrorregiao, Melanésia). Os resultados demonstraram
que 66,16% da variacao genética global devem-se a variabilidade no interior
de cada macrorregiao, 33,43% devem-se a variabilidade entre macrorregioes
dentro do mesmo continente e 0,41% devem-se a variabilidade entre os
continentes. Os valores de ®Psc (indice de variacao entre continentes), ®Psr
(indice de variacao entre macrorregioes) e @cr (indice de variacao dentro das
macrorregioes) foram todos significativos (Tabela 13), indicando a existéncia

de estruturacao em cada um dos niveis analisados.
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Tabela 13 - Analise de variancia molecular (AMOVA) a partir do genoma mitocondrial
de P. falciparum agrupados em quatro continentes: Africa (com uma
macrorregido, Africa), América (com duas macrorregides, Ameérica
Central/México e América do Sul), Asia (com duas macrorregides, Sul da
Asia e Sudeste Asiatico) e Melanésia (uma macrorregiao, Melanésia).

Fonte de variacio Soma dos Componentes Percentagem

quadrados de variacao de variacao
Entre continentes 462.525 0,00474 0,41
Entre macrorregioes 61.958 0,38717 33,43
dentro dos continentes
Dentro das 1.370.889  0,76629 66,16
macrorregioes
Total 1.895.372 115.820 100
dgc: 0,33566
&dsr: 0,33838
dcr: 0,00410

4.4 Indice de fixacdo de Wright Fst

O indide de fixacao (Fst) permitiu avaliar a divergéncia das frequéncias
alélicas entre duas populacoes. Os valores de Fst podem variar de zero,
quando ndo ha nenhuma divergéncia genética entre as macrorregioes, a um,
representando macrorregidoes extremamente divergentes.

Entre os isolados de P. vivax (941) os valores de Fst par-a-par
menores/igual que 0,05 foram observados entre os isolados da Africa e Sul da
Asia (0,014), e entre os isolados da América do Sul e América Central/México
(0,050), sugerindo que estas populacoes sdo mais parecidas geneticamente,
ou seja, apresentam menor distancia genética observada (Tabela 14). Ja os
maiores valores de Fst par-a-par foram observados entre a América
Cental/México e Oriente Médio/Asia Central (0,400), Africa e Melanésia
(0,406), América do Sul e China/Cor¢ia (0,457) e Melanésia e China/Coréia
(0,470), mostrando que estas macrorregioes apresentam uma diferenciacao
genética muito grande. Os isolados sul ameéricamos como relatados
anteriormente, sao menos divergentes geneticamente quando comparados

com os isolados da América Central/Meéxico, e mais divergentes quando
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comparados com os da China/Coréia. A compracdao com os isolados
provenientes do Sul da Asia, Sudeste Asiatico, Melanésia e Oriente Médio/Asia
Cental, apresentaram valores de Fst semelhantes a 0,245 (Tabela 14),
sugerindo que estas populacoes sao bem diferentes geneticamente, segundo a
interpretacao prosposta por Harlt e Clark (2010), valores de Fst entre 0,15 —

0,25, grande diferenciacao genética.

Tabela 14 - Divergéncia das frequéncias alélicas entre duas populacoes estimada
como indice de fixacdo de Wright FST, em populacoes de P. vivax.

AFR AMS AMC SOA SEA MEL MDE CKH

AFR

AMS 0,262

AMC 0,343 0,050

SOA 0,014 0,228 0,260

SEA 0,241 0,245 0,228 0,211

MEL 0,406 0,242 0,345 0,360 0,320

MDE 0,087 0,269 0,400 0,075 0,212 0,389

CKH 0,345 0,457 0,414 0,343 0,203 0,470 0,305

A Tabela 15 apresenta a divergéncia das frequéncias alélicas entre duas
populacoes, par a par, estimada entre os isolados de P. faciparum (1795) de
seis macrorregioes: Africa, América do Sul, América Central/México, Sul da
Asia, Sudeste Asiatico e Melanésia. Os menores valores de Fst encontrados
foram entre o Sul da Asia e Africa (0,091) e Sudeste Asiatico e Melanésia
(0,097), enquanto que o maior valor estd na comparacao entre a América do
Sul e América Central/México (0,669), sugerindo que estas macrorregioes sao
extremamente divergentes e que podem ter sido colonizadas por parasitos de
diferentes regioes.

As comparacoes das frequéncias alélicas entre os isolados de P.
falciparum oriundo da Ameérica do Sul com o Sul da Asia, Sudeste Asiatico e
Melanésia sao semelhantes, apresentado valores de Fst iguais a 0,537, 0,596
e 0,558 respectivamente, mostrando que estas macrorregioes sao

geneticamente diferentes (Tabela 15).
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Tabela 15 - Divergéncia das frequéncias alélicas entre duas populacoes estimada
como indice de fixacdo de Wright Fst, em populacoes de P. falciparum.

AFR AMS AMC SOA SEA MEL

AFR

AMS 0,468

AMC 0,293 0,669

SOA 0,091 0,537 0,234

SEA 0,270 0,596 0,382 0,266

MEL 0,130 0,558 0,292 0,147 0,097

4.5 Teste de Neutralidade D de Tajima e Fu

4.5.1 D de Tajima e Fu em genoma mitocondrial de P. vivax

Os testes de neutralidade D de Tajima e Fu foram realizados com 941
sequéncias do genoma mitocondrial completo de P. vivax. Os resultados do
teste D de Tajima apresentaram valores negativos (variou de -0,98766 a -
2,73599) e estatisticamente significativos em todas as macrorregides, com
excecao de China/Coréia (p-value: 0,15), sugerindo que as macrorregioes
(Oriente Médio/Asia Central, Sudeste Asiatico, América Central/Meéxico,
Melanésia, Sul da Asia, América do Sul e Africa), possivelmente, estdo sob
selecao purificadora, expansao populacional recente ou ainda sob o efeito
carona (Tabela 16). Os resultados de Fu foram significativos (com excecao
China/Coréia, p >0,10) e negativos para todas as macrorregioes (expansao
populacional recente), com excecao da América do Sul (0,03668), indicando

que esta populacao esta sob selecao balanceadora (Tabela 16).
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Tabela 16 - Teste de neutralidade D de Tajima e Fu a partir do genoma mitocondrial
de P. vivax agrupados em Africa (AFR), América do Sul (AMS), América
Central/México (AMC), Oriente Médio/ Asia Central (MDE), China/Coréia
(CKH), Sul da Asia (SOA), Sudeste Asiatico (SEA) e Melanésia (MEL).

Teste de neutralidade

Populacao N
Tajima’s D p-value Fu p-value

AMC -2,14553 0,00 -4,08699 <0,02
SOA -2,55500 0,00 -5,32889 <0,02
MEL -2,32606 0,00 -4,11114 <0,02
SEA -2,16371 0,00 -6,61222 <0,02
AMS -2,53550 0,00 0,03668 >0,10
MDE -1,90704 0,01 -3,05478 <0,05
CKH -0,98766 0,15 -1,74506 >0,10
AFR -2,73599 0,00 -6,32855 <0,02
Total -2,61983 0,001 -7,09593 <0,02

Na Ameérica do Sul, os resultados dos testes de neutralidade (D de
Tajima e Fu) foram significantemente negativos, indicam que todas as
populacoes originadas da Venezuela, Peru, Colombia e Brasil apresentaram
uma série de eventos como selecao purificadora ou alternativamente em

expansao demografica recente (Tabela 17).

Tabela 17 - Teste de neutralidade D de Tajima a partir do genoma mitocondrial de P.
vivax provenientes da América do Sul: Venezuela (n = 15), Colombia
(n=17), Peru (n = 31), Brasil (n = 171).

Teste de neutralidade

Populacao ;

Tajima’s D p-value Fu p-value
Venezuela -1,84870 0,01 -2,46987 <0,05
Colombia -2,26611 0,00 -3,19186 <0,02
Peru -4,76892 0,00 -3,90115 <0,02
Brasil -2,50856 0,00 -6,25391 <0,02
Total -2,92771 0,001 0,16976 >0,10

4.5.2 D de Tajima e Fu em genoma mitocondrial de P. falciparum

Os resultados do teste de neutralidade D de Tajima e Fu foram gerados
a partir 1795 genomas mitocondriais completos de P. falciparum agrupados
segundo sua origem geografica em seis macrorregides: (1) Africa, (2) América

Central/Meéxico, (3) Ameérica do Sul, (4) Sul da Asia, (5) Sudeste Asiatico e (6)



82

Melanésia. A Tabela 18 sugere que todas as macrorregioes, com excecao da
Ameérica Central/México (para ambos os testes), apresentam uma expansao
demografica recente ou estao sob efeito de selecao purificadora, pois todos os
valores de D de Tajima e Fu sao negativos, variando entre -1,89148 e -2,78152
e -14,28997 e -2,88087, respectivamente. No entanto, o valor de D de Tajima
e Fu referente a América Central/México sao positivos, 1,29320 (mas
estatisticamente insignificante, p-value = 0,889) e 1,31251 (p-value <O0,1)
sugerindo que esta populacao esta sob selecao balanceadora ou sofreu um

recente gargalo de garrafa (bottleneck).

Tabela 18 - Teste de neutralidade D de Tajima e Fu a partir do genoma mitocondrial
de P. falciparum agrupados em Africa (AFR), América do Sul (AMS),
América Central/México (AMC), Sul da Asia (SOA), Sudeste Asiatico
(SEA) e Melanésia (MEL).

Teste de neutralidade

Populacao

D de Tajima  p-value Fu p-value
AMC 1,29320 0,889 1,31251 <0,1
SOA -1,89148 0,008 -2,88087 <0,05
MEL -2,10716 0,003 -4,63388 <0,02
SEA -2,21823 0,000 -6,27935 <0,02
AMS -2,61638 0,000 -8,87358 <0,02
AFR -2,78152 0,000 -14,28997 <0,02
Total -2,68819 0,000 -18,22034 <0,02

Na Ameérica do Sul, os valores negativos de D de Tajima e Fu indicam
que todas as populacoes originadas da Venezuela e Brasil estdo sob efeito de
selecao purificadora ou alternativamente em expansao demografica recente

(Tabela 19).
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Tabela 19 - Teste de neutralidade D de Tajima e Fu a partir do genoma mitocondrial
de P. falciparum provenientes da Ameérica do Sul: Venezuela (n = 21) e
Brasil (n = 208).

Teste de neutralidade

Populacao N

Tajima’s D p-value Fu p-value
Venezuela -2,18761 0,006 -3,2007 <0,02
Brasil -2,34520 0,000 -5,05091 <0,02
Total -2,61249 0,001 -8,47147 <0,02

4.6 Mismatch Distributions em populacoes P. vivax e P. falciparum

4.6.1 Histéria demogrdfica global de P. vivax e P. falciparum

A historia demografica (Mismatch Distributions) foi inferida baseada em
941 sequéncias do genoma mitocondrial completo de P. vivax e 1795
sequéncias de P. falciparum. Todas as macrorregides (Africa, América do Sul,
Amperica Central e México, China/Coréia, Melanésia, Oriente Médio/Asia
Central, Sudeste Asiatico e Sul da Asia) em ambas as espécies exibiram um
padrao de distribuicao mismatch unimodal (Figura 9A e Figura 9B), sugerindo
que as populacoes passaram por expansao demografica recente, resultado de

efeito gargalo de garrafa (bottleneck) ou de efeito fundador.
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Para avaliar a significancia das curvas da distribuicao das diferencas
pareadas foram estimadas Sum of Square Deviation (SSD) e Raggedness (R)
para macrorregioes de P. vivax e P .falciparum e estdao apresentados na Tabela
20. Os valores de p maiores que 0,05 conduzem a nao rejeicao da hipotese
nula, ou seja, indicam que a distribuicao das diferencas € compativel com a
hipotese de expansao populacional subita. Todas as macrorregioes
representadas por isolados de P. vivax e P. falciparum foram compativeis com
a hipotese de expansao populacional subita. O Raggedness (R) testa a
homogeneidade da curva e valores significativos (p<0,05). Dentre todas as
macrorregides apresentadas, somente a Africa e Sul da Asia constituidas de
isolados de P. falciparum, apresentaram valor de p= 0 e 0,03, respectivamente,

indicando para o modelo de crescimento populacional.

Tabela 20 - Teste de neutralidade e parametros do modelo de expansdo subita da
distribuicao mismatch e goodness-of-fit para cada macrorregiao de P.
vivax e P. falciparum.

P. vivax - Global

SSD (p-value) R (p-value)
AFR 0,00237 (0,88) 0,01068 (0,97)
AMS 0,00024 (0,995) 0,01488 (0,80)
AMC 0,00023 (0,52) 0,17341 (0,79)
SOA 0,00023 (0,78) 0,02336 (0,38)
SEA 0,00594 (0,17) 0,00852 (0,795)
CKH 0,00583 (0,64) 0,00866 (0,89)
MEL 0,00124 (0,68) 0,02483 (0,43)
MDE 0,00583 (0,64) 0,02112 (0,52)
P. falciparum - Global

SSD (p-value) R (p-value)
AFR 0,00043 (0,80) 0,07110 (0,00)
AMS 0,00043 (0,80) 0,05627 (0,81)
AMC 0,01577 (0,44) 0,08163 (0,56)
SOA 0,00287 (0,12) 0,04055 (0,03)
SEA 0,01135 (0,22) 0,06169 (0,28)
MEL 0,00916 (0,16) 0,05466 (0,26)




87

4.6.2 Histoéria demogrdfica de P. vivax e P. falciparum provenientes da América
do Sul

Os resultados das analises de Mismatch Distribution foram gerados a
partir de 234 sequéncias do genoma mitocondrial de P. vivax provenientes da
América do Sul (Venezuela (15), Colombia (17), Peru (31), Brasil (171)) e 229
sequéncias de P. falciparum (Venezuela (21) e Brasil (208)), ambas espécies
com sequéncias provenientes da Ameérica do Sul. A Figura 10 sugere que as
populacdoes passaram por expansao demografica recente, resultado de efeito
gargalo de garrafa (bottleneck) ou de efeito fundador, ou seja, ambas as
espécies exibiram um padrao de distribuicdo mismatch unimodal.

As curvas da distribuicao das diferencas pareadas foram estimadas Sum
of Square Deviation (SSD) e Raggedness (R) nos paises da Ameérica do Sul em
isolados de P. vivax e P.falciparum e estao apresentados na Tabela 21. Em
todas as regides, para ambas as espécies, os valores de p foram superiores a
0,05, sugerindo a nao rejeicao da hipotese nula, ou seja, indicam que a
distribuicao das diferencas € compativel com a hipotese de expansao

populacional subita.

Tabela 21 - Teste de neutralidade e parametros do modelo de expansao subita da
distribuicao mismatch e goodness-of-fit nos paises da América Central
de P. vivax e P.falciparum

P. vivax - América do Sul

SSD (p-value) R (p-value)
Brasil 0,00013 (1,0) 0,01671 (0,87)
Colombia 0,00894 (0,45) 0,03492 (0,43)
Peru 0,00362 (0,09) 0,02729 (0,26)
P. falciparum - América do Sul

SSD (p-value) R (p-value)
Venezuela 0,01168 (0,58) 0,02066 (0,92)

Brasil 0,00005 (0,88) 0,07416 (0,76)
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Figura 10 - Analise de mismatch distributions em paises da América do Sul para
populacoes de (A) P. vivax e (B) P. falciparum. As colunas indicam a
frequéncia observada e as linhas indicam a frequéncia esperada dos
numeros de diferencas par-a-par.
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4.7 Tamanho efetivo populacional ao longo do tempo - Bayesian
Skyline Plot (BSP)

A fim de estimar mudancas histéricas do tamanho efetivo populacional
em isolados de P. vivaxe P. falciparum ao longo do tempo, foi utilizado o modelo
de coalescéncia baseado na analise Bayesian Skyline Plot (BSP). Os resultados
foram gerados com banco de dados reduzido, ou seja, foi utilizado para esta
analise somente sequéncias Unicas (por macrorregido) do genoma

mitocondrial completo.

4.7.1 Andlise Bayesian Skyline Plot (BSP) em isolados de P. vivax

A variacdo do tamanho efetivo populacional ao longo do tempo foi
estimado por meio da analise de coalescéncia utlizando 405 sequéncias Unicas
(ndo idénticas) do genoma mitocondrial de P. vivax. A Figura 11 representa a
analise global de P. vivax e mostra a relacdo entre o tamanho efetivo
populacional (Ne —eixo Y) ao longo do tempo (eixo X), sugerindo que o tamanho
populacional aumentou nos ultimos 30 mil anos e nos ultimos 10 mil anos

ocorreu uma rapida expansao populacional que se tornou constante.
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Figura 11 - Analise do Bayesian Skyline Plot em isolados de P. vivax mostrando as
mudancas do tamanho efetivo populacional (Ne) ao longo do tempo. O
eixo Y representa o tamanho efetivo populacional, enquanto que o eixo X
representa o tempo em milhares de anos atras. O segmento de linha cor
preta indica o valor médio da populacao e o intervalo de confianca esta
representado pelo espaco em roxo.
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A partir da analise global de P. vivax, nao foi possivel observar a variacao
do tamanho efetivo populacional ao longo do tempo entre as macrorregioes
deste parasito. Assim, realizamos um Skyline Plot com sequéncias Unicas (nao
idénticas) de oito macrorregides, Africa (AFR) (n = 39), América do Sul, AMS (n
= 18), América Central/México, AMC (n = 8), Sul da Asia, SOA (n = 57), Sudeste
Asiatico, SEA (n = 83), Melanésia, MEL (n = 47), Oriente Médio/Asia Central,
MDE (n = 18) e China/Coréia, CKH (n = 35). Os graficos desta analise estao
representados na Figura 12, onde o eixo Y representa o tamanho efetivo
populacional e o eixo X o tempo em milhares de anos atras. Todas as
macrorregioes apresentaram um padrao de curva semelhante ao da populacao
global de P. vivax, sugerindo uma expansao populacional, exceto a populacao
da Ameérica Central/Meéxico, pois nao apresentou mudanca no tamanho
efeitvo populacional ao longo do tempo (constante). Nos ultimos 20 mil anos,
a populacao africana apresentou um crescimento populacional constante,
enquanto que a América do Sul, Oriente Médio/Asia Central, Sul da Asia,
Sudeste Asiatico, e Melanésia apresentaram uma expansao populacional nos

utimos 15 mil anos e a China/Coréia nos utimos 10 mil anos (Figura 12).
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Figura 12 - Analise do Bayesian Skyline Plot em oito macrorregioes de P. vivax
mostrando as mudancas do tamanho efetivo populacional ao longo do
tempo. O eixo Y representa o tamanho efetivo populacional, enquanto
que o eixo X representa o tempo em milhares de anos atras. O segmento
de linha cor preta indica o valor médio da populacao e o intervalo de
confianca esta representado pelo espaco em roxo.
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4.7.2 Andlise Bayesian Skyline Plot (BSP) em isolados de P. falciparum

O tamanho efetivo populacional ao longo de tempo em isolados de P.
falciparum foi estimado através de 325 sequéncias unicas (nao idénticas)
disponiveis neste estudo combinando com as publicadas na literatura.

A Figura 13 representa a analise global de P. falciparum e sugere que
nos ultimos 20 mil anos houve um aumento no tamanho populacional e assim
como em P. vivax, nos ultimos 10 mil anos ocorreu uma rapida expansao

populacional que se tornou constante ao longo do tempo.

Figura 13 - Analise do Bayesian Skyline Plot em isolados de P. falciparum mostrando
as mudancas do tamanho efetivo populacional ao longo do tempo. O eixo
Y representa o tamanho efetivo populacional, enquanto que o eixo X
representa o tempo em milhares de anos atras. O segmento de linha cor
preta indica o valor médio da populacao e o intervalo de confianca esta
representado pelo espaco em roxo.
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A analise global de P. falciparum néo permitiu observar a variacdo do
tamanho efetivo populacional ao longo do tempo entre as macrorregioes deste
parasito. Assim, realizamos um Skyline Plot com sequéncias unicas (nao
idénticas) de seis macrorregides, Africa, AFR (n = 183), América do Sul, AMS
(n = 38), América Central/México, AMC (n = 3), Sul da Asia, SOA (n = 19),
Sudeste Asiatico, SEA (n = 48) e Melanésia, MEL (n = 34). Os graficos desta
analise estao representados na Figura 14, onde o eixo Y representa o tamanho

efetivo populacional e o eixo X o tempo em milhares de anos atras. Os graficos
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provenientes de diferentes macrorregioes, Sudeste Asiatico, América do Sul,
Sul da Asia e Melanésia, apresentaram um padrao de curva semelhante entre
elas, ou seja, nos ultimos 15 mil anos € possivel observar uma leve expansao
populacional e que apos este evento o tamanho efetivo populacional torno-se
constante. Ja a Africa, apresentou um padrdo de curva semelhante ao da
populacao global de P. falciparum, sugerindo que nos 20 mil anos houve um
aumento no tamanho populacional e nos ultimos 15 mil anos ocorreu uma
rapida expansao populacional que se tornou constante ao longo do tempo.
Devido ao tamanho amostral, nao foi possivel estimar o tamanho efetivo
populacional ao longo do tempo nos isolados originados da América

Central/México (n = 3).
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Figura 14 - Analise do Bayesian Skyline Plot em cinco macrorregioes de P. falciparum

mostrando as mudancas do tamanho efetivo populacional ao longo do
tempo. O eixo Y representa o tamanho efetivo populacional, enquanto que
o eixo X representa o tempo em milhares de anos atras. O segmento de
linha cor preta indica o valor médio da populacdo e o intervalo de
confianca esta representado pelo espaco em roxo.
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4.8 Tempo para o ancestral comum mais recente (TMRCA)

O tempo de divergéncia foi estimado entre as macrorregioes, utilizando
o genoma mitocondrial completo de 405 sequéncias Unicas (nao idénticas) P.
vivax e 325 sequéncias unicas de P. falciparum. O relégio molecular foi
calibrado seguindo os parametros descritos por Ricklefs e Outlaw (2010) com
taxa de mutacao de 0,013 e o modelo mais adequando foi o relégio molecular
estrito disponivel no programa BEAST (DRUMMOND et al., 2005).

A analise bayesiana estima que a idade do ancestral comum mais
recente de P. vivax seja 70.915 anos atras, enquanto que para P. falciparum
seja 40.239 anos atras (probabilidade posterior =1). A Tabela 22 representa o
tempo para o ancestral comum mais recente para as ambas as espécies (P.
vivax e P. falciparum) separadas em macrorregioes.

Dentre as macrorregioes representadas por P. vivax, o Sudeste Asiatico
(SEA) foi estimado ser o mais antigo, com 65.436 anos, seguidos do Sul da
Asia (SOA) (61.783) e China/Coréia (CKH) (57.493). Os isolados Sul
Americanos (AMS), apresentaram um tempo de divergéncia mediano, 52.149,
enquanto que os isolados da América Central/México (AMC) apresentaram o
menor TMRCA, 21.194 (Tabela 22).

Dentre as macrorregioes de P. falciparum, a Melanésia (MEL) mostrou-
se a mais antiga com TMRCA de 40.069 anos atras, enquanto que o Sudeste
Asiatico (SEA) apresentou a idade mais recente (26.797). O tempo do ancestral
recente mais comum nao foi estimado para os isolados da América
Central/México (AMC), pois o numero amostral foi relativamente baixo (n=3),
impossibilitando a analise, no entanto, a América do Sul (MAS) apresentou

um tempo de divergéncia estimado 37.002 anos atras (Tabela 22).
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Tabela 22 - Tempo para o ancestral comum mais recente estimado entre as
macrorregioes, utilizando o genoma mitocondrial completo de 405
sequéncias Unicas (ndo idénticas) de P. vivax e 325 sequéncias Unicas
de P. falciparum. O tempo foi estimado em anos atras. Todos os valores
sao estatisticamente significantes com probabilidade superior =1.

TMRCA (anos)

Macroregiao P. vivax P. falciparum

AFR 41.685 (28.630 - 57.563) 35.384 (21.101 - 54.974)
AMC 21.194 (8.267 - 36.069) - -

AMS 52.149 (29.896 - 60.659) 37.002 (21.385 - 56.6006)
CKH 57.493 (32.879 - 85.461) - -

MEL 43.098 (24.761 - 66.538) 40.069 (22.776 - 61.268)
MDE 48.161 (27.846 - 72.074) - -

SEA 65.439 (39.780 - 94.425) 26.797 (15.674 - 40.224)
SOA 61.783 (27.437 - 108.264) 36.413 (18.442 - 59.785)
Global 70.915 (44.000 - 100.000) 40.239 (24.000 - 60.000)

4.9 Analise filogenética e rede de haplotipos mitocondriais

4.9.1 Andlise filogenética e rede de haplétipos de P.vivax

Com base na analise de 941 sequéncias genomicas, foi possivel
encontrar 348 polimorfismos distribuidos ao longo do genoma mitocondrial
completo de P. vivax. A arvore filogenética, Figura 15, foi construida através
da analise bayesiana utilizando o software MrBayes v 3.2.1 (RONQUIST et al.,
2012), enquanto que as redes de haplotipos, representadas na Figura 16,
Figura 17 e Figura 18 foram construidas através do programa Network 4.6.

A arvore filogenética foi gerada apenas com sequéncias nao idénticas
(405) e as sequéncias idénticas foram adicionadas apoés as corridas de maneira
automatizada (script). Os comprimentos dos ramos nao sao significativos,
consequentemente nao representam o tempo ou mudancas decorridas ao
longo do tempo. Ja as redes de haplotipos foram realizadas combinando os
805 isolados depositados no GenBank com os 136 sequenciados neste estudo
(86 isolados do Brasil (9 isolados de P. simium), 32 isolados do Panama e 52
isolados de Papua Nova Guiné). A origem geografica dos isolados foi

representada por codigo de cores, ou seja, cada agrupamento geografico foi
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codificado da seguinte forma: azul escuro — Ameérica do Sul, azul claro —
Ameérica Central/Meéxico, roxo — China/Coréia, verde escuro - Sudeste
Asiatico, laranja — Sul da Asia, rosa- Melanésia, marrom — Oriente Médio/Asia
Central, vermelho — Africa e amarelo — isolados provenientes da Mata Atlantica
(MT), P. vivax e P. simium (coletados de primatas nao-humanos do Novo
Mundo).

A arvore consenso gerada a partir da analise filogenética bayesiana com
isolados de P. vivax (Figura 15), apresentou clados com estimativa de
probabilidade posterior <0,70, muitos deles incluem amostras de diferentes
origens geograficas. Entretanto, a maioria dos clados apresentaram-se bem
suportados com 10 ou mais sequéncias com probabilidade posterior 20,70.

Os clados C, D, U e V representados na arvore filogenética (Figura 15),
nao sao estatisticamente significantes, pois apresentaram valores de
probabilidade posterior inferior a 0,70. Os clados C, U e V sao representados
por isolados de origens dispares. Por exemplo, os clados C e D é representado
exclusivamente por isolados da América do Sul provenientes do Brasil, da
Colombia, do Peru e da Venezuela, enquanto que o clado U é representado por
isolados de varias regides, Africa (Etiépia, Madagascar, Mauritania e Ruanda),
Sul da Asia (India, Bangladesh, Paquistdo e Sri Lanka), América do Central
(México e Guatemala), Oriente Médio/Asia Central (Turquia), Sudeste Asiatico
(Myanmar) e China/Coréia (China). Ja o clado V é constituido por muitos
isolados originados da América do Sul (Brasil, Peru, Colombia), Melanésia
(Papua Nova Guiné), Sudeste Asiatico (Myammar, Tailandia e Camboja), Sul
da Asia (India) e um da Africa (Eti6pia).

Os clados A, B, E, F, G, H, J, K, L, M, O, Q, R, S e T, apresentaram
suporte estatistico igual ou superior a 0,70 e foram particularmente
informativos para o agrupamento de isolados de uma mesma regiao geografica
(Tabela 23). Por exemplo, os clados H, I e J sao constituidos principalmente
por isolados da Melanésia, sendo o clado H composto por isolados de Papua
Nova Guiné (18), Vanuatu (6) e Ilhas Salomao (1), além de um isolado do
Oriente Médio (Ird) e um do Sul da Asia (India), enquanto que os clados I e J
sdo constituidos por isolados de Papua Nova Guiné e apenas um isolado do

Sudeste Asiatico (Indonésia) se agrupou com o clado J (Tabela 23).
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Os clados Q, R e S estao representados por sequéncias cuja origem ¢é
China/Coréia, entretanto os clados Q e S sao constituidos principalmente por
isolados da China, enquanto que o clado R, por isolados da Coréia (29% dos
isolados coreanos estao agrupados neste clado).

Os clados L e T sao constituidos por isolados de origens dispares, o clado
L é representado principalmente pelo Sudeste Asiatico (11 isolados, originados
da Tailandia (5), Vietna (4), Camboja (1) e Indonésia (1)), Sul da Asia (com 6
isolados de Bangladesh e 1 da India) e Melanésia (1 de Papua Nova Guiné),
enquanto que o clado T &€ composto por 70 isolados distribuidos entre as
seguintes macrorregides: (a) Africa, com 40 isolados (44,5%), provenientes de
Madagascar (28), Etiopia (4) e um isolados das seguintes regides: Sudao,
Nigéria, Angola, Tanzania, Sao Tomé, Uganda, Mauritania; (b) Sul da Asia com
25 isolados representados por 19 da India, sendo mais da metade dos isolados
indianos (54,2%) agrupados neste clado, além de 6 isolados do Paquistao; (c)
Ameérica do Central/México, com apenas dois isolados, um de El Salvador e o
outro do México e por fim; (d) dois isolados do Oriente Médio/Asia Central
originado do Afeganistao (100% estdo agrupados neste clado) (Tabela 23).

Os isolados provenientes do Sudeste Asiatico estdo agrupados em
diferentes clados (principalmente nos K, M, N, O e P). No clado O, ha o
predominio dos isolados da Indonésia (16), enquanto que o clado K é
constituido predominantemente por isolados de Myanmar (12), mas também
por isolados da América do Sul (2) e América Central (1). Ja o clado M
apresenta isolados originados da Tailandia (4), Camboja (1) e Vietna (1) e o
clado N com isolados de Camboja (4), Tailandia (1) e dois isolados da
Melanésia, além do clado P que € representado por isolados da Indonésia (5),
Tailandia (3) e Vietna (1), Tabela 23.

Os isolados brasileiros (n=86), do Panama (n=32) e de Papua Nova Guiné
(n=52) sequenciados neste estudo estdo representados principalmente pelos
clados E, F, G, H, I e J. Todos esses clados sao bem suportados
estatisticamente, com probabilidade posterior = 0,99. Os isolados de Papua
Nova Guiné estado representados pelos clados H, I e J, como explorados
anteriormente, enquanto que os isolados americanos estdo agrupados em

diferentes clados (E, F e G).
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O clado E é representado predominantemente por isolados das Américas
(110): (a) Ameérica do Sul com 58 isolados (representado em azul escuro, sendo
a grande maioria oriundos do Brasil (47 isolados, com 27,4% dos isolados
brasileiros agrupados neste clado, sendo que 2 isolados sao oriundos da Mata
Atlantica, coletados em hospedeiros humanos no estado do Espirito Santo)
seguido pelos isolados peruanos (5), colombianos (3) e do Equador (2, 100%)
e (b) América Central/México com 54 isolados, constituido por 35 isolados do
Panama (87,5% dos isolados panamenhos estao inseridos neste clado), 10
isolados da Honduras (100% estao presentes neste clado), quatros isolados de
El Salvador (66,7%), e um isolados das seguintes regioes: Nicaragua (100%)),
Meéxico (33,4%), Belize (100%) e Costa Rica (100%). Além dos isolados
americanos, este clado também é constituido por dois isolados de Papua Nova
Guiné e um do Sul da Asia (Bangladesh).

Os isolados provenientes da Ameérica do Sul também estao
representados nos clados A e B, ambos com predominio de isolados do Brasil,
18 e 5 isolados, respectivamente, e um isolado venezuelano presente nos dois
clados. Além disso, os clados F e G sao representados exclusivamente por
isolados brasileiros oriundo da Mata Atlantica. O clado G é representado por
isolados coletados em hospedeiros humanos (12), no estado do Espirito Santo
e sequenciados pelo nosso grupo, além de 1 isolado originado de primata nao-
humano (P. simium), sequenciado por Mu e colaboradores (2005). O clado F
contém isolados de ambos os hospedeiros, humanos (8) e macacos (9), sendo
que os isolados de humanos (P. vivax) foram coletados no estado do Espirito
Santos e os isolados de macacos (P. simium) foram coletados nos municipos

de Sao Paulo (SP), Indaial (SC) e Viamao (RS).
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Figura 15 - Arvore filogenética gerada a partir da analise bayesiana mostrando a
relacdo entre as populacdes de P. vivax. Os ramos bem suportados
(probabilidade posterior = 0,70) estao indicados por circulos. Os ramos
sao coloridos de acordo com a origem geografica: azul escuro — América
do Sul, azul claro — América Central/México, roxo — China/Coréia, verde
escuro — Sudeste Asiatico, laranja — Sul da Asia, rosa- Melanésia,
marrom — Oriente Médio/Asia Central, vermelho — Africa, Amarelo —
Mata Atlantica (MT - humanos e simios).

3 1 H F
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Tabela 23 - Agrupamentos de isolados de P. vivaxrepresentados por clados na arvore
filogenética gerada com programa Mrbayes. Os numeros representam o
total de isolados pertencentes em cada clado e a percentagem

encontrada.
Clado Macrorregiao n Regiao n
AMS 19 8,0% Brasil 18 10,5%
A Venezuela 1 6,7%
SEA 2 1,3% Tailandia 2 4,4%
B AMS 6 2,5% Brasil S 2,3%
Venezuela 1 6,7%
AMS 13 5,5% Brasil 6 3,5%
Colombia 3 17,7%
Peru 3 9,6%
Venezuela 1 6,7%
D AMS 7 3,0% Peru 5 16,1%
Brasil 1 0,6%
Venezuela 1 6,7%
AMS 58 24,3%  Brasil 47 27,4%
Peru S 16,1%
Colombia 3 17,7%
Equador 2 100,0%
Nao identificado 1 -
AMC 54 22,6% Panama 35 87,5%
Honduras 10 100,0%
E El Salvador 4  66,7%
Belize 1 100,0%
Costa Rica 1 100,0%
México 1 33,4%
Nicaragua 1 100,0%
Nao identificado 1 -
MEL 2 1,5% Papua Nova Guiné 2 1,7%
SOA 1 1,0% Bangladesh 1 11,1%
F AMS 17 7,1% Brasil 17 10,0%
G AMS 13 5,4% Brasil 13 7,6%
MEL 25 19,5% Papua Nova Guiné 18 15,5%
Vanuatu 6 75,0%
H Ilhas Salomao 1 25,0%
MDE 1 3,3% Ira 1  50,0%
SOA 1 1,0% India 1 2,9%
I MEL S5 4,0% Papua Nova Guiné 5 4,3%
J MEL 39 30,5% Papua Nova Guiné 39 33,7%
SEA 1 0,6% Indonésia 1 25,0%
SEA 12 7,5% Myanmar 12 35,2%
K AMS 2 0,8% Brasil 2 1,1%
AMC 2  3,0% El Salvador 1 16,7%
Nao identificado 1 -




Tabela 23 - Continuacao da pagina anterior.

Clado Macrorregiao n Regiao
SEA 11 6,9% Tailandia S 11,1%
Vietna 4  44,4%
Camboja 1 5,2%
L Indonésia 1 2,0%
SOA 7 6,9% Bangladesh 6 66,7%
India 1 2,9%
MEL 1 0,8% Papua Nova Guiné 1 0,9%
SEA 6 3,8% Tailandia 4  8,9%
M Camboja 1 5,2%
Vietna 1 11,1%
SEA 5 3,1% Camboja 4 21,0%
N Tailandia 1 2,2%
MEL 2 1,6% Papua Nova Guiné 2 1,7%
SEA 19 11,8% Indonésia 16 33,3%
(0] Tailandia 3 6, 7%
MEL 1 0,8% Papua Nova Guiné 1 0,9%
SEA 9 5,7% Indonésia S 10,4%
P Tailandia 3 6,7%
Vietna 1 11,1%
CHN 29 23,2% China 29 30,8%
Q SEA 1 0,6% Myanmar 1 3,0%
CHN 10 8,0% Coréia 9 29,0%
R China 1,0%
MEL 1 0,8% Vanuatu 1 12,5%
S CHN 13 10,4% China 13 13,8%
AFR 40 44,5% Madagascar 28 42,5%
Etiopia 4 30,8%
Sudao 1  100,0%
Nigéria 1 100,0%
Angola 1 100,0%
Tanzania 1 100,0%
Sao Tomé 1  100,0%
T Uganda 1 100,0%
Mauritania 1 50,0%
Nao identificado 1 -
SOA 25 24,5% India 19 54,2%
Paquistao 6 10,7%
AMC 3 4,4% El Salvador 1 16,7%
México 1 33,3%
Nao identificado 1 -
MDE 2 6,7% Afeganistao 2 100,0%
SEA 67 41,8% Myanmar 3 8,8%
U SOA 65 63,7% Paquistao 49 87,5%
India 13 37,2%
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Tabela 23 - Continuacao da pagina anterior.

Clado Macrorregiao n Regiao n
Sri Lanka 2 100,0%
Bangladesh 1 11,1%
AFR 47 52,0% Etiopia 7 53,8%
Madagascar 38 57,0%
U Mautirania 1 50,0%
Ruanda 1 100,0%
MDE 26 86,7% Turquia 26 100,0%
CHN 7  5,6% China 7  5,6%
AMC 3 4,5% México 1  33,4%
Guatemala 2  50,0%
AMS 29 12,0% Brasil 16 9,4%
Peru 10 3,2%
Colombia 3 17,6%
SEA 13 8,2% Camboja 4  21,0%
Vv Tailandia 1 2,2%
Myanmar 8 23,5%
MEL 14 11,0% Papua Nova Guiné 14 12,0%
SOA 1 83,3% India 1 2,9%
AFR 1 1,1% Etiépia 1 7,6%

A topologia da rede de haplotipos gerada pela metodologia de median-
joining (Figura 16) € um espelho da arvore filogenética obtida por analise
bayesiana (Figura 15). A grande maioria dos aglomerados de haplotipos estao
unidos segundo a localizacado geografica dos isolados.

Quase todos os isolados da Melanésia estdao inseridos em dois grupos
no canto superir direito da Figura 16, o que corresponde aos clados H, [ e J
da arvore fiologética (Figura 15).

Os isolados provenientes da Africa, Sul da Asia e Oriente Médio/Asia
Central, ficaram agrupados na mesma regido da rede de haplotipo (Grupo T)
e compartilharam haplotipos com alguns isolados da América Central/México
(México, El Salvador e Guatemala).

Os isolados do Sudeste Asiatico ficaram subdividos em seis grupos,
segundo a suas origens geograficas, (a) Indonésia, representado pelo Grupo
O, que esta proximo geneticamente dos isolados da China/Cor¢ia, (b) isolados
do Vietna, Tailandia e Camboja, Grupo L, que compartilham haplétipos com

poucos isolados da India e Melanésia, (c) isolados de Myanmar que
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compartilham haplétipos com um isolado da América Central/Meéxico, e um
da América do Sul (Grupo K), (d) isolados da Talandia, Indonésia e Vietna,
Grupo P, e (e) isolados da Tailandia, Camboja e Vietna que nao compartilham
haplotipos com nenhum isolado de outras macrorregioes (Grupo N e M).

A China/Cor¢éia ficou dividida em trés grupos, onde o Grupo S e Q sao
representados por isolados da China, porém o Grupo Q compartilha haplétipo
com um isolado do Sudeste Asiatico, enquanto que o Grupo R é representado
por isolados da Coréia e compartilha haplotipo com um isolado da Melanésia.

Por fim, os isolados da América Central/México estao agrupados com os
da América do Sul (Grupo E), no entanto ha alguns isolados da Ameérica do
Sul que nao compartilham haplotipos com os de outra origem (Grupo B, C e
D). Os isolados da Mata Atlantica estado representados no agrupamento F e G,
proximos aos isolados americanos e aos isolados da Melanésia, enquanto que
dois isolados de P. vivax provenientes de Mata Atlantica (40MT e 103_03MT)
encontram-se agrupados com isolados americanos (Grupo E). Na arvore
filogenética nao foi possivel encontrar esta aproximacdo entre as
macrorregioes (Figura 15), mas € possivel observar que estes isolados estao

em clados bem estruturados e Unicos (representado em amarelo).
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Em conclusado, a rede de haplotipos e a arvore filogenética foram
incapazes de separar os isolados provenientes da Ameérica Central e da
Ameérica do Sul, o que sugere uma introducao recente de P. vivax nas Ameéricas
a partir da colonizacao do continente pelos europeus e através do comércio
transatlantico de escravos africanos.

Para um melhor entendimento do compartilhamento de haplotipos entre
os isolados de P. vivax, foi realizado uma analise baseada na comparacao de
haploétipos dois a dois entre todas as macrorregides (Africa, América do Sul,
Ameérica Central/México, Sul da Asia, Sudeste Asiatico, Melanésia, Oriente
Médio/Asia Central, e China/Coréia) deste estudo. Os resultados desta
analise estao ilustrados na Tabela 24 e sugerem que a América do Sul foi a
macrorregidao com o maior numero de hapléotipos (119) e que trés destes, sao
compartilhados com a América Central/México, Sul da Asia, Sudeste Asiatico
e Melanésia. Entretanto, a Ameérica Central, foi a macrorregiao com menor
numero de haplotipos, totalizando 12, sendo sete uUnicos e cinco
compartilhados com o Sul da Asia, Sudeste Asiatico, Melanésia e Oriente
Médio/Asia Central. O Sudeste Asiatico apresentou um total de 87 haplétipos,
mas apenas sete sao compartilhados com isolados da Melanésia e
China/Coréia. Ja o Sul da Asia (total de 62 haplétipos) compartilha oito
haplétipos com isolados da Melanésia, Oriente Médio e do Sudeste Asiatico. A
Melanésia (total de 51 haplotipos) e o Oriente Médio (total de 19 haplotipos)
compartilham haplotipos com isolados de diferentes regides, enquanto que a
Africa (total de 45) compartilha seis haplétipos com a América Central, Sul da
Asia, Melanésia e Oriente Médio. Por fim, a China/Coréia contém 37
haplotipos, sendo trés compartilhados com o Sudeste Asiatico e Melanésia.
Todos esses resultados vao de encontro aos dados anteriormente explorados

na rede de haplotipos (Figura 16).
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4.9.1.1 Anadlise filogenética e rede de haplétipos de P.vivax e P. simium
provenientes das Américas

Com base na analise de 304 sequéncias genOmicas provenientes da
Ameérica Central/México e do Sul, foi possivel encontrar 126 polimorfismos
distribuidos ao longo do genoma mitocondrial completo de P. vivaxe P. simium.
A rede de haplotipos, representada na Figura 17, foi construida através do
programa Network 4.6, com todas as sequéncias americanas disponiveis no
GenBank (220 isolados) combinando com as sequenciadas neste estudo (84
sendo, 52 isolados do Brasil (32 provenientes da Mata Atlantica, sendo 10
isolados de P. simium) e 32 isolados do Panama). A origem geografica dos
isolados foi representada por codigo de cores, ou seja, cada agrupamento
geografico foi codificado da seguinte forma: azul escuro — Brasil, azul claro -
Ameérica Central/México, laranja — Peru, verde — Colombia, marrom — Equador,
amarelo — Mata Atlantica e vermelho — Venezuela. Os isolados da América
Central/México nao foram separados, pois ha muitos paises com poucos
isolados, o que dificultaria a representacao por codigo de cores.

A grande maioria dos aglomerados de haploétipos estdo unidos segundo
a localizacao geografica. Quase todos os isolados da Ameérica Central/México
(54 /68) estao inseridos no Grupo D e compartilham um mesmo haplétipo com
isolados do Brasil (41/171), da Mata Atlantica (2/32), do Peru (2/31) e
Equador (1/2), mas nao com os venezuelanos.

Os isolados brasileiros compartilham haplétipos com todas as regides
(América Central/Meéxico, Peru, Venezuela, Colombia, Equador e Mata
Atlantica), no Grupo B, por exemplo, o Brasil (15/171) compartilha haplétipo
com um isolado com a Venezuela (VE1082), e no Grupo A, o Brasil (2/171)
compartilha haplotipo com isolados da Colombia (2/17), Peru (2/31) e

isolados venezuelanos (1/15), Figura 17.
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Figura 17 - Rede de haplotipos mostrando a relacao entre as populacoes de P. vivax
das Américas. O tamanho do circulo é proporcional a frequéncia de
haplétipos e cada cor representa a origem geografica: azul escuro —
Brasil, azul claro — América Central, laranja — Peru, verde — Colombia,
marrom — Equador, amarelo — Mata Atlantica e vermelho — Venezuela.
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Os isolados da Mata Atlantica (32 sequéncias, sendo 22 de P. vivaxe 10
de P. simium) foram inseridos nas analises com o intuito de investigar se os
isolados de P. simium, provenientes de diferentes regidoes do Brasil (Sao Paulo
(9), Indaial (SC) (1) e Viamao (RS) (1)), compartilham haplotipos com os
isolados de P. vivax brasileiros oriundo da Mata Atlantica e Floresta
Amazonica, bem como, com os isolados das Ameéricas, além de inferir se seres
humanos adquiriram P. vivax de macacos do Novo Mundo ou se esses
macacos se infectaram a partir do convivio em simpatria com seres humanos.

A Figura 17 sugere que todos os isolados da Mata Atlantica
(representado em amarelo) estao agrupados principalmente, independente do
hospedeiro, em duas subpopulacoes, como representados no Grupo C, com
excecao de dois isolados, 40MT e 103_03MT (hospedeiro humano), que estao
agrupados no Grupo D, junto com isolados de origens dispares (Ameérica

Central/México, Peru, Venezuela, Colombia, Equador e Brasil).
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A partir dos resultados acima relatados, construimos uma nova rede de
haplotipos com amostras de diferentes hospedeiros, macacos e humanos,
provenientes da Mata Atlantica (Figura 18). Com isso, foi possivel afimar que
todas as amostras de P. simium (10) compartilham haplotipos com os isolados
brasileiros oriundo da Mata Atlantica (haplotipo 1 e 2, Figura 18), mas nem
todos os isolados de P. vivax (hospedeiro humano, proveniente da Mata
Atlantica) compartilham haplétipos com isolados de P. simum (haplotipos 3,
4, 5, 6 e 7). Além disso, foi possivel obeservar que todas as amostras de P.
simium sequenciadas pelo nosso grupo compartilham o mesmo haplétipo (1,
haplétipo mais comum), ou seja, independente do local de coleta (Viamao (RS),
Indaial (SC) e Sao Paulo (SP)) essas amostras sao idénticas (Tabela 25). Ainda
na Figura 18, o segundo haplotipo mais comum, 2, é representado por
isolados de P. vivax (9) e apenas um isolado de P. simium, sequenciado por Mu
e colaboradores (2005). O haploétipo S esta presente nos dois isolados (40MT e
103_03MT) que ficaram agrupados anteriormente com os isolados americanos

(Gurpo E, Figura 16 e Grupo D, Figura 17).

Figura 18 - Rede de haplotipos mostrando a relacado entre as populacoes de P. vivax
provenientes da Mata Atlantica e P. simium. O tamanho do circulo é
proporcional a frequéncia de haplotipos e cada cor representa o tipo
hospedeiro: azul escuro — humano e amarelo — macacos (Aloutta
clamitans e Callicebus nigrifans).

D macacos

Biumanos
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Baseado nestes resultados, o nosso proximo passo foi analisar as
sequéncias brasileiras com o intuito de investigar quais SNPs estavam
presentes somente nas sequéncias originadas da Mata Atlantica, mas nao nos
isolados provenientes da Floresta Amazonica. Com isso, realizamos o
alinhamento do genoma mitocondrial completo de 171 isolados brasileiros
disponiveis no GenBank (119) e sequenciados neste estudo (52) e
identificamos 83 polimorfismos de base unica exclusivos da Floresta
Amazodnica e S SNPs exclusivo da Mata Atlantica (G1342C, A3325T, T4134C,
A4468G e AS5322C, Tabela 26). A Figura 19 esquematiza o genoma
mitocondrial completo e as posicoes dos SNPs encontrados na Mata Atlantica
e Floresta Amazonica.

Depois destes resultados, o proximo objetivo foi identificar se estes cinco
SNPs, exclusivos da Mata Atlantica, estavam presentes em isolados
provenientes de todas as regioes endémicas para P. vivax (banco de dados com
941 isolados). Esta comparacao permitiu identificar apenas um SNP, A3325T,
encontrado em um isolado proveniente de Papua Nova Guiné (ID: 971095),
enquanto que os demais foram exclusivos da Mata Atlantica quando
comparado com todas as sequéncias disponiveis atualmente no GenBank e
sequenciadas neste estudo.

Portanto, os resultados relatados acima sugerem que os isolados de P.
vivax provenientes da Mata Atlantica apresentaram uma maior diversidade
genética (Figura 18) quando comparados com os isolados de P. simium,
permitindo afirmar que a direcao da transmissao lateral, baseados nestes

dados, foi de humanos para macacos e nao vice-versa.
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Tabela 26 - Identificacao de SNPs exclusivos da Mata Atlantica em isolados de P.
vivax e P. simum. Os nucleotideos em negrito sao exclusivos da Mata
Atlantica.

Posicao/SNP

Isolados C1342G A3325T T4134C A4468G A5322C
Intergénica Cox1 Cox1 Cox1 CytB

G

Psimium
SS3Ps
139Ps
BI65Ps
R5Ps
160Ps
121Ps
95Ps

97Ps

45Ps
1312MT
JSB62_MT
1565MT
GAB847_MT
RO54_MT
VC57MT
1272MT
OJA51_MT
1411MT
1760MT
1451MT
ACC54_MT
FW63MT
MASM61_MT
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4.9.2 Anadlise filogenética e rede de haplétipos de P.falciparum

A estrutura populacional de P. falciparum foi analisada através do

alinhamento do genoma mitocondrial completo de 1795 sequéncias, sendo
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244 sequenciadas neste estudo (147 do Brasil, 21 da Venezuela, 6 do Panama,
20 da Indonésia, 23 de Papua Nova Guiné e 27 da Tanzania), 812 sequéncias
capturadas do genona completo disponivel no banco de dados ENA (462
sequéncias da Africa e 350 do Sudeste Asiatico) e 739 sequéncias disponiveis
no GenBank. O alinhamento do genoma mitocondrial permitiu identificar 330
SNPs.

A arvore filogenética foi gerada com o programa MrBayes a partir de
sequéncias nao idénticas (325) e as sequéncias idénticas foram adicionadas
apos as corridas de maneira automatizada (script), enquanto que a rede de
haplétipos foi construida com 1795 isolados com o auxilio do programa
Network 4.6. A origem geografica dos isolados foi representada por codigo de
cores, no qual, cada agrupamento geografico foi codificado da seguinte forma:
azul escuro — Ameérica do Sul, azul claro — América Central/México, verde
escuro — Sudeste Asiatico, laranja — Sul da Asia, rosa- Melanésia, e vermelho
- Africa.

A Figura 20 apresenta a arvore filogenética de P. falciparum gerada a
partir da analise bayesiana e subdividida em clados bem estruturados, com
estimativa de probabilidade posterior 20,70 (indicados por circulos, Figura 20)
e clados com estimativas inferior a 0,70 (minoria), os quais incluem amostras
de origens dispares, representado por exemplo, pelo clado R. Este clado é
constituido por todos os isolados da América Central/México (5 amostras do
Panama, sequenciadas neste estudo e 2 amostras do Haiti) com excecao de
um isolado do Panama, que esta agrupado no clado A. Neste clado, também
esta presente alguns isolados da América do Sul (representado pela Venezuela
(4), Brasil (1) e Equador (1)), Sudeste Asiatico (Camboja (18), Indonésia (4),
Tailandia (3) e Vietna (1)), Sul da Asia (India (11)), Melanésia (5 isolados de
Papua Nova Guiné) e isolados provenientes de diferentes paises da Africa
(Mali, Gana, Tanzania, Burquina Faso, Republica Guiné e Gambia).

Os clados bem suportados estatisticamente sao particularmente
informativos para o agrupamento de isolados de uma mesma regiao
geografica. Os isolados da Melanésia sao representados por diferentes clados,
sendo os clados B e I sao constituidos por amostras oriundas de Papua Nova

Guiné, Ilhas Salomio e Vanuatu, além de poucas amostras do Sul da Asia,
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Sudeste Asiatico e Africa agrupadas somente no clado I, enquanto que os
clados J e K somente os isolados de Papua Nova Guiné estao presentes (Tabela
27).

Os isolados do Sudeste Asiatico estao agrupados nos seguintes clados:
o clado C, formado por varios isolados de Camboja (42), Tailandia (49),
Filipinas (24), Vietna (6) e Indonésia (1), além de isolados da Melanésia
representados por Vanuatu (76) e Papua Nova Guiné (3), dois isolados da
Africa (1 Burquina Faso e 1 Tanzania) e um isolado da Colémbia. Os clados M
e N sao representados por isolados da Tailandia e Camboja, enquanto que o
clado L é representado pela Tailandia (84), Camboja (27) e Papua Nova Guiné
(1). Os clados O, P e Q, estao agrupados separadamente por isolados de
Camboja (15), Filipinas (8) e Tailandia (12), respectivamente.

O Sul da Asia, representado por isolados indianos (Tabela 4), estéo
aglomerados em dois clados, G e H. O primeiro formado principalmente por
isolados indianos (25), mas também, do Sudeste Asiatico (4) e Africa (1) e
segundo, constituido exclusivamente pela India (9,9% os isolados indianos
estao neste clado), Tabela 27.

Ja os isolados africanos estao agrupados em dois clados principais, A e
D, e sao representados por diferentes regidoes deste continente (Gana,
Tanzania, Republica Dominicana, Mali, Burquina Faso, Gambia, Mauritania,
Sudao, Africa do Sul, Serra Leoa e Senegal). O clado A é formado por 41,7%
(263) dos isolados africanos representados neste estudo, além de 42,1% dos
isolados da Melanésia, representado por 59 isolados da Papua Nova Guiné, 47
do Vanuatu e 22 provenientes de I[lhas Salomao. Dentre os isolados do Sudeste
Asiatico, apenas 5,4% (29) estao representados neste grupo. Além desses,
também estdo presente os isolados do Sul da Asia (18,5%, 15), América do Sul
(5,5%) representada por 13 isolados brasileiros e apenas 1 isolado do Panama.
Ja o clado D, é constituido por uma amostra americana (Brasil), nove isolados
da India, trés do Camboja e 133 (21,1%) isolados africanos representados por
diferentes paises deste continente.

Por fim os isolados americanos estdo espalhados pela arvore
filogenética. Os isolados da América Central/México estao alocados no clado

R, sem suporte estatistico, sendo que 5 isolados (83,3%) sao do Panama e 2
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(100%) do Haiti. Os isolados da América do Sul sao representados por clados
Unicos e bem estruturados, ou seja, nao ha mistura de isolados de outras
regioes endémicas para P. falciparum, com excecao de uma amostra
proveniente de Gana (Africa) no clado E. Neste clado, 69,2% (144) das
brasileiras estao aqui representadas por diferentes estados, Acre, Para,
Manaus e Rondonia. Além destas, estao presentes sete (33,3%) amostras da
Venezuela, todas as amostras do Peru (5) e uma (50%) do Equador, enquanto
que no clado F (22 amostras, 10,6,3%), somente as amostras do Para

(municipio de Tailandia) estao presentes.

Figura 20 - Arvore filogenética gerada a partir da analise bayesiana mostrando a
relacao entre as populacoes de P. falciparum. Os ramos bem suportados
(probabilidade posterior = 0,70) estao indicados por circulos. Os ramos
sdo coloridos de acordo com a origem geografica: azul escuro — América
do Sul, azul claro — América Central/México, verde escuro — Sudeste
Asiatico, laranja — Sul da Asia, rosa- Melanésia, e vermelho - Africa.
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Tabela 27 - Agrupamentos de isolados de P. falciparum representados por clados na
arvore filogenética gerada do com programa Mrbayes. Os numeros
representam o total de isolados pertencentes em cada clado e a
percentagem encontrada.

Clado Macrorregiao n Regiao n
AFR 263 41,7% Gana 108 41,2%
Tanzania 48 47,5%
Republica Guiné 44  45,8%
Mali 20  43,4%
Gambia 18 29,5%
Burquina Faso 17 42,5%
Senegal 3 33,3%
Sudao 2 40,0%
Africa do Sul 2  100,0%
A Mauritania 1 25,0%
MEL 129 42,1% Papua Nova Guiné 59  48,4%
Vanuatu 47 35,0%
Ilhas Salomao 22 43,1%
SEA 29 5,4% Indonésia 11 55,0%
Filipinas 9 16,7%
Tailandia 5 2,7%
Camboja 3 1,1%
SOA 15 18,5% India 15 18,5%
AMS 13 5,5% Brasil 13 6,2%
AMC 1 12,5% Panama 1 16,6%
MEL 25 8,2% Ilhas Salomao 12 23,5%
B Vanuatu 11 8,2%
Papua Nova Guiné 2 1,6%
SEA 218 50,0% Camboja 42 51,6%
Tailandia 49 26,9%
Filipinas 24 44,4%
Vietna 6 66,7%
c Indonésia 1 5,0%
MEL 79  25,7% Vanuatu 76 56,8%
Papua Nova Guiné 3 2,5%
AFR 2 0,3% Burquina Faso 1 2,5%
Tanzania 1 1,0%
AMS 1 0,4% Colémbia 1 100,0%
AFR 133 21,1% Gana 58 22,1%
Gambia 23 37,7%
Republica da Guiné 20  20,8%
D Mali 10 21,7%
Tanzania 10 10,0%
Burquina Faso 8 20,0%

Mauritania 2 50,0%
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Clado Macrorregiao n Regiao n
Senegal 1 11,1%
SOA 9 11,1% India 9 11,1%
SEA 3 0,6% Camboja 3 1,1%
AMS 1 0,4% Brasil 1 0,5%
AMS 157 66,2% Brasil 144 69,2%
Venezuela 7 33,3%
E Peru 5 100,0%
Equador 1 50,0%
AFR 1 0,2% Gana 1 0,3%
F AMS 22 9,3% Brasil 22 10,6%
SOA 25 30,8% India 25  30,9%
G SEA 4 0,8% Tailandia 2 1,1%
Camboja 2 0,7%
AFR 1 0,2% Burquina Faso 1 2,5%
H SOA 8 9,9% India 8 9,9%
MEL 7 2,3% Papua Nova Guiné 6 4.5%
Ilhas Salomao 1 2,0%
I SOA 4 5,0% India 4 5,0%
SEA 2 0,4% Tailandia 2 1,1%
AFR 1 0,2% Gana 1 0,3%
J MEL 11 3,6% Papua Nova Guiné 11 9,0%
K MEL S 1,6% Papua Nova Guiné S 4,0%
SEA 111 20,9% Tailandia 84  46,1%
L Camboja 27 10,1%
MEL 1 0,3% Papua Nova Guiné 1 0,8%
M SEA 36 6,7% Camboja 35 13,1%
Tailandia 1 0,5%
N SEA 16 3,0% Camboja 11 4.1%
Tailandia 5 2,7%
(o) SEA 15 2,8% Camboja 15 5,6%
P SEA 8 1,5% Filipinas 8 14,9%
Q SEA 12 2,2% Tailandia 12 6,5%
AFR 115 18,3% Tanzania 27  26,7%
Mali 6 13,0%
Republica Guiné 14 14,5%
Gana 36 13,7%
Gambia 23 37,7%
R Burquina Faso 8 20,0%
Nao Identificado 1 -
SEA 26 4,9% Camboja 18 6,7%
Indonésia 4 20,0%
Tailandia 3 1,6%
Vietna 1 11,0%
SOA 14 13,6% India 11 13,5%
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Tabela 27 - Continuacao da pagina anterior.

Clado Macrorregiao n Regiao n
AMC 7 87,5% Panama 5 62,5%
Haiti 2 100,0%
AMS 6 2,5% Venezuela 4 19,0%
Brasil 1 0,5%
Equador 1 50,0%
MEL 5 1,6% Papua Nova Guiné 5 4,0%

A rede de haplotipos gerada pela metodologia de median-joining (Figura
19) apresentou resultados similares aos da arvore filogenética obtida por
analise bayesiana (Figura 21). A grande maioria dos aglomerados de
haplétipos estdao unidos segundo a localizacao geografica dos isolados. Quase
todos os isolados do Sudeste Asiatico estao inseridos em seis grupos principais
(representados em L, M, N, O, P e Q Figura 21). Os grupos M, N e O sao
representados predominantemente por isolados de Camboja, enquanto que o
grupo P e Q é formado por isolados originados das Filipinas e Tailandia,
respectivamente. Ja o Grupo L apresenta uma mistura de isolados do Vietna,
Tailandia e Camboja.

As sequéncias da Melanésia estao espalhadas por toda a rede,
compartilhando haplétipos com os isolados do Sudeste Asiatico (grupo C) e
Africa (grupo A, o mais diversificado geograficamente). As sequéncias dos
agrupamentos J e K sao provenientes de uma Unica origem geografica, Papua
Nova Guiné e Ilhas Salomao, repectivamente, enquanto que o agrupamento B
apresenta sequéncias de origens dispares, Papua Nova Guiné, Ilhas Salomao
e Vanuatu.

Os isolados africanos estdo representados em dois grupos principais, o
Grupo A e o Grupo D. O primeiro € constituido de isolados de todas as origens,
Africa, Sul da Asia, Sudeste Asiatico, Melanésia, América do Sul (5 isolados
brasileiros) e América Central (1 do Panama), além de muitos isolados
“satélites” provenientes de Africa, Sul da Asia, Sudeste Asiatico, Melanésia,
Ameérica Central (5 isolados do Panama e 2 do Haiti) e América do Sul (1 do
Equador, 1 do Brasil e 5 da Venezuela), sugerindo que este Grupo seja o centro

de irradiacao de haplotipos, e o segundo (Grupo D), localizado a um passo
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mutacional do Grupo brasileiro (E), formado por isolados de diferentes paises
da Africa, como também da India, Camboja e um do Brasil.

Por fim, as amostras americanas estao agrupadas no canto inferior a
esquerda da Figura 21, e sao representadas principalmente por dois Grupos,
F e G. O agrupamento desses isolados € idéntico ao encontrado na arvore
filogenética (Figura 20), ou seja, o grupo F € constituido predominantemente
por isolados provenientes da Tailandia (Para, BR), enquanto que o Grupo E é
representado por isolados provenientes de varias regides do Brasil, Acre, Para,
Manaus e Rondodnia. Além dos brasileiros, também estao presentes neste
Grupo isolados da Venezuela (7), do Peru (5) e um do Equador. Além disso, ha
alguns isolados “satélites” representados por nove amostras da Venezuela e
algumas brasileiras. O isolado da Colombia esta localizado no Grupo C.

Até o presente momento, ndao ha estudos cientificos que expliquem a
baixa diversidade genética encontrada entre os isolados americanos, porém
estudos sugerem que P. falciparum se originou na Africa, dispersou-se por
todo o mundo como resultado da migracdo humana e foi introduzido nas
Américas provendo de uma Unica regiao, o que explicaria o fato de nao haver

uma grande mistura genética com os de outra localidade.



América Central/México, verde escuro — Sudeste Asiatico, laranja — Sul da Asia, rosa- Melanésia, e vermelho - Africa.
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Figura 21 - Rede de haplétipos mostrando a relacdo entre as populacdes de P. falciparum. O tamanho do circulo é proporcional
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Assim como anteriormente apresentado para os resultados de P. vivax,
realizamos também para P. falciparum uma analise baseada na comparacao
de haplétipos dois a dois entre todas as macrorregides (Africa, América do Sul,
Ameérica Central, Sul da Asia, Sudeste Asiatico e Melanésia) deste estudo.

A Tabela 28 ilustra os resultados e sugere que a Africa foi a macrorregido
com o maior numero de haplotipos (191), sendo 179 tunicos e 12 sao
compartilhados com todas as macrorregidoes. Entretanto, a Ameérica Central,
foi a macrorregiao com menor numero de haploétipos, totalizando 5, sendo dois
Unicos e trés compartilhados com o Sul da Asia, Sudeste Asiatico, Melanésia.
O Sudeste Asiatico apresentou 56 haplétipos, sendo 48 unicos e oito
compartilhados, enquanto que o Sul da Asia, contém 23, sendo 18 tinicos e
cinco haplotipos compartilhados. Ja a América do Sul (total de 41 haplotipos)
compartilha cinco haplotipos com isolados da Melanésia, América Central, Sul
da Asia e Sudeste Asiatico. Por fim, a Melanésia contém 35 haplétipos, sendo
seis compartilhados entre todas as macrorregides. Todos esses resultados vao

ao encontro dos dados explorados na rede de haplotipos (Figura 21).
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4.9.2.1 Analise filogenética e rede de haplétipos de P.falciparum provenientes
das Américas

A rede de haplotipos representada na Figura 22, foi contruida com base
na analise de 245 sequéncias do genoma mitocondrial provenientes da
Ameérica do Sul (208 do Brasil, 21 da Venezuela, S do Peru, 2 do Equador e 1
da Coloémbia) e América Central (6 do Panama e 2 do Haiti). Com o
alinhamento foi possivel encontrar 58 SNPs distribuidos ao longo do genoma
mitocondrial completo de P. falciparum. A origem geografica dos isolados foi
representada por codigo de cores da seguinte forma: azul escuro — Brasil, azul
claro — América Central, laranja — Peru, verde — Colombia, marrom — Equador
e vermelho — Venezuela. Os isolados da América Central nao foram separados
para melhorar comparar com a rede de P. vivax.

Todos os isolados do Peru estao inseridos no Grupo A e compartilham o
mesmo haplotipo com muitos isolados do Brasil (143 isolados de diferentes
estados, Acre, Para, Manaus e Rondonia), além de sete isolados da Venezuela
e um do Equador.

O Grupo B, é formado predominantemente por isolados provenientes do
municipio de Tailandia, localizado no estado do Para (BR), enquanto que o
Grupo D, contém um isolado do Panama que compartilha haplétipo de
isolados brasileiros de diferentes estados do pais.

Por fim, o Grupo C é formado exclusivamente por isolados do Panama
(3). O tinico isolado da Colombia, encontra-se proximo a este agrupamento, e
nao compartilha haplétipo com nenhum outro isolado, entretanto o segundo
isolado do Equador, compartilha haplotipo com os dois isolados do Haiti

(Figura 22).
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Figura 22 - Rede de haplotipos mostrando a relacao entre as populacoes de P.
falciparum das Américas. O tamanho do circulo & proporcional a
frequéncia de haplotipos e cada cor representa a origem geografica: azul
escuro — Brasil, azul claro — América Central, laranja — Peru, verde —
Colombia, marrom — Equador e vermelho — Venezuela.
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4.10 Fluxo génico e as rotas migratorias de P. vivax e P. falciparum

As rotas migratorias de P. vivax e P. falciparum foram geradas a partir
do programa Migrate-n descrito por Beerli e Felsenstein (2000). O programa
emprega a teoria de coalescéncia para simular diferentes cenarios de fluxo
génico entre as populacoes. Neste estudo, a analise da rota migratoria foi
baseada na Inferéncia Bayesiana para calcular a direcao da migracao entre as
localidades amostradas. As amostras de P. vivax foram agrupadas em seis
macrorregioes, (1) América - AME (América Central e Ameérica do Sul), (2)
Africa - AFR, (3) Sul da Asia - SOA (Sul da Asia e Oriente Médio e Asia Central),
(5) Sudeste Asiatico — SEA, Melanésia - MEL e (6) China/Coréia — CHK,
enquanto que as amostras de P. falciparum foram agrupadas em cinco
macrorregioes, (1) América - AME (América Central e Ameérica do Sul), (2)

Africa - AFR, (3) Sul da Asia - SOA, (4) Sudeste Asiatico - SEA e (5) Melanésia
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- MEL. As macrorregioes foram reagrupadas nesta analise, pois a analises
utiliza-se do método Monte Carlo e Cadeia de Markov (Markov Chain Monte
Carlo), o qual demanda um grande poder computacional quando se utiliza
mais localidades.

Os genomas mitocondriais completos de ambas as espécies (P. vivax e
P. falciparum) foram utilizados para comparar 19 modelos com diferentes
hipoteses de rotas migratorias, sendo 11 modelos para P. vivax (Figura 7) e 8
modelos para P. falciparum (Figura 8). Todos os modelos foram gerados com
diferentes parametros, até chegar no parametro ideal comum para todos os
modelos, apresentado neste trabalho (ver Material e Métodos). Os modelos
foram construidos levando em consideracao que a América foi o ultimo
continente a ser colonizado por Plasmodium, logo foi considerada como fonte
receptora de parasitos. A Africa, em todas as situacées, é fonte doadora de
parasitos para as Américas, pois € sabido que a colonizacdo e o comércio
transatlantico de escravos contribuiram com a migracao dos parasitos para
este continente (CULLETON et al., 2011; TAYLOR et al., 2013; YALCINDAG et
al., 2011).

A escolha do melhor modelo foi baseada no marginal likelihood (Log-
Probability of the data given the model), usando a integracao termidinamica 1b
e nos valores de modelo de probabilidade (proximo a 1). Dentre os 11 modelos
testados para P. vivax, o modelo G, foi o que melhor se ajustou aos nossos
dados com o valor de integracao termodinamica (1b) igual a -15930,88 (Bezier
InL, maior valor), representado na Tabela 29. Este modelo sugere que ocorreu
migracdo unidirecional da Africa (local de origem deste parasito) para os
outros continentes com as primeiras migracoes humanas (Figura 7, modelo
G) e uma migracdo bidirecional Africa < Sul da Asia, sugerindo que a
populacao de P. vivax representada atualmente na Asia seja o resultado de
bottleneck, ou seja, uma linhagem que migrou para o continente asiatico antes
da disseminacéo fenétipo Duffy negativo na Africa. Mais tarde, estes parasitos
da Asia foram re-introduzidos na Africa e esta miscigenacio, Africa — Sul da
Asia, migrou para as Américas. Além disso, este modelo também sugere que

as Ameéricas foram colonizadas por parasitos da Melanésia (Figura 23).
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A taxa de imigracao efetiva (M, que significa: taxa de imigracao dividida
pela taxa de mutacao) foi calculada para todas as rotas migratoérias (oito,
Figura 7, modelo G) apresentadas neste modelos. A Figura 23 apresenta a
direcdo e a taxa de migracdo, sugerindo que a Africa foi o continente que mais
contribuiu com a colonizacao das Ameéricas (MafricasAmérica 246,7), seguido da

Melanésia (MMelanéisaaAmérica 193) e Sul da Asia (MSul da Asia—América 153,3)



129

0S9€CT60 00‘0 88°0€6SI- ©9 ‘NS HNV< THIN + HINV< VOS + g O[°POIN D

0000000°0 CO‘te- 06°¢96SI- 09 ‘N L HINV< H3O + 9 O[9POIN T4
0000000‘0 LS‘0L- S+P‘T0091- ©9 ‘N L HINV< VAS + g O[epOIN  T1d
LTI8E000°0  ¥LL- TI98E6STI- ©9 ‘N L HINV< VOS + 9 O[°POIN 1A
9686£T0°0 GO‘c- €SbehSI- 09 ‘N L HNV<— THIN + g O[9POIN 1D
0000000°0 OT‘LT- 86°LS6S1- ©9 ‘N9 HINV< H3IO + V O[9POIN A
0000000°0 ST‘6t- €I1°086S1- ©9 ‘N9 HINV< VIS + V O[9POIN Cl
00000000 0T‘8E- 80°696ST- ©9 ‘N9 HINV< VOS + VO[PPOIN [
0000000°0 99°LC- +S‘8S6STI- ©9 ‘N9 ANV TAIN + V O[9POIN o)
GESEES0‘0  0S8‘C- €L°6€6S1- 09 ‘N9 (VOS < ¥4V) g O[°pPoIN S|
0000000°0 CT6°€S- 08‘P86STI- ©9 ‘NS (VOS < ¥4dV) V O[9POIN ~ V
opepInqgeqord d9471 TUuf I91zog oJjoweied OJ9POIAl OP OWWmHOmQQ O[9POIA

Ul 19129 9P SaI0TeA
SO OpuUN3as ‘D) 0 10] O[OPOW JOY[AW O XD ‘d 9P BLI0}eI3IW BJOI 9P SO[OPOUW SO 2I3UL oederedwiod Bp opel[nsay - 6Z eleqel



130

"'S91UBI3IW 9P 0AN}RJe OJSWNU O WEjuasaIdal sorownu
SO 9 SeLIOJeI3IW SBJOJ SB WEIOIPUl SB}as SY "U-21ei3IN eweidoid op inied e epeldsd xvaa ‘d 9p BLIOJeI3IW B0y - € einsdig




131

Dentre os 8 modelos testados para P. falciparum, o modelo C1, foi o que
melhor se ajustou aos nossos dados, com o valor de integracao termodinamica
(1b) igual a -14643,68 (Bezier InL, maior valor) e modelo de probabilidade igual
a 0,75143332, representado na Tabela 30. Este modelo sugere que ocorreu
migracdo unidirecional da Africa (local de origem deste parasito) para os
outros continentes com as primeiras migracoes humanas (Figura 8, modelo
C1) e uma migracdo bidirecional Africa < Sul da Asia, como relatado
anteriormente.

A rota migratoria, apresentada na Figura 24, sugere que a Ameérica foi
colonizada por isolados de P. falciparum provenientes de duas regides: Africa,
com a maior taxa de imigracao efetiva, M (MAatrica-américa: 1380,0) e Sul da Asia,
com a menor taxa de migracdo (Msul da Asia —América: 740,0). A Figura 24

apresenta a direcdo e a taxa de migracao de todas as macrorregioes.
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5.1 Diversidade genética e estrutura populacional existente entre os
isolados de P. vivax e P. falciparum

Para compreender diferentes aspectos da malaria, € fundamental estudar
e estimar a diversidade genética e inferir a historia evolutiva dos genes e das
populacoes destes parasitas. Estes estudos fornecem indicios importantes
relacionados a estrutura populacional, que descrevem e quantificam como os
alelos estao espacialmente dispersos e como a diversidade genética global esta
organizada, além de identificar antigenos candidatos a vacina e genes
associados a resisténcia a medicamentos. Além disso, essas informacoes sao
importantes para detectar casos importados de malaria e para verificar a
eficacia de medidas de controle local da doenca.

Neste estudo, analisamos a diversidade genética global, baseado em
genoma mitocondrial, existente entre os isolados de P. vivax (941) e P.
falciparum (1795) através de trés diferentes indices de diversidade:
nucleotidica (mt), haplotipica (Hd), e por sequéncia (6w). Em todos os testes, os
isolados de P. vivax apresentaram-se mais diversos quando comparado com
os isolados de P. falciparum, o que vai ao encontro com os dados previamente
demonstrado por Neafsey et al. (2012), Jennison et al. (2015) e Hupalo et al.,
(2016). Todos os pesquisadores comparam a diversidade genética existente
entre as duas espécies através de diferentes marcadores moleculares. O
primeiro, sugeriu que P. vivax era mais diverso geneticamente que P.
falciparum ao analisar o sequenciamento do genoma completo de seis isolados
de P. vivax e seis de P. falciparum provenientes de diferentes regidoes do mundo,
América Latina, Sul da Asia, Leste da Asia e Africa, enquanto que o segundo,
sugeriu tal diversidade, através de dados de microssatélites provenientes de
isolados circulantes em uma mesma regiao, Papua Nova Guiné. Ja o terceiro,
realizou o sequenciamento do genoma nuclear completo de 182 isolados de P.
vivax de 11 paises diferentes e comparou com os isolados de P. falciparum
disponiveis na literatura. Tal fendmeno pode ter duas explicacoes: a taxa de
mutacao do P. vivax € maior que a do P. falciparum ou P. vivax adaptou-se aos
seres humanos ha mais tempo e, portanto, acumulou ao longo dos anos de

evolucao um maior numero de polimorfismos.
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A estrutura populacional de P. vivax foi analisada combinando o genoma
mitocondrial completo de 805 isolados depositados no GenBank (CORNEJO;
ESCALANTE, 2006; CULLETON et al., 2011; IWAGAMI et al.,, 2010;
JONGWUSTIWES et al., 2005; MU et al., 2005, TAYLOR et al., 2013) com os
136 sequenciados neste estudo. A topologia da rede de haplotipos gerada pela
metodologia de median-joining (Figura 16) € um espelho da arvore filogenética
obtida por inferéncia bayesiana (Figura 15), onde foi possivel observar que os
polimorfismos do genoma mitocondrial permitem agrupar as amostras de P.
vivax de acordo com as seguintes regides: (a) Africa, Sul da Asia e Oriente
Médio/Asia Central, (b) Sudeste Asiatico, (c) Melanésia, (d) América (América
Central/México e do Sul) e (e) China/Coréia. A rede de haplétipo deste estudo
apresenta um quadro semelhante previamente observado por Mu et al. (2005),
Cornejo; Escalante (2006) e Taylor et al. (2013), onde a populacdao da
Melanésia e Leste da Asia demonstraram a maior diversidade de haplétipos,
sugerindo que estas populacoes de P. vivax sdao as mais antigas. No entanto,
a diversidade de haplétipos diminui do leste da Asia para o Sul da Asia e
Africa, correspondendo a uma migracao leste-oeste de P. vivax (CORNEJO;
ESCALANTE, 2006; CULLETON et al.,, 2011). A Africa apresentou uma
populacdao de P. vivax com a menor diversidade de haplotipos, quando
comparada com todas as outras populacoes, inclusive menor do que a
Ameérica, que € considerado como sendo o ultimo continente colonizado por P.
vivax (CULLETON et al., 2011).

Estudos publicados nos ultimos dez anos baseados em genoma
mitocondrial de P. vivax, tem questionado a origem africana deste parasito,
sugerindo que a populacdo de P. vivax representada atualmente na Asia seja
o resultado de bottleneck, ou seja, uma linhagem que migrou para o continente
asiatico antes da disseminacao fenotipo Duffy negativo na Africa (LIU et al.,
2014; LOY et al., 2017). Estes parasitos agora asiaticos poderiam ter sido re-
introduzidos na Africa, principalmente na regido de Madagascar e na Africa
Oriental através da migracao humana, por comerciantes indianos (CULLETON
et al.,, 2011). Esta hipotese parece viavel uma vez que os isolados africanos e
do Sul da Asia compartilham o mesmo haplétipo (Figura 16), tornando-se

dificil a separacao geografica com base nas informacoes genéticas. Além disso,
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explicaria a baixa diversidade genética presente na Africa, pois a re-introducéao
de malaria vivax na Africa Oriental por imigrantes do Sul da Asia, ocorreu em
algumas centenas de anos, nao havendo tempo habil para acumular mutacoes
e gerar uma alta diversidade genética (CULLETON et al., 2011).

Curiosamente, a América apresentou uma diversidade genética
relativamente alta, comparada com a Melanésia e Sul da Asia, o que vai ao
encontro com os dados previmente publicado por Taylor et al. (2013). Até o
presente momento nao ha suporte cientifico que explique esta alta
diversidade, mas ha especulacoes de que a malaria vivax foi introduzida neste
continente em momentos distintos e de diferentes regioes, sendo
provavelmente trazidas por africanos junto com o comércio transatlantico de
escravos e europeus durante a era colonial. Entretanto, existe a possibilidade
de uma introducao muito mais antiga, simultanea com as primeiras migracoes
humanas (CARTER, 2003; GELABERT et al.,, 2016; LLAMAS et al., 2016).
Logo, a alta diversidade genética no continente americano pode ser
consequéncia de multiplas introducoes de P. vivax.

Em P. falciparum, a estrutura populacional apresenta um padrao
semelhante quando comparado com P. vivax, onde os polimorfismos presentes
no genoma mitocondrial completo permitiram agrupar os isolados de acordo
com as seguintes regioes: (a) Africa, (b) América do Sul, (c) Sudeste Asiatico e
(d) Melanésia. Entretanto, existem dois agrupamentos que compartilham
haplotipos com isolados de diferentes regidoes, o primeiro, Sudeste Asiatico e
Melanésia (Grupo C, Figura 20 e 21) e o segundo, que parece ter sido o centro
de irradiacao (Grupa A, Figura 20 e 21), com predominio dos isolados
africanos, mas também de as outras regioes, Melanésia, Sudeste Asiatico, Sul
da Asia e América. A disposicao dos isolados na rede de haplétipo deste estudo
foi muito similar ao publicado por Tyagi e colaboradores (2014), no entanto, o
numero amostral usado na analise de Tyagi foi muito inferior ao nosso, 141
versus 1.795 sequéncias. Em ambos estudos, a maior diversidade genética
encontrada foi entre os isolados do Sul da Asia (todos representados pela
India) e a menor entre os isolados da América do Sul, sugerindo que este foi o
ultimo continente a ser colonizado por P. falciparum. Além disso, a rede de

haplotipos, sugere que na espécie de P. falciparum, ha uma clara divergéncia
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entre os parasitos do Velho Mundo e os do Novo Mundo, ja que os isolados
americanos sao representados quase que exclusivamente por dois haplétipos
e nao ha uma mistura genética com outras regioes.

Algumas hipoteses tém sido propostas para explicar a baixa diversidade
genética encontrada nos isolados de P. falciparum do Novo Mundo, sugerindo
que este parasito pode ter sido selecionado em ambos hospedeiros, humanos
e mosquito. Chamou a atencao dos pesquisadores um gene localizado no
cromossomo 13 e identificado como Pfs47. Os resultados do sequenciamento
deste gene mostram que, enquanto ha wuma grande variedade de
polimorfismos para o gene Pfs47 nos parasitos africanos, nos espécimes do
Novo Mundo praticamente ndo ha variacao nesse gene. Tal dado indica que
ocorreu um fendmeno que chamamos de selective sweep. Ao chegar as
Ameéricas, a espécie teve de se adaptar aos vetores aqui existentes e apenas os
parasitos que tinham um determinado polimorfismo, que permitia escapar da
resposta imune desse novo mosquito, sobreviveram (MOLINA-CRUZ et al.,
2013; MOLINA-CRUZ; BARILLAS-MURY, 2014; RAMPHUL et al., 2015). Mas
ha muitos cientistas que ndo acreditam que um Unico gene seja responsavel
por todo um processo biolégico complexo como a adaptacdao a um vetor
completamente diferente. E provavel que o Pfs47 nao seja o fator crucial para
esta selecao.

Outra hipotese esta relacionada ao uso generalizado da droga
cloroquina e uma combinacao de dose fixa sulfadoxina-pirimetamina (SP),
sugerindo que a resisténcia a estes medicamentos pode ter reduzido a
diversidade genética de P. falciparum (MITA et al., 2011; WOOTTO et al., 2002).
Na década de 40, durante a Segunda Guerra Mundial, a cloroquina foi
introduzida, pois era capaz de eliminar as quatros espécies de plasmodios que
causavam malaria em seres humanos. Nesta época os pesquisadores
acreditavam que a doenca estava sob controle, ja que a droga nao apresentava
efeitos colaterais e era capaz de curar. Na década de 60 entrou em pratica no
Brasil o método do “sal cloroquinado”, no estado do Para e Amazonas, cujo o
consumo deveria ser generalizado pela populacao como medida profilatica
contra a malaria. Pouco tempo depois, comecou-se a observar, principalmente

na Ameérica do Sul e no Sudeste Asiatico a resisténcia a cloroquina, e entao a
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medida profilatica foi suspensa no Brasil. O primeiro relato da falha de
cloroquina na eliminacao de infeccoes por P. falciparum no Brasil, apresentado
em uma conferéncia médica nacional em 1954, atraiu relativamente pouca
atencao (de SOUZA, 1992), mas publicacoes posteriores documentaram a
resisténcia a cloroquina no Brasil (RODRIGUES, 1961; SILVA, 1961) e na
Colombia (MOORE; LANIER, 1961). No inicio dos anos 60 foram identificadas
pelo menos duas populacoes fundadoras resistentes a cloroquina nesta regiao,
uma que circula na Bacia Amazonica do Brasil e Peru e a segunda no Equador
e na Colombia (WOOTTON et al., 2002). A resisténcia a cloroquina tornou-se
generalizada em toda a Bacia Amazonica em meados da década de 1980
(CORTESE et al., 2002), quando os casos de malaria estavam em ascensao
associados a projetos de colonizacdo e mudancas ambientais na regiao.

A sulfadoxina-pirimetamina (SP), estava disponivel no Brasil desde os
anos 60 para tratar a malaria falciparum resistente a cloroquina (WALKER;
LOPEZ-ANTUNANO, 1968). As cepas de P. falciparum resistentes ao SP
emergiram dentro de alguns anos, sendo documentadas pela primeira vez na
regiao Centro-Oeste em 1972 (ALMEIDA-NETTO, OLIVEIRA, SAMPAIO, 1972).
No final da década de 1980, SP nao conseguia curar mais de 90% das
infeccoes por P. falciparum na Amazonia (de SOUZA, 1992) e, desde 1990, a
SP ja nao € recomendada para a quimioterapia da malaria no Brasil (de
SOUZA, 1992).

Baseado nestas informacoes, até o presente momento nao ha suporte
cientifico que evidencie a verdadeira hipotese relacionada a baixa diversidade
genética de P. falciparum, mas pode ser que ambas as hipoteses, relatadas a

cima, tenham contribuido para este fenémeno.

5.2 Malaria nas Américas: introducao precoce ou tardia

Por varias décadas, estudiosos tem-se questionado se a malaria
humana estava presente nas Ameéricas antes ou depois da colonizacao
européia (BRUCE-CHWATT, 1965; CARTER; MENDIS, 2002; de CASTRO;
SINGER, 2005; CORMIER, 2010). Existem hipoteses que afirmam que a

introducao deste parasito no continemente americano aconteceu em



140

diferentes momentos, pré-colonizacao juntamente com a migracao humana e
pos-colonizacao, com a vinda dos europeus para as Ameéricas € com 0 Comeércio
transatlantico de escravos africanos.

Neste estudo analisamos o genoma mitocondrial completo de P. vivax e
P. falciparum provenientes de todas as regioes endémicas para essas espécies,

para comparar as vias e rotas de introducao destes parasitos nas Américas.

5.2.1 Rotas migratérias e dispersao de P. vivax nas Américas

Dada a recente evidéncia da origem de P. vivax na Africa (LIU et al.,
2014; LOY et al.,2017), tem sido proposto que as populacdes de P. vivax do
Novo Mundo foram fundadas na era colonial por uma populacdo de parasitos
europeus que agora estao erradicados (CULLETON et al., 2011). No entanto,
os dados genéticos mostram que nas Américas existe uma grande diversidade
genética quando comparada com os outros continentes, sugerindo que este
continente foi provavelmente colonizado pelo parasito em momentos
diferentes, explicando a diversidade genética existente (TAYLOR et al., 2013).

Com base no alinhamento de 941 isolados de P. vivax, construimos uma
rede de haplotipos com o intuito de estimar a distancia evolutiva entre os
haplotipos e analisar a proximidade genética entre as regioes geograficas onde
esta espécie € endémica, principalmente nas Américas. A Figura 16
apresentada neste estudo, sugere que a populacao americana de P. vivax tem
uma grande proximidade genética com os isolados da Africa, Sul da Asia e
Melanésia, sendo impossivel distinguir geneticamente os isolados do Sul da
Asia e Africa, assim como os da América Central e América do Sul. Os valores
de Fst apresentados neste estudo, estdo de acordo com esses achados,
sugerindo que estas populacdes (Africa e Sul da Asia, e América Central e do
Sul) sao parecidas geneticamente e com frequéncias alélicas idénticas.

A proximidade genética dos isolados americanos com os africanos, sul
asiaticos e melanésios, foi confirmada com a rota migratoria tracada a partir
da teoria da coalescéncia simulada com diferentes cenarios de fluxo génico
entre as populacoes. A rota migratoria apresentada na Figura 23, afirma que

P. vivax presente atualmente na Africa é resultado de uma possivel re-
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introducdo do Sul da Asia, explicando a baixa diversidade genética do
continente africano, além da identidade entre os isolados destas regides. Além
disso, a rota migratoria sugere que o continente americano foi colonizado em
diferentes momentos (pré e pos colombianos) e por parasitos de diferentes
regides — Africa, Sul da Asia e Melanésia — explicando a alta diversidade
genética existente neste continente (CULLETON, et al., 2011; KRIEF et al.,
2010; TAYLOR et al., 2013).

Infelizmente, em nossas analises nao ha nenhum isolados de P. vivax
proveniente da Europa, no entanto, Gelabert e colaboradores (2016)
publicaram um estudo baseado no genoma mitocondrial, mostrando a relacao
genética existente entre os isolados americanos e o isolado europeu, coletado
na Espanha, sequenciado pelo seu grupo. Segundo os autores, o isolado
europeu apresentou um unico SNP que o diferenciou dos demais isolados
americanos. Ao comparar este resultado com o encontrado em nosso estudo,
€ possivel sugerir que o isolado europeu agruparia-se proximo aos isolados
americanos na rede de haplotipos (Figura 16, Grupo D e E). Este achado nos
leva a acreditar que a Europa foi uma provavel fonte de parasitos para as
Américas durante o periodo colonial, onde Portugal e Espanha certamente
teriam disseminado P. vivax para onde quer que em suas viagens houvessem
vetores Anopheles competentes, como An. freeborni na Ameérica do Norte, An.
albimanus na América Central e An. darlingi na América do Sul (LAPORTA et
al., 2015).

Vale a pena ressaltar que a colonizacdo européia foi a principal
responsavel pelo comércio transatlantico de escravos africanos. Desta forma,
durante a colonizacdo muito escravos de diferentes paises da Africa chegaram
as Américas e consequentemente trouxeram consigo o P. vivax. O ciclo de vida
do parasito pode ter sido crucial para o sucesso na viagem, pois no organismo
hospedeiro, o protozoario se instala inicialmente nas células do figado, nas
quais amadurece e se multiplica, antes de ganhar a corrente sanguinea.
Também no figado alguns exemplares do P. vivax entram em estagio dormente,
com baixa atividade metabdlica, podendo permanecer nesse estagio por

meses, até despertar, multiplicar-se e ganhar a corrente sanguinea
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novamente. Isso lhe daria tempo suficiente para fazer a travessia do Atlantico
e chegar em plena atividade ao novo continente (CARTER, 2003).

Além destas rotas descritas acima, € possivel que P. vivax chegou nas
Ameéricas muito antes da era colonial, com a migracao humana, vindo da
Melanésia. Raghavan e colaboradores (2015) afirmam que os primeiros
humanos chegaram as Américas em duas levas migratorias. A primeira,
sugere que os humanos teriam partido do leste da Asia e alcancado o Novo
Mundo depois de ter permanecido por um longo periodo na Beringia, uma
vasta extensao de terras (hoje submersa) que conectava a Sibéria, na Asia, ao
Alasca, na América do Norte. A segunda leva, sugere que os humanos
migraram da Australia e Melanésia e foram miscigenados com populacoes
asiaticas, que mais tarde, teriam entrado nas Américas a partir das ilhas
Aleutas. O grupo chegou a esta conclusao depois de sequenciar o genoma de
31 individuos americanos nativos da Sibéria e da Oceania e comparar com 0s
genomas de 23 individuos extintos das Américas do Norte e do Sul.

Baseado na hipotese de um introducao pré-colombiana, Carter em
2003, sugeriu que a introducao de P. vivax nas Américas pode ter acontecido
antes da era colonial, trazida com a populacdo humana migrante da Asia.
Além disto, o pesquisador sugeriu que P. vivax atingiu as Américas através do
oceano, em populacoes que cruzaram o Oceano Pacifico, na qual a passagem
pelo mar teria de ter sido concluida duracao uma unica infeccao por P. vivax,
ou seja, provavelmente dentro de um ou dois anos, permitindo as infeccoes

por recaidas de hipnozoitos.

5.2.2 Rotas migratérias e dispersao de P. falciparum nas Américas

Estudos publicados nos ultimos anos tém confirmado que P. falciparum
originou-se na Africa e dispersou-se por todo o mundo com a migracao
humana (KRIEF et al., 2010; LIU et al., 2010; LOY et al., 2017; SNOW et al.,
2005). Até o presente momento, ndo ha suporte cientifico que evidencie a
chegada de P. falciparum nas Ameéricas, mas ha hipoteses de que este parasito
foi introduzido neste continente durante a colonizacdo dos europeus e do

comeércio transatlantico de escravos africanos.
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Neste estudo, para inferir a rota migratoria e a origem de P. falciparum
nas Américas, sequenciamos o genoma mitocondrial completo de 1.795
isolados de todos os continentes onde a malaria falciparum € endémica —
Africa, Sul da Asia, Sudeste Asiatico, Melanésia e Américas. A rede de
haplétipos, apresentada na Figura 21, sugere que a populacao americana de
P. falciparum esta proxima geneticamente da populacao africana, no entanto
os isolados provenientes da Ameérica Central estao alocados junto com os
isolados de origem dispares e os isolados da América do Sul estao todos
agrupados, formando uma populacao Unica e diferente das demais, ou seja, a
populacao da América do Sul (predominio dos isolados brasileiros e pouco
venezuelanos) e América Central sao diferentes geneticamente, ao contrario
do que foi encontrado com os isolados de P. vivax. A diferenca encontrada
entre a maioria dos os isolados de P. facilparum da América do Sul, é
suportado pelos valores de Fst analisados neste estudo, no qual a populacao
sul-americana € muito distante geneticamente das demais.

A proximidade genética dos isolados sul-americanos com os africanos,
descrita a rede de haploétipos, também foi confirmada com a rota migratoria
(Figura 24), que sugere que os isolados de P. falciparum foram introduzidos
nas Ameéricas por duas regides distintas, Africa e Sul da Asia.

Ha hipotese sugerindo que a propagacao de P. falciparum ocorreu com
os seres humanos, populacdes de Homo sapiens, que migraram da Africa para
Asia em associacdo com o surgimento de sociedades agricolas e o aumento da
transmissao de mosquito (HUME; LYONS; DAY KP, 2003), seguindo para o
Oriente Médio, Europa, Ilhas do Pacifico e finalmente para as Ameéricas
(TANABE et al., 2010).

O cenario mais aceito da origem de P. falciparum nas Ameéricas postula
a introducao do parasito através da colonizacdo dos europeus e do comércio
transatlantico de escravos africanos, que ocorreu durante 300 anos seguintes
a primeira colonizacao européia (HUME; LYONS; DAY KP, 2003). Varios
estudos genéticos apoiam esta hipotese, no entando, todos os estudos
apresentaram envidéncias limitadas, numero limitado de isolados, poucas
areas amostradas na América do Sul, ou pequeno numero de marcadores

genéticos (ANDERSON et al.,, 2000; NEAFSEY et al.,, 2008). O DNA
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mitocondrial mostrou uma clara ligacao entre haplotipos africanos e sul-
americanos (JOY et al., 2003), consistente com a introducao recente dos
patogenos através do comeércio de escravos.

Estudo baseado em marcadores microssatélites mostrou que a
populacao de P. falciparum nas Américas é derivada da populacao da Africa.
Além disso, o grupo afirma que a populacao americana esta dividida em duas
“subpopulacoes”, um aglomerado genético ao norte compreendendo a
populacao da Colombia e outro aglomerado ao sul, com predominio de
amostras do Brasil, Bolivia e Guiana Francesa (YALCINDAG et al., 2011).
Estas divisbes nas Américas sugerem fortemente que os agrupamentos do
Norte e Sul foram introduzidos durante o trafico transatlantico de escravos
em eventos independentes de introducdo de P. falciparum nas Américas, ja
que entre os séculos XVI e XIX, a América foi dividida em dois impérios, o
império espanhol que incluia grande parte do Caribe, América Central,
Venezuela, Argentina e Chile; e o império portugués, restrito a costa leste,
desde o norte do Rio Amazonas ao sul do atual Brasil. Durante este periodo,
quase cinco milhdes de escravos africanos foram trazidos para o Brasil e
desembarcados em dois portos principais: Rio de Janeiro e Bahia. O império
Espanhol transportou a maioria dos escravos para as colénias da Indias
Ocidentais (Jamaica, Cuba e outras ilhas), mas alguns também foram

desembarcados na América Central e do Sul (YALCINDAG et al., 2011).

5.3 Relacao genética entre isolados de P. simium e P. vivax

O impacto e a interacdo da malaria de primatas nao humanos na
dinamica de transmissdo da malaria humana em areas onde ambos
hospedeiros coexistem ainda nao sdao bem esclarecidas. No Brasil, os estudos
de malaria simiana iniciaram-se a partir da década de 60, logo apos o primeiro
relato de infeccao humana por um parasito natural de macacos, o P. cynomolgi
(DEANE, 1992; DUARTE et al., 2006). Dois parasitos das florestas brasileiras,
o P. brasilianum, na regiao amazonica e o P. simium, nas regioes de Mata
Atlantica do sudeste e sul do pais, causam infeccdo malarica em primatas

neotropicais, sendo capazes de infectar macacos das familias Cebidae e
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Atelidae. Das espécies que circulam no pais, P. simium € semelhante ao
parasito que infecta os humanos, P. vivax, e o P. brasilianum semelhante ao
P. malariae, tanto em nivel morfologico e imunologico, quanto genético
(ARAUJO et al., 2013; COATNEY, 1971; DEANE, 1992; DE ARRUDA et al.,
1989; DUARTE et al., 2006; ESCALANTE et al., 1995; YAMASAKI et al., 2011).

Neste estudo foi sequenciado o genoma mitocondrial completo de nove
isolados de P. simium coletados em diferentes regides da Mata Atlantica
brasileira, nos municipios de Sao Paulo (SP), Indaial (SC), e Viamao (RS). Além
destes, 22 isolados de P. vivax provenientes do estado do Espirito Santo, regiao
de Mata Atlantica (Tabela 25), tiveram o genoma mitocondrial completo
sequenciado e foram combinados com os publicados na literatura. O principal
objetivo foi investigar a existéncia da relacdo genética entre isolados de P.
simium e P. vivax, coletados em macacos neotropicais e humanos,
respectivamente, e inferir a direcao da transmissao lateral, ou seja, inferir se
seres humanos adquiriram P. vivax de macacos do Novo Mundo ou se esses
macacos se infectaram a partir do convivio em simpatria com seres humanos.

O alinhamento do genoma mitocondrial de 931 isolados de P. vivaxe 10
isolados de P. simium (9 sequenciados neste estudo e 1 disponivel no
GenBank), apresentou alta similaridade genética entre as duas espécies, vista
pela rede de haploétipos (Figura 16 e Figura 17), onde P. vivax e P. simium
compartilham o mesmo haplétipo (Figura 18). Estes resultados concordam
com outros achados na literatura, sugerindo que estas espécies sdao muito
proximas do ponto de vista genético e evolutivo (ESCALANTE et al., 1995,
1998; FANDEUR et al., 2000; GOLDMAN et al., 1993; LECLERC et al., 2004;
LI et al., 2001; TAZI; AYALA, 2011). Tazi e Ayala (2011) estudaram as relacoes
filogenéticas entre os parasitos humanos geneticamente proximos dos
parasitos que infectam primatas neotropicais (P. vivax e P. simium,
respectivamente). Estes autores utilizaram dois genes nucleares e um gene
mitocondrial em suas analises, CSP, 18S e cytb, sugerindo que o P. simium €
geneticamente semelhante ao P. vivax. Além disso, Lim e colaboradores (2005)
estudaram duas cepas de P. simium e sugeriram que as sequéncias do gene

CSP sao geneticamente indistinguiveis das 24 cepas de P. vivax.
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A similaridade genética entre os isolados de P. simium e P. vivax,
também foi observado em estudos relacionados ao gene Duffy Binding Protein
(dbp). Costa e colaboradores (2015) realizaram analises filogenéticas com
haplotipos de P. simium e P. vivax e demostraram que P. simium foi agrupado
em um clado Unico, devido a trés sitios segregantes conservados nesta espécie.
Porém, mesmo com alguns sitios segregantes, P. simium apresentou alta
similaridade genética com P. vivax. Este grupo também demonstrou que ao
comparar as sequéncias de P. vivax e P. simium, a diversidade nucleotidica
entre as sequéncias foi menor para P. simium.

Neste estudo, a rede de haplotipos (Figura 16), sugere que os isolados
de P. simium apresentaram uma menor diversidade genética quando
comparado com os isolados de P. vivax. A comparacao foi feita em nivel global,
ou seja, as sequéncias de P. simium foram alinhadas e agrupadas com todas
as sequéncias de P. vivax disponiveis até o presente momento. A rede de
haplotipos sugere que todos os isolados P. simium compartilham haploétipos
com os isolados de P. vivax provenientes da Mata Atlantica, mas nem todos os
isolados da Mata Atlantica compartilham haplétipos com P. simium (Figura
18), ou seja, alguns isolados de P. vivax provenientes da Mata Atlantica sao
diferentes geneticamente quando comparado com P. simium.

Além disso, o agrupamento do genoma mitocondrial permitiu obeservar
que dois isolados de P. vivax da Mata Atlantica (40MT e 103_03MT) sao
geneticamente idénticos aos coletados na América do Sul e América Central
(Grupo E, Figura 16), sugerindo que estas duas amostras da mata Atlantica
sao resultados de infeccao importada.

O alinhamento do genoma mitocondrial completo dos isolados
brasileiros permitiu observar que apenas cinco polimorfismos foram Utnicos
entre os isolados da Mata Atlantica, isto é, cinco SNPs nao sdo compartilhados
com isolados provenientes da regiao Amazonica, enquanto que, 83 SNPs foram
exclusivos da Floresta Amazonica (Figura 19). Assim, € possivel afirmar que
os isolados de P. vivax provenientes da Floresta Amazodnica sao mais diversos
geneticamente quando comparados com os isolados da Mata Atlantica e os

isolados de Mata Atlantica coletados em hospeiros humanos apresentaram
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maior diversidade genética do que os coletados em primatas nao humanos (P.
simium).

O tempo do ancestral comum mais recente (TMRCA) foi estimado entre
os principais clados brasileiros com suporte estatistico, Figura 15, (Mata
Atlantica, clado F e G e Floresta Amazobnica, clado A e B), sugerindo que o
clado da Floresta Amazonica (isolados de P. vivax), apresentou o maior TMRCA
(32.487), enquanto que o clado da Mata Atlantica (isolados de P. vivax e P.
simium) o menor (23.440).

Baseados nestes dados, € possivel afirmar que P. vivax apresenta uma
grande diversidade genética nas Ameéricas, sugerindo que este continente foi
provavelmente colonizado pelo parasito em momentos diferentes, infectando
primeiramente os seres humanos (maior diversidade genética) e transmitindo
P. vivax aos macacos do Novo Mundo (a direcdo da transmissao lateral foi de
humanos para macacos) a partir do convivio em simpatia, uma vez que o vetor
An. cruzii & capaz de realizar o repasto sanguineo tanto proximo das copas das
arvores quanto ao nivel do solo (dispersao vertical), sugerindo que a malaria
na Mata Atlantica seja possivelmente uma zoonose, pois possibilita a
transmissao entre humanos e simios (DUARTE et al., 2013; MARRELLI et al.,
2007, NEVES et al., 2013; UENO et al, 2007).

Estudos publicados nos ultimos quinze anos mostraram a relacao
existente entre os isolados de P. vivax e P. simium e discutiram diferentes
hipoteses da direcao da transmissao lateral, humanos para macacos ou vice-
versa (Tabela 31).

Li e colaboradores (2001) publicaram um estudo baseado em analise
filogenética afirmando que P. simium, parasita de macacos americanos, nao
se agrupa com P. vivax das Ameéricas, mas com populacoes de P. vivax da
Africa e Asia. Além disso, Li e colaboradores (2001) sugerem que a introducéo
de P. vivax nas Ameéricas parece ter acontecido pelo menos em duas ocasioes
distintas. Uma dessas entradas provavelmente teria sido via Asia (Sudeste
Asiatico), atualmente representando as populacoes de P. simium que infectam
macacos do Novo Mundo, sugerindo que a direcao transmissao lateral ocorreu
de macacos para humanos. No entanto, o P. vivax das populacoes humanas

americanas atuais parece ser de uma fonte diferente. Por razdes geograficas e
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historicas recentes, um candidato provavel para essa fonte &€ a Europa
Ocidental, ja que Portugal e Espanha eram endémicos para malaria vivax
durante o periodo colonial americano (CARTER et al., 2003; LI et al., 2001).
Outra hipotese sugerida € que P. vivax poderia ter sido introduzido nas
Ameéricas no século XIX, a partir da migracao de chineses aos arredores do
Rio de Janeiro, coincidindo com a distribuicao geografica de macacos na Mata
Atlantica, sugerindo que pode ter sido introduzida primeiramente em macacos
neotropicais e transmitida aos seres humanos, através da picada do mosquito
An. Cruzii. Este € um cenario simples, onde a malaria foi trazida diretamente
do sul da China no final da era colonial, em vez de ter tido a necessidade de
atravessar o Oceano Pacifico em embarcacdes primitivas (COMIER, 2010).
Em 2011, Tazi e Ayala, publicaram um estudo afirmando que P. simium
pode ter sido originado de P. vivax e que este foi introduzido nas Américas no
século XVI com a colonizacdo dos europeus, onde a transferéncia de
hospedeiro entre humanos e macacos no Novo Mundo pode ter ocorrido duas
vezes, com o cenario plausivel que P. vivax foi introduzido primeiramente em
macacos do Novo Mundo e depois transmitido aos seres humanos a partir do
convivio em simpatria, através do repasto sanguinos do mosquito anofelino.
Baseado em nossos resultados, podemos afirmar que todas as hipoteses
acima mencionadas nao estao de acordo com os fatos abordados pelo nosso
grupo. Vale a pena ressaltar que os nossos dados foram gerados a partir do
genoma mitocondrial completo e o numero amostral para comparar as duas

“espécies” foi maior do que os trabalhos previmente publicados.
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Tabela 31 - Relacao existente entre os isolados de P. vivax e P. simium e diferentes
hipoteses da direcdo da transmissao lateral, humanos para macacos ou
vice-versa, disponiveis na literatura.

Autor

Hipoteses

Li et al. (2001)

Comier, (2010)

Tazi e Ayala
(2011)

P. simium que infectam macacos neotropicais, sao
geneticamente idénticos a parasitas que infectam humanos
(P. vivax) no Sudeste Asiatico, sugerindo que os isolados
presente nos macacos do Novo Mundo foi resultado de uma
transmissao lateral durante a evolucdao de P. simium
(humanos (Velho Mundo) - macacos (Novo Mundo)). P.
vivax do Novo Mundo e P. simum sao diferentes
geneticamente e nao foram originados de uma mesma fonte
de introducao, portanto os parasitas presentes hoje nas
Américas sao resultados de duas introducoes distintas de
diferentes localidades geograficas.

P. vivax foi introduzido primeiramente aos macacos do Novo
Mundo no século 19, durante a migracao de chineses aos
arredores do Rio de Janeiro, sugerindo que a malaria-vivax
pode ter infectado primeiro os macacos e transmitida aos
seres humanos através da picada do mosquito An. cruzii.

P. vivax foi introduzido aos macacos do Novo Mundo com a
colonizacao dos Europeus e transmitida para os seres
humanos durante o repasto sanguino do mosquito
anofelino.




6 Conclusao
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Com os resultados deste trabalho podemos concluir que:

1. Com base nos genomas mitocondriais dos isolados de P. vivax (941)
e P. falciparum (1795) podemos concluir que os isolados de P. vivax
apresentaram-se mais diversos geneticamente quando comparado com os
isolados de P. falciparum.

2. Os polimorfismos do genoma mitocondrial de P. vivax permitiram
agrupar as amostras de acordo com as seguintes regides: (a) Africa, Sul da
Asia e Oriente Médio/Asia Central, (b) Sudeste Asiatico, (c) Melanésia, (d)
Ameérica (América Central/México e do Sul) e (e) China/Coréia, enquanto que
os polimorfismos de P. falciparum permitiram agrupar os isolados nas
seguintes regides: (a) Africa, (b) América do Sul, (c) Sudeste Asiatico e (d)
Melanésia.

3. As rotas migratorias de P. vivax sugere que o continente americano
foi colonizado em diferentes momentos (pré e pos-colombianos) e por parasitos
de diferentes regidoes — Africa, Sul da Asia e Melanésia — explicando a alta
diversidade genética existente neste continente, enquanto que P. falciparum
foi introduzido nas Ameéricas por duas regides distintas, Africa e Sul Asia.

4. O alinhamento do genoma mitocondrial de 931 isolados de P. vivaxe
10 isolados de P. simium (9 sequenciados neste estudo e 1 disponivel no
GenBank), apresentou alta similaridade genética entre as duas espécies, no
entanto os isolados de P. simium apresentaram uma menor diversidade
genética quando comparado com os isolados de P. vivax, sugerindo que este
continente foi provavelmente colonizado por estes parasitos em momentos
diferentes, infectando primeiramente os seres humanos (maior diversidade
genética) e transmitindo o P. vivax aos macacos do Novo Mundo (a direcao da
transmissao lateral foi de humanos para macacos) a partir do convivio em
simpatia, uma vez que o vetor An. cruzii € capaz de realizar o repasto
sanguineo tanto proximo das copas das arvores quanto ao nivel do solo
(dispersao vertical), sugerindo que a malaria na Mata Atlantica seja
possivelmente uma zoonose, pois possibilita a transmissao entre humanos e

simios.
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