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RESUMO

SALLA, L. C. Transmissao de Plasmodium vivax em area urbana da Amazonia brasileira:
analise espaco-temporal. 2019. 81f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2019.

Apos 36 anos de queda de incidéncia de malaria, em 2017 e 2018 o Brasil apresentou um
aumento em 51% dos casos diagnosticados no ano anterior, permanecendo a transmissao
virtualmente restrita a Amazonia Legal. A natureza focal da malaria no pais indica que a sua
eliminacdo depende da priorizacdo de um pequeno numero de focos de transmissdo. Neste
trabalho foram utilizadas abordagens de genética populacional de parasitos para estudar a
dindmica de transmissdo da malaria residual em Mancio Lima, area urbana no Vale do Alto
Jurud, regido da Amazonia Ocidental que concentra 20% dos casos de malaria registrados no
Brasil. O trabalho tem como base o uso de marcadores de DNA microssatélite para tipagem
molecular de 178 amostras de P. vivax coletadas em Mancio Lima ao longo de 14 meses, afim
de analisar a distribuicdo espaco-temporal de P. vivax, a estrutura populacional do parasito e 0s
niveis de diversidade genética e de multiplicidade de infeccGes, identificando padrdes de
circulacdo de linhagens do parasito na populacéo de hospedeiros. Os resultados revelaram altos
indices de diversidade genética, multiplicidade de infeccdo e desequilibrio de ligacao,
indicando baixa recombinacdo entre clones ndo aparentados. O agrupamento de amostras
indicou a constante introducdo de parasitos distintos na cidade e, também, a capacidade de
propagacdo de um Unico e numeroso agrupamento através do espaco e do tempo. Conclui-se,
portanto, que a alta prevaléncia de malaria na cidade de Mancio Lima € suportada por uma
constante introducdo de parasitos em um local com alta receptividade e capacidade de
transmisséo da doenca.

Palavras chave: Maléria urbana; Amazénia; Plasmodium vivax; microssatélite; epidemiologia
molecular



ABSTRACT

SALLA, L. C. Transmission of Plamodium vivax in an urban area of the Brasilian Amazon:
spatial and temporal analysis. 2019. 81p. Master thesis (Science) — Biomedical Sciences
Institute, University of Sdo Paulo, Séo Paulo, 2019.

After 36 years of decline in the malaria incidence, in 2017 and 2018 Brazil presented 51%
increase in the number of diagnosed cases compared to the previous year, with transmission
virtually restricted to the Amazon region. The focal nature of malaria transmission in Brazil
suggests that elimination efforts will require careful prioritization of a few residual malaria
pockets. In this work, we use parasite’s population genetic approaches to study the transmission
dynamics of residual malaria in the urban area of Mancio Lima. This site is located in Jurua
Valley, a region in the western Amazon that accounts for 20% of the cases of malaria in Brazil.
Microsatellite DNA markers were used to characterize 178 P. vivax samples collected over 14
months in Méancio Lima, collected for analysis of spatial and temporal distribution, the parasite
population structure and levels of genetic diversity and multiplicity infections, aiming to
identify temporal and spatial patterns of parasite’s strain circulation in the host population. The
results revealed high rates of genetic diversity, multiplicity of infection and linkage
disequilibrium, indicating low recombination between unrelated clones. The sample grouping
indicated the constant introduction of different parasites in the city and the ability of a single
and numerous group to propagate through space and time. We suggest that the high prevalence
of malaria in the city of Mancio Lima is supported by a constant introduction of parasites in a
place with high receptivity and transmission capacity of the disease.

Keywords: Urban malaria; Amazon; Plasmodium vivax; microsatellite; molecular
epidemiology
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1 INTRODUCAO

1.1  Maléria: Aspectos Gerais

Sendo uma das principais doencas parasitérias da atualidade, a malaria atinge milhGes
de pessoas anualmente em regides tropicais, incluindo Africa, Asia, Américas e Oceania. No
ano de 2017 foram notificados 219 milhdes de casos (92% concentrados no continente africano)
distribuidos em 90 paises, e 435 mil mortes, sendo mais da metade criancas a baixo de cinco
anos de idade (WHO, 2018a). De acordo com a Organizagdo Mundial da Salde, neste mesmo
ano, quase metade da populacdo mundial encontrou-se sob risco de contracdo da doenca.

O parasito causador da malaria pertence ao género Plasmodium e cinco espécies sao
conhecidas por causar infeccdo no homem: Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae, P.
ovale e P. knowlesi. A infeccdo mais presente e predominantemente encontrada nas regioes
africanas e no sudeste asiatico é dada pela espécie P. falciparum, sendo responsavel pela forma
de maior morbidade e mortalidade da doenca, incluindo os quadros clinicos de maléria grave.
Ja na regido das Américas, 74,1% dos casos sdo causados pela espécie P. vivax, que embora
ndo esteja relacionado com alta mortalidade, € considerado um grande problema de salde
publica (WHO, 2018a).

O ciclo de vida do parasito é iniciado no hospedeiro humano através da picada do
mosquito fémea pertencente ao género Anopheles. Os esporozoitos presentes na saliva do vetor
sdo inoculados e invadem a corrente sanguinea permanecendo na circulagdo até atingirem o
figado, onde sdo capazes de invadir hepatdcitos e formar, de forma assexuada, estruturas
multinucleadas denominadas esquizontes. Os esquizontes rompem o0s hepatdcitos e sdo
liberados na corrente sanguinea sob a forma de merozoitos, que iniciam o ciclo eritrocitico
invadindo hemacias, desenvolvendo-se em trofozoitos, se multiplicando em esquizontes,
rompendo as células sanguineas e gerando novos merozoitos, 0s quais podem invadir outras
hemécias, dando continuidade ao ciclo. Durante o ciclo eritrocitico, 0s merozoitos podem se
diferenciar em gametocitos e permanecer na corrente sanguinea. Em um proximo repasto
sanguineo, 0 mosquito pode adquirir as formas diferenciadas em gametocitos dando inicio a
reproducdo sexuada no hospedeiro invertebrado, através da fecundacdo e formacdo do ovo.
Apbs adquirir mobilidade, o ovo, agora chamado de oocineto, migra até a hemocele formando

oocisto que sofre divisdo reducional e esporogonia. J& na glandula salivar, o parasito
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desenvolve-se em esporozoito, sendo a forma infectante e transmissivel no proximo repasto
sanguineo (CDC, 2018).

Uma particularidade do P. vivax e P. ovale, ndo encontrada em outras espécies, é 0
desenvolvimento de formas parasitarias chamadas hipnozoitos, que possuem uma baixissima
atividade metabdlica e permanecem nos hepatécitos do hospedeiro humano, sendo responsaveis
por recaidas, caso ndo tratadas. Essas formas sdo capazes de continuar dormentes no figado por
meses e as causas para a reativacdo ainda sdo pouco conhecidas. As recaidas diferem das
recrudescéncias pela origem da infeccdo: as recrudescéncias ocorrem a partir de formas
sanguineas que ndo foram totalmente eliminadas e sdo capazes de reiniciar a infecgcdo, enquanto
que as recaidas sao provocadas pela ativagdo de hipnozoitos (WHITE e IMWONG, 2012).

As origens dos casos de malaria em éareas endémicas podem ser explicadas a partir de
um padrdo de circulacdo de parasitos localmente sem qualquer tipo de barreiras, onde estes se
comportam de forma panmitica, em um ambiente receptivo ao vetor transmissor e com
condicBes adequadas a transmissdo da doenca (presenca de individuos susceptiveis e
competéncia e capacidade vetorial), mas também pela importacdo de casos, quando had uma
significativa circulacdo e mobilidade de individuos para locais de alta transmissdo e
endemicidade, sendo os casos de malaria diagnosticados na regido resultados de constantes
infeccdes importadas e que ndo se fixam na populagédo. Outras formas de circulagéo de parasitos
sdo em episddios de surtos, representados por aumento subito de casos em locais de baixa e
controlada endemicidade, ou até mesmo onde a doenca ja foi eliminada (WESOLOWSKI et
al., 2018). Para fins de controle e erradicacdo da malaria, o entendimento da origem e padrdes
complexos de circulagdo e transmissdo de parasitos € um dos principais obstaculos encontrados

e deve ser tratado com alta relevancia.

1.2 Malaria no Brasil

O Brasil € um dos paises que mais contribui com casos de malaria no continente
americano, sendo responsavel por 22% dos casos diagnosticados na América Latina (WHO,
2018a). Devido as caracteristicas ambientais que favorecem o ciclo de vida do vetor e,
consequentemente, a transmissdo e manutencdo da doenca, 99% dos casos de maléria brasileira
estdo concentrados na Amazonia Legal, localizada na regido norte do pais (Figura 1)
compreendendo 60% do territério nacional e 13,4% da populacéo brasileira, totalizando 42
milhGes de pessoas sob risco de infec¢do em 2017.
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Figura 1 — Classificacdo de transmissdo de malaria nas cidades brasileiras de acordo com o indice
Parasitario Anual (IPA), em 2017. Adaptado de PAHO, 2017.
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No ano de 2016, de acordo com o Ministério da Saude, o Brasil apresentou 0 menor
numero de casos de malaria (128.747) e ap6s 36 anos de queda, o pais registrou um aumento
de 51% de casos em 2017, mantendo a alta prevaléncia em 2018, quando foram notificados
193.519 casos (Figura 2) (MS, 2019a). Embora o nimero de 6bitos permaneca em declinio (35
casos fatais em 2016 e 30 em 2017), a malaria persiste sendo uma das principais doengas
parasitarias e negligenciadas da atualidade, de alta morbidade e considerada um problema de
salde publica.
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Figura 2 - Namero de casos de malaria por espécie de acordo com o ano de notificacdo (1993-2018).
Infecgdes causadas por P. vivax estdo representadas pela linha cinza escura, P. falciparum
pela cinza clara e os casos totais pela linha tracejada. Adaptado de MS (2019).
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No Brasil, as infeccbes de maléria sdo majoritariamente causadas pelo protozoario
Plasmodium vivax (90% dos casos), seguido por P. falciparum (10%) e rarissimos casos de P.
malariae (WHO, 2018b), sendo que um dos maiores desafios no controle de malaria consiste
no alto numero de infec¢des causadas por P. vivax. Quando comparado com P. falciparum, P.
vivax apresenta-se frequentemente em infeccdes de baixa parasitemia e assintomaticas, levando
ao ndo diagndstico e tratamento da infec¢do, promovendo a manutencdo de constantes fontes
de transmissao. Além disso, o parasito é capaz de formar hipnozoitos (estagios dormentes no
figado) responsaveis pelas recaidas e também possui uma rapida producdo de gametdcitos
durante o ciclo no hospedeiro humano, normalmente, anteriormente ao aparecimento dos
sintomas clinicos e, consequentemente, tornando-se transmissivel antes do diagnéstico da
infeccdo (BASSAT et al., 2016).

Outro importante desafio para as estratégias atuais de eliminacdo € a persisténcia de
focos de malaria residual na Amazoénia. No Brasil, a prevencdo da maléria é realizada através
de medidas de protecdo individual e de controle de vetores. O principal vetor responsavel pela
transmissdo de malaria vivax e falciparum, na floresta Amazonica, € o mosquito Anopheles
darlingi (LAPORTA et al., 2015). O Ministério da Satde recomenda 0 uso de mosquiteiros e
cortinados impregnados com inseticidas, telas em portas e janelas dos domicilios, evitar locais

préximos a potenciais criadouros e de alta densidade de mosquitos, principalmente ao
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amanhecer e fim da tarde (periodo em que os mosquitos se alimentam, portanto, de maior risco
de contrair a doenga) e 0 uso de repelentes em areas descobertas do corpo. Ja com relagdo ao
controle vetorial, as medidas adotadas envolvem borrifagdo residual intradomiciliar e
nebulizacdo espacial, além da distribuicdo dos mosquiteiros impregnados (MS, 2019b).

Uma das principais medidas de controle envolve o diagnostico rapido e o tratamento
imediato de individuos infectados. As areas endémicas para maléria possuem centros de
diagndstico especificos para a doenca e profissionais capacitados, assim, pacientes com
sintomas caracteristicos e que procuram o sistema de salde, sdo diagnosticados e tratados
rapidamente, quando positivos. No Brasil, o tratamento para malaria vivax da-se pela
administracdo de cloroquina por trés dias e doses ajustadas de primaquina durante sete dias. J&
no tratamento de infec¢des por P. falciparum, utiliza-se derivados de artemisinina (ACT) por
trés dias e dose-Unica de primaquina (MS, 2019b).

Regides urbanas onde as medidas habituais de controle e prevencdo da malaria séo
aplicadas, porém, ndo resultam no impacto esperado na reducao dos niveis de transmissao da
doenca, sdo considerados focos de maléria residual (FERREIRA e CASTRO et al., 2016).
Portanto, a natureza focal da malaria no pais indica que a sua eliminacdo depende da priorizacéo

de um pequeno namero de focos de transmisséo.

1.3 Malaria Urbana e Residual da Amazonia Brasileira

O Vale do Alto Jurua, regido localizada no norte do pais, proxima a fronteira com o
Peru, abriga quatro municipios responsaveis por mais de 20% dos casos de malaria no Brasil:
Cruzeiro do Sul, Mancio Lima e Rodrigues Alves no Estado do Acre e Guajara, no Amazonas
(MS, 2016).

Além de ser a regido com o maior nimero de casos do Brasil, a transmissdo da maléaria
ndo esta restrita a zona rural do Vale do Alto Jurud. No ano de 2017, aproximadamente metade
dos casos de malaria notificados na regido foram considerados infecgdes contraidas em zona
urbana (DOS REIS et al., 2018). Usualmente, areas de maior urbanizagdo tendem a apresentar
reducdo do nimero de casos, ja que o ambiente é menos receptivo ao vetor transmissor, e est,
frequentemente, acompanhada de melhorias nas condi¢Bes basicas de saude (incluindo

diagnostico e tratamento), nas habitacbes e no nivel socioeconémico, caracteristicas
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comumente associadas a transmissao de malaria (TATEM et al., 2013). Assim, as causas do
fendmeno de maléria urbana na regido ainda sdo pouco conhecidas.

Outro importante fator é a definicdo de transmissdo da malaria urbana, onde casos
importados de regides endémicas rurais e diagnosticados em areas urbanas se diferem de casos
contraidos no perimetro urbano. A complexidade esta relacionada com a proximidade da area
urbana com a &rea rural, sendo que, comumente, a primeira encontra-se inserida na segunda,
além da presenca de pequenos bolsdes rurais dentro da cidade e da alta mobilidade de pessoas
entre as regides, principalmente devido a atividades de agricultura (WILSON et al., 2015).
Assim, é de extrema importancia o entendimento da receptividade da cidade a transmisséo de
malaria, buscando o desenvolvimento adequado de medidas de controle da doenca a serem
aplicadas na regido.

Um dos principais fatores contribuintes para a alta densidade de vetores das cidades
pertencentes ao Vale do Alto Jurua sdo os numerosos tanques de piscicultura abertos em areas
urbanas e periurbanas, principalmente para fins comerciais, além de inimeras areas alagaveis
em determinadas épocas do ano, como consequéncia da proximidade das cidades com rios. Os
tanques estdo entre os principais habitats para a reproducdo de vetores da malaria, onde sdo
encontrados até quatro vezes mais larvas de Anopheles quando comparados com fontes naturais
de agua, podendo ter um importante papel na contribuicdo para o aumento da densidade de
vetores e a manutencdo da transmisséo da doenca na regido (DOS REIS et al., 2015).

Considerando a alta endemicidade, as caracteristicas fisicas, ambientais e bioldgicas da
regido e o comportamento da transmissao da maléaria, o Vale do Alto do Jurua abriga 0s maiores

focos de maléria residual e urbana do Brasil.

1.4  Epidemiologia Molecular da Malaria Residual

Técnicas moleculares no estudo da malaria, antes limitadas para fins de diagnostico e
genotipagem, além do fornecimento de dados mais exatos sobre prevaléncia e incidéncia,
deteccdo de infecgdes subpatentes e diferenciacdo entre recrudescéncia, recaidas e novas
infeccOes, vém sendo amplamente aplicadas em estudos epidemioldgicos (ESCALANTE et al.,
2015). As informacdes obtidas a partir da analise de material genético possibilitam estudos de
padrdes demograficos em populagdes de parasitos, como migracdes, colonizacGes de novas

areas e expansao populacional, incluindo casos de transmissdo impulsionada por grupos
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especificos de individuos infectados, causando surtos e até mesmo reintroducdo da doenca, em
locais onde fora eliminada (CONWAY et al., 2007).

Rastrear populac@es de parasitos no espaco e no tempo, bem como estimar os niveis de
multiplicidade de infec¢des (coexisténcia ou ndo de multiplas linhagens de parasitos no mesmo
hospedeiro), trazem informacdes importantes para o desenvolvimento de estratégias de controle
da malaria, especialmente em &reas urbanas, onde distinguir entre casos importados e locais,
detectar a origem de surtos e monitorar a circulagdo de parasitos, sdo informacdes essenciais
para orientar o controle da doenca (CONWAY et al., 2007, FERREIRA e RODRIGUES, 2014;
ESCALANTE et al., 2015).

O maior obstaculo aos estudos de genética de populagdes de plasmddios e de
epidemiologia molecular da maléria vivax foi, até recentemente, a falta de marcadores
moleculares adequados para uso em larga escala. Nos Ultimos anos, marcadores de DNA
microssatélite (MSAT) altamente polimorficos, caracterizados em meados da década de 2000,
vém sendo utilizados no estudo de populagdes locais de P. vivax e em situacdes em que espera-
se encontrar niveis relativamente baixos de diversidade e divergéncia entre populacdes
(ESCALANTE et al., 2015).

Microssatélites sdo regides de DNA repetitivo, com dezenas a milhares de copias em
série de motivos (conservados ou degenerados) entre um e seis nucleotideos. Sao classificados
de acordo com as unidades de repeticdo da sequéncia, podendo ser: perfeitos (sequéncia de
repeticdo de motivos pura, ndo havendo interrupcdo por bases ndo pertencentes, como por
exemplo: ACACACACAC); imperfeitos (sequéncia de repeticdo de motivos interrompida por
bases ndo correspondentes, como por exemplo: ACACACACACgtACACAC); compostos
(sequéncias com dois ou mais motivos de repeticdo adjacentes, como por exemplo:
ACACACACACGTGTGTGTGT); ou complexos (sequéncias de repeticdo de motivos
compostas e interrompidas) (WEBER, 1990).

Um dos mecanismos mutacionais capaz de influenciar e promover alteracbes nos
tamanhos dos MSATSs é o deslocamento da fita de DNA durante a replicacdo seguido de um
pareamento de bases ndo complementares. Quanto maior o tamanho da sequéncia de DNA,
maiores as chances de deslocamento e, caso ocorra na fita molde, a nova sequéncia apresentara
delecédo de algumas bases e diminuicéo da sequéncia de MSAT, em contrapartida, caso ocorra
na nova fita, havera inclusdo de novas bases e aumento da sequéncia (LEVINSON e GUTMAN,
1987). Ainda assim, apenas as sequéncias que nao forem detectadas pelo sistema de reparo de
DNA se tornardo novos MSATs (STRAND et al.,, 1993). As mutacOes frequentemente

observadas nos microssatélites conservados ocorrem seguindo 0 modelo de stepwise mutation,
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caracterizadas pelo aumento ou diminui¢do do tamanho da sequéncia de DNA, de acordo com
a adicdo ou reducdo de apenas um motivo repetitivo, independentemente do tamanho da
sequéncia (OHTA e KIMURA, 1973; VALDES et al., 1993).

As andlises de MSATs de Plasmodium sdo amplamente utilizadas em estudos
populacionais de diversidade genética, devido ao fato de possuirem certa neutralidade em
termos evolutivos e um alto grau de polimorfismos. Assim, a partir de um bom painel de
marcadores, torna-se possivel indicar multiplicidade de infeccdes e caracterizar a estrutura de
uma populacao, incluindo detecgédo de niveis de diversidade génica, padrbes de transmissao,
formacdo de agrupamentos e de surtos, além de permitir a comparacdo de parametros
populacionais entre regides distintas (SUTTON, 2013).

Ao longo da Gltima década, foi explorado o uso de MSATS para caracterizar populacoes
de P. vivax em comunidades rurais da Amazonia brasileira. Foram evidenciadas alta diversidade
genética, niveis de multiplicidade de infeccdo e de desequilibrio de ligacdo em populacdes
provenientes de locais de baixa, média e alta endemicidade (REZENDE et al., 2010), permitiu
identificar a expansdo clonal de parasitos semelhantes durante um surto de maléria em uma
comunidade rural (BATISTA et al., 2015) e a detec¢do de um agrupamento especifico de uma
determinada regido, dentre parasitos coletados de diversas areas (MACHADO et al., 2004).

Informacg0es fornecidas pelas analises de MSATS possibilitam o estudo da circulacéo de
cepas endémicas em ambiente urbano, a introducéo de novos parasitos e a associacdo entre a
transmissdo da doenca e mobilidade de hospedeiros entre areas urbanas e rurais, bem como
analisar se a transmissdo de malaria urbana depende de linhagens endémicas de parasitos que
se mantém em circulacdo por longos periodos de tempo ou se esta relacionada com introducdes
frequentes de novas linhagens, salientando o papel de migragfes humanas e de casos
importados na manutencédo. Essas informacdes sdo cruciais para o planejamento de medidas de

controle e eliminagdo da malaria residual.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto consiste em examinar, atraves de dados epidemioldgicos
e moleculares, a distribuicdo espago-temporal de casos de maléria vivax e variagcdes geneticas
nas populacBes de Plasmodium vivax circulantes, em foco residual urbano no municipio de

Mancio Lima, Acre. Os objetivos especificos sdo:

a) Analisar caracteristicas epidemioldgicas e a distribuicdo no tempo e no espaco dos casos de
malaria vivax urbana em Mancio Lima, entre os meses de junho de 2014 e julho de 2015;

b) Analisar a estrutura populacional de P. vivax, niveis de diversidade genética e de
multiplicidade de infeccBes, a partir de analise de MSAT de populagGes do parasito

circulantes na mesma area e periodo.
c) Identificar padrbes espaco-temporais de circulacdo de linhagens do parasito na populagéo

de hospedeiros, a partir de padrdes de agrupamento de acordo com similaridade genética, na
cidade de Mancio Lima, AC.
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3 MATERIAL E METODO

3.1  Consideracdes Eticas

As amostras utilizadas neste estudo sdo provenientes de pacientes recrutados para ensaio
de eficacia clinica de cloroquina e primaquina no tratamento de malaria vivax (nimero de
registro do estudo: NCT02043652), aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP (parecer 550.565) (LADEIA-
ANDRADE et al., 2019).

Este projeto foi analisado e aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP (parecer 1332/CEPSH, 15 de maio
de 2017).

3.2  Areade Estudo

A cidade de Mancio Lima (Figura 3) pertence a regido do Vale do Alto Jurud, no estado
do Acre, localizada no extremo oeste do Brasil. Encontra-se na fronteira com Peru e com outras
duas cidades pertencentes ao Vale (Cruzeiro do Sul - AC e Guajara - AM). No ano de 2018, de
acordo com Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a populagdo estimada foi de
18.638 habitantes, distribuidos em uma unidade territorial de 5.452,853 km?2 e com densidade
demogréfica de 2,79 hab/kmz2 (dados extraidos a partir do censo do IBGE, 2018).
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Figura 3 — Mapa do Brasil indicando a localizacdo geografica do municipio de Mancio Lima,
localizado no Estado do Acre.
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A zona urbana de Mancio Lima ocupa cerca de 1% de todo o territério municipal e foi
desenvolvida as margens de uma das principais rodovias que cortam o estado (BR 364), estando
cercada pela floresta Amazonica. E considerada uma das cidades de maior prevaléncia de
malaria da regifio Amazonica e da América do Sul e em 2016 apresentou o maior Indice
Parasitario Anual do Brasil (IPA), com 518 casos notificados a cada 1.000 habitantes (MS,
dados ndo publicados). Em 2017, foram notificados 9.278 casos, representando 28,6% dos
casos de malaria de todo o estado do Acre (PAHO, 2018; MS, dados n&o publicados). Em 2016,
aproximadamente 50% dos casos de malaria notificados foram considerados infeccGes
adquiridas na zona urbana da cidade (DOS REIS et al., 2018).

A regido da cidade de Mancio Lima foi caracterizada como urbana seguindo critérios
de classificacdo descritos por Dal’Asta et al., em 2017, incluindo formas espaciais (cidades e
assentamentos de diferentes densidades, considerando a influéncia tecnoldgica), caracteristicas
sociais (padrdes de consumo e comportamento da populagéo) e evolucdo e desenvolvimento de
acordo com o tempo (DAL’ASTA etal., 2017; DAL’ASTA et al., 2018).
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3.3  Casos de Malaria e Dados do Sistema de Posicionamento Global (GPS)

Os casos de maléria urbana do municipio de Mancio Lima, registrados nos postos
urbanos de diagndstico e tratamento de malaria, no periodo de junho de 2014 a julho de 2015,
foram identificados através do banco de dados de notificacdo cedido pelo Programa Nacional
de Controle de Malaria do Ministério da Saude.

Através do banco de dados de individuos e domicilios de Méancio Lima, construido a
partir do censo realizado pela nossa equipe de trabalho durante os anos de 2015 e 2016, as
localizagdes geograficas (coordenadas de GPS) dos casos notificados durante o periodo de 14
meses foram identificadas. O cruzamento dos dados foi realizado com auxilio do programa
MATLAB (Matrix Laboratory, MathWorks, Natick, MA) considerando nome completo, sexo
e idade: primeiramente foi realizada uma restricdo dos dados do censo para sexo e idade (com
intervalo de +3 anos), em seguida buscou-se por nomes idénticos aos casos notificados e, 0s

ndo encontrados foram buscados utilizando um critério de diferenca em até 15% dos caracteres.

3.4  Populacédo de Estudo

Os pacientes selecionados para a participacdo do estudo foram recrutados durante o
periodo de 14 meses, entre junho de 2014 e julho de 2015, em cinco postos urbanos de
diagnostico e tratamento de maléria, localizados no municipio de Mancio Lima- AC.

Ao total, foram coletadas e selecionadas para o desenvolvimento deste estudo 178
amostras de sangue venoso. Os critérios de sele¢do foram homens e mulheres, com idades entre
5 e 70 anos, apresentando doenga febril aguda (> 37.5°C) ou historico de febre nas ultimas 48
horas, residentes na zona urbana e diagnosticados com malaria vivax, somente, por exame
microscopico de preparacdes de sangue em gota espessa corada com Giemsa, realizado por
profissionais qualificados, em campo.

Para a localizagdo geogréfica de cada amostra, foram cruzados o banco de dados do
censo com as informagbes das amostras (nome completo, sexo e idade dos individuos),
utilizando a metodologia descrita no item 3.3, porém, respeitando o critério de diferenca em até
25% dos caracteres. As amostras ndo encontradas foram buscadas manualmente e cada
pareamento foi analisado, também manualmente, para eliminacao de possiveis erros. Todas as

localizag@es encontradas foram comparadas com o bairro de moradia, presente na descri¢ao das
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amostras, e aquelas em que o bairro divergia das coordenadas de GPS foram consideradas
amostras de origem incerta.

Em seguida, cada amostra foi localizada, manualmente, no banco de dados de casos
notificados para a confirmacdo do local provavel de infeccdo, utilizando como critério de

exclusdo amostras cujo local fosse registrado como zona rural do municipio.

3.5  Diagndstico Molecular

O DNA de cada amostra foi extraido a partir de 200 ul de sangue venoso total, de
maneira automatizada, utilizando o equipamento QIACube e kit de extragdo QIAamp DNA
Mini Kit, comercializado pela Qiagen® (Hilden - Alemanha), utilizando o método de
purificacdo de acido nucleico baseado em membrana de silica.

O diagnostico de maléria foi confirmado por Reacdo em Cadeia da Polimerase
Quantitativo (QPCR) em tempo-real, utilizando Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix
(Thermo Scientific®) como indicador, através de oligonucleotideos iniciadores previamente
descritos, tendo como alvo o gene do RNA ribossomico 18S de P. vivax e P. falciparum
(KIMURA etal., 1997). A reacdo consiste em 5 ul do DNA extraido, 7,5 ul de 2xMaxima SYBR
Green/ROX qPCR Master Mix, 0,5 uM de cada oligonucleotideo iniciador (género especifico e
espécie-especifico para as duas espécies, em reacdes distintas), e dgua ultra pura para completar
o volume final de 20 pul. A qPCR foi realizada no termociclador StepOnePlus Real-Time PCR
System (Applied Biosystem®) com inicio a 50 °C por dois minutos, desnaturacao a 95 °C por
10 min, 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C seguido pela curva de melting
(KIMURA et al., 1997, pouco modificado).

Todas as amostras utilizadas foram diagnosticadas como positivas para P. vivax, por
exame microscopico e qPCR em tempo real, e negativas por ambas as técnicas para P.

falciparum.

3.6  Genotipagem de Microssatélites

A tipagem molecular de microssatélites foi realizada utilizando 14 marcadores genéticos
altamente polimdrficos distribuidos em 10 cromossomos do P. vivax. Destes, 11 estdo

localizados em regiGes codificadoras de proteinas. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados

31



para a genotipagem das amostras foram descritos por Karunaweera et al., em 2007 (Tabela 1)

com marcag0es de fluorescéncia (6-FAM, NED ou VIC) adicionadas nas extremidades 5' dos
oligonucleotideos anteriores (KARUNAWEERA et al., 2007). Os MSATSs escolhidos possuem

repeticdes tetranucleotidicas (MS2) e trinucleotidicas, sendo que seis possuem sequéncias

perfeitas (MS1, MS3, MS4, MS7, MS9 e MS15).

Tabela 1 — Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores utilizados para a genotipagem de 14 regiGes de
microssatélites descritos por Karunaweera et al.,, 2007. A cauda adicionada nos
oligonucleotideos reversos encontra-se representada em letra minlscula na sequéncia.

Nome Cromossomo  Marcador 5' Oligonucleotideos (5" -> 3")
F: TCAACTGTTGGAAGGGCAAT
MS1 3 6-FAM
R: ctgtcttTTGCTGCGTTTTTGTTTCTG
F: GAGCTAGCCAAAGGTTCAACA
MS2 6 VIC
R: ctgtcttTGGGGAGAGACTCCCTTTTC
MS3 4 NED F: GAAGATCCTGTGGAGGAGCA
R: ctgtcttCTCCTTCGCTCCTTTCCTTT
F: CGATTTACTGTTGACGCTGAA
MS4 6 6-FAM
R: ctgtcttCAAAGGAACATGCTCGATGA
F: CGTCCTCTATCGCGTACACA
MS5 6 NED
R: ctgtctt AAAGGGAGAGGAGCGAAAAC
F: GGTTCTTCGGTGATCTCTGC
MS6 11 VIC
R: ctgtcttGGAGGACATCAACGGGATT
F: TTGCAGAAAATGCAGAGAGC
MS7 12 6-FAM
R: ctgtcttAGGGTCTTCAGCGTGTTGTT
MS8 12 NED F: AGAGGAGGCAGAAATGCAGA
R: ctgtcttAGCCCCTTTGCGTTCTTTAT
F: AGATGCCTACACGTTGACGA
MS9 8 6-FAM
R: ctgtcttGAAGCTGCCCATGTGGTAAT
F: TTATCCCTGCTGGATGTGAA
MS10 13 NED
R: ctgtcttTCCTTCAGGTGGGACTTGTT
. - S F: AATGCGCATCCTATGTCTCC
- R: ctgtcttCTGCTGTTGTTGTTGCTGCT
MS15 5 6-EAM F: TGTTTGCAAAGGAATCCACA
R: ctgtctt CGGCCAGATGAAAAGGATAA
F: TGTTGTGGTTGTTGATGGTGA
MS16 9 NED
R: ctgtcttGTCGGGGAGAACAACAACAT
F: GCACAACAAATGCAAGATCC
MS20 10 VIC 5

: CtgtcttGTGGCAGTGGCTCATCTTCT
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A amplificacdo das 14 regides foi realizada seguindo o protocolo de PCR, descrito por
Orjuela-Sanchez et al. (2013), com um volume final de 15 ul, compreendendo: 3 ul de DNA,
1,8 uM de cada oligonucleotideo iniciador (anterior e reverso), 0,4 mM de dNTPs, 2 mM
MgCl,, 1x Taq Buffer NH,SO,, 1,25 U de Tag DNA Polymerase (Thermo Scientific®, Vilnius
- Lituania) e agua ultrapura para completar o volume final (ORJUELA-SANCHEZ et al., 2013).

Os parametros do ciclo sao: desnaturacao inicial a 94 °C por 2 minutos, seguido de 35
ciclos com 30 segundos para desnaturacdo a 94 °C, 40 segundos para anelamento a 58 °C e 50
segundos para elongacdo a 72 °C. A elongacéo final é de 5 minutos a 72 °C.

A enzima polimerase utilizada possui a tendéncia de adicionar um nucleotideo extra
(normalmente adenina) na extremidade 3' do produto amplificado, podendo alterar o tamanho
do produto amplificado. Assim, os oligonucleotideos reversos utilizados possuem uma cauda
na extremidade 5' (CTGTCTT-) a fim de favorecer a adi¢do do nucleotideo e padronizar a
amplificacdo (ORJUELA-SANCHEZ et al., 2013).

Apbs a reacdo de amplificacdo, o produto de DNA ¢é diluido em agua ultrapura nas
proporgdes 1:180, na forma multiplex (totalizando 3 ul de DNA nas reagGes com trés
marcadores e 2 ul nas reagcbes com dois marcadores, e 177 ul e 178 ul de &gua ultra pura,
respectivamente), seguindo as combinagdes descritas na Tabela 2 (o marcador 6-FAM esta
representado pela cor azul, VIC pela cor verde e NED pela cor amarela). A combinacgédo quatro
é composta de dois marcadores de mesma cor (6-FAM), porém a distingdo entre ambos é
possivel por possuirem tamanhos médios de alelos distantes. Para cada reacéo, sdo utilizados 2
ul do conjunto de DNASs diluidos e 9 ul do tampéo de corrida, composto por 8,9 ul de Hi-Di
Formamide (Applied Biosystem®, Foster City, EUA) e 0,1 ul de GeneScan 500 ROX Dye Size
Standard (Applied Biosystems® Woolston - UK).

Tabela 2 - Combinacéo de marcadores de MSAT para reacdo em multiplex (6-FAM é representado
pela cor azul, VIC pela cor verde e NED pela cor amarela).

Combinagdes MSAT
1 + +
2 + +
3 + +
4 + +
5 +
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3.7 Analise de Dados

3.7.1 Analise Epidemiologica

As amostras utilizadas no desenvolvimento do projeto foram testadas com relacdo a
representatividade do total de casos de malaria vivax recuperados a partir do banco de dados
fornecido pelo Programa Nacional de Controle de Maléria do Ministério da Salde. As
comparagOes foram realizadas para sexo e distribuicdo temporal, utilizando o teste de qui-
quadrado, e para idade, através do teste t-student de comparacdo de médias. Os calculos foram
realizados utilizando o programa Microsoft Office Excel (Microsoft®).

Para analise da distribuicdo espacial, foram construidos mapas com o auxilio do
programa QGIS 3.4.4, utilizando as coordenadas de GPS de cada amostra, dos casos notificados

e dos domicilios de Mancio Lima, obtidos através do censo populacional.

3.7.2  Genotipagem de Microssatélites

Os resultados das amplificacdes das regides de MSATs foram obtidos a partir da
emissdo de fluorescéncia pelos marcadores 6-FAM, VIC e NED, através do sequenciador de
DNA automatizado ABI3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems®). As analises foram
realizadas utilizando o programa GeneMarker 2.7 (Soft Genetics®), onde cada fragmento de
alelo amplificado € representado por um pico, que possui uma cor, de acordo com o marcador
utilizado na amplificacdo, uma altura (eixo Y, medida em unidades arbitrarias de fluorescéncia)
gue estima a abundancia relativa de parasitos na amostra, € um tamanho (eixo X, medido em
pares de base) definido de acordo com o numero de bases amplificadas (Figura 4). O padrdo
para as medi¢bes de tamanhos dos fragmentos utilizado foi 0 GeneScan 500 ROX dye Size
Standard (Applied Biosystems®, Woolston - UK).

Os picos de fluorescéncia, representando a abundancia relativa de parasitos na amostra,
devem estar em uma altura minima de 900 unidades de fluorescéncia para serem considerados
e analisados.

Para a definicdo do tamanho de cada alelo, foram realizadas aproximacdes do nimero
encontrado para o valor mais provavel, considerando a variagdo dos tamanhos dos motivos em
repeticdo do MSAT (caso 0 MSAT possua repeticdes trinucleotidicas, o valor encontrado sera

aproximado para o multiplo de trés mais proximo).
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Todos os marcadores selecionados para a genotipagem estdo presentes em uma unica
copia no genoma hapldide do parasito, encontrado nos estagios sanguineos do hospedeiro
humano. Assim, caso haja presenca de dois ou mais picos de amplifica¢do (Figura 4), ou seja,
dois ou mais alelos distintos em um mesmo locus, e o pico gerado pelo alelo minoritario (menor
altura) tenha pelo menos um terco do tamanho do pico majoritario (maior altura),
consideraremos um indicativo de infeccdo geneticamente mista, estando a amostra infectada
com mais de um clone de parasitos (ANDERSON et al., 2000). Assim, o hapl6tipo

predominante é aquele composto pelos picos majoritarios.

Figura 4 - Imagem extraida do programa GeneMarker 2.7 (Soft Genetics®) representando trés regides
de MSAT. Cada pico possui uma cor, de acordo com a fluorescéncia, um tamanho em pares
de base (eixo X) e uma altura em unidades arbitrarias de fluorescéncia (eixo Y). A amostra
possui indicativo de infeccdo mista, onde ha duplicidade de picos de mesma cor e 0s
minoritarios apresentam ao menos um ter¢o da altura dos majoritarios. Considera-se dois
haplétipos, o primeiro caracterizado pelos trés picos de maior fluorescéncia e o segundo
pelos picos de menor fluorescéncia.
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3.7.3 Niveis de Diversidade Genética

A analise da diversidade genética da populacao de parasitos encontrados foi realizada a
partir do célculo de heterozigosidade virtual (He), considerando apenas os alelos unicos ou
predominantes (majoritarios), em caso de infeccbes geneticamente mistas (ANDERSON et al.,
2000).
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Hy= —— (1= ) pi?)

n—1

, sendo n o numero de isolados analisados e pi a frequéncia de cada alelo encontrado. O He
varia de 0 a 1, sendo 0 o minimo de diversidade esperada. Para realizar o célculo, foi utilizado
o0 programa Arlequin 3.5 (EXCOFFIER e LISCHER, 2010).

Um indice de associagdo padréo (I3) foi utilizado para testar evidéncias de desequilibrio
de ligacdo (DL) na populacdo de parasitos. O teste compara a variancia do nimero de alelos
compartilhados por todos os pares de haplétipos observados na populacdo (Vp) com a variancia

esperada de associacgdes aleatorias de alelos (Ve):

, onde | € o nimero de loci analisados. Os calculos foram realizados com auxilio do programa
LIAN 3.6, que testa a hipotese nula (Hy: Vg = Vp) utilizando o0 método de Monte Carlo com
10.000 interagdes (HAUBOLD e HUDSON, 2000).

Para o calculo da forca de DL na populacdo foram realizados cinco diferentes testes com
0 objetivo de diminuir possiveis vieses, como amostras idéntica pertencentes ao mesmo
hapl6tipo, erros na composicdo de hapl6tipo em infecgdes geneticamente mistas e forgas fisicas

de DL pela presenca de alelos em um mesmo cromossomo:

1. Ndmero total de mostras;

2. Exclusdo de amostras pertencentes ao mesmo haplétipo;

3. Excluséo de amostras com indicativo de infec¢es geneticamente mistas, com dois ou
mais alelos em duplicidade;

4. Exclusdo de marcadores localizados em um mesmo cromossomo, mantendo um
representante por cromossomo;

5. Obedecendo os critérios dos testes 2 e 3.

Com o auxilio do programa MEGA7 (KUMAR et al., 2018), foi construida uma matriz
de distancia genética, utilizando como critério o numero de marcadores distintos entre pares de

amostras, variando de 0 a 14. Em seguida, utilizando o programa MATLAB e a matriz de
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distancia genética construida, foi localizado o vizinho mais préximo de cada amostra a partir
da menor distancia genética e essa distancia foi computada. Os mesmos procedimentos de
calculo de matriz de distancia e distancia para o vizinho mais préximo foram realizados para as
sequéncias criadas a partir da permutacdo de MSATS.

Os resultados das genotipagens do MSAT foram permutados dentro de cada marcador,
com o auxilio do programa MATLAB e a funcdo randperm, que, aleatoriamente, embaralha o0s
tamanhos de alelos encontrados, respeitando a frequéncia em que aparecem. Assim, foram
construidas 177 novas sequéncias de 14 marcadores, compondo haplétipos que simulam uma
populacdo panmitica com altos niveis de recombinacdo. Todas as simula¢fes foram repetidas
50.000 vezes e os resultados foram compostos a partir da combinagéo de todas as simulagfes
com intervalo de confianga de 95%.

3.7.4 Estrutura Populacional e Variagdo Genética Espago-Temporal

Para as analises de haplotipos presentes na populacdo, com o auxilio do programa
Arlequin 3.5 (EXCOFFIER e LISCHER, 2010), as amostras foram categorizadas de acordo
com a semelhanca de alelos, sendo consideradas pertencentes ao mesmo haplotipo aquelas que
compartilhassem 100% de alelos idénticos. Para tanto, apenas os alelos majoritarios foram
utilizados.

O programa ainda mostra a distribuicdo de frequéncia alélica ha populacdo para a analise
da presenca de alelos raros e fendmeno de gargalo de garrafa populacional (bootleneck).
Populacdes que estejam sob pressdo seletiva e sofram uma reducdo de tamanho efetivo,
apresentam também uma reducdo no nimero de alelos raros e na heterozigosidade de loci
polimorficos (LUIKART et al., 1998).

Outra forma de observar o fendbmeno de bootleneck € a partir do célculo de m-ratio,
assumindo também a queda na variabilidade alélica em uma populacéo sob pressao seletiva. O
m-ratio € calculado através da propor¢do de alelos encontrados dentre os possiveis, de acordo
com a variacdo entre 0 menor e o maior alelo da populacdo em questdo (GARZA e
WILLIAMSON, 2001). Assim, espera-se encontrar valores de m-ratio mais proximos de 1 em
populacdes que ndo estejam sob efeito do fenémeno.

Além de hapldtipos, as amostras foram categorizadas em haplogrupos de acordo com o
compartilhamento de alelos, utilizando os critérios de ao menos 12 marcadores idénticos para

participacdo em um mesmo haplogrupo. A classificagdo foi realizada utilizando programa
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eBURST V3 (FEIL et al., 2004), com o numero de reamostragem para bootstrapping no valor
de 1.000. Ainda de acordo com os alelos compartilhados, o programa cria rede de hapldtipos
interligados, onde cada haplétipo ligado a outro difere em apenas um alelo. Com o auxilio do
programa PHYLOViZ 2.0 (RIBEIRO-GONCALVES et al., 2016), os haplotipos foram
conectados independentemente do nimero de diferencas, a partir do algoritmo do programa
goeBUSRT (FRANCISCO et al., 2009), possibilitando encontrar as conexdes perdidas dentro
dos haplogrupos construidos pelo eBURST.

Através do programa Structure 3.4 (PRITCHARD et al. 2000), as amostras foram
geneticamente relacionadas a partir de um modelo bayesiano, buscando por conglomerados
(clusters) genéticos agrupados por similaridade de acordo com o valor estipulado para o nimero
de populacbes geneticamente distintas existentes na amostra (K). Além disso, foi possivel
estimar, para cada amostra, a fracdo do gendtipo que provém de determinada populacdo com
base nas frequéncias alélicas observadas em cada locus. Os pardmetros utilizados foram
100.000 interagdes (periodo de burn-in) antes do inicio da coleta dos dados, afim de minimizar
os efeitos das configuragdes iniciais, seguido de 1.000.000 de interagGes (repetigdes) para
estimativas precisas. Os valores de K testados variaram de 1 a 10, com quatro repeti¢cGes para
cada valor, e o escolhido foi o melhor valor encontrado a partir do teste de AK, baseado na taxa

de alteracdo da probabilidade do log entre valores K sucessivos (EVANNO et al., 2005).

o = MALK + 1) — 2L(K) + LK — D)
- s[L(K)]

, sendo L(K) o valor estimado do logaritmo natural da probabilidade de K, m a média dos

valores encontrados para 0 mesmo K em diferentes teste e s 0 desvio padréo.
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4 RESULTADOS

4.1  Analises Epidemiologica

A partir dos 6.341 casos de maléria obtidos através do banco de dados de casos
notificados pelo sistema de saude, durante o periodo entre junho de 2014 e julho de 2015, 1.798
foram encontrados no banco de dados do censo de domicilios urbanos e individuos. Destes,
1.487 casos foram diagnosticados por exame microscopico como positivos para P. vivax,
representado 82,7% do total. Com a incluséo apenas de individuos entre 5 e 63 anos, foram
encontrados 1.339 casos de maléria vivax.

Dentre as amostras, 62% sdo provenientes de individuos do sexo masculino, ja do banco
de dados de casos notificados (1.487 casos) e com a inclusdo de apenas individuos entre 5 e 63
anos (1.339 casos), 56% e 58% sdo do sexo masculino, respectivamente. Testando a hipétese
de que as proporcBes sdo diferentes, através do método de qui-quadrado, com 1 grau de
liberdade, o valor de p encontrado é de 0,15 e 0,29, respectivamente, portanto, a hipétese nula
néo foi rejeitada e as amostras sdo capazes de representar 0s casos totais com relacdo ao sexo.
Ja com relacéo a idade, a idade média das amostras foi de 27,65 anos, dos casos totais de 25,90
e dos casos considerando apenas idades entre 5 e 63 anos, foi de 25,72. Testando a hipétese de
que as idades sdo diferentes através do método t-student, o valor de p encontrado foi de 0,1, ndo
rejeitando a hip6tese nula e concluindo que as médias de idades sdo equivalentes.

A Figura 5 representa a distribuicdo temporal, de acordo com a data de notificacdo, das
propor¢Ges de nimero de amostras (178), de numero de casos urbanos de malaria vivax
notificados pelo sistema de saude (1.487) e de numero de casos notificados incluindo apenas
individuos entre 5 e 63 anos (1.339). A comparacdo da distribuicdo temporal das amostras com
0s 1.487 e 1.339 casos foi realizada utilizando o método de qui-quadrado, com 13 graus de
liberdade. A hipdtese testada foi de que as proporcdes diferem e o valor de p encontrado foi de

1, aceitando a hipdtese nula de similaridade entre amostras e casos totais.
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Figura 5 - Grafico de distribuicdo temporal, més a més (junho, 2014 a julho, 2015), das amostras
(barras), casos totais (linha continua) e casos entre 5 e 63 anos (linha tracejada),
proporcionalmente, de acordo com a data de diagnéstico.
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O mapa representado na Figura 6 foi construido para a demonstracdo da distribuicao
espacial das amostras de acordo com a posicao dos domicilios de Méancio Lima, obtidos através
do censo, e dos casos totais de malaria. A residéncia de cada individuo esta representada por
pontos, sendo as amostras em vermelho, os casos totais de maléria vivax (1.487 casos) em
amarelo e os domicilios na cor branca. Dentre as 178 amostras, foram recuperadas as
coordenadas geograficas de 157, sendo 21 amostras excluidas das analises espaciais devido a

imprecisdo da origem geogréfica.
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Figura 6 - Mapa de Mancio Lima construido com o auxilio do programa QGIS 3.4.3. As ruas estdo representadas por linhas azuis, destacando os domicilios

(branco), casos totais de maldria vivax (amarelo) e amostras (vermelho).
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4.2  Genotipagem de Microssatélites e Diversidade Genética

Dentre as 178 amostras selecionadas para a participacdo deste estudo, a genotipagem
completa dos 14 marcadores utilizados foi realizada em 177 amostras, ndo sendo possivel a
genotipagem do marcador MS16 em uma amostra. Todas as analises descritas a seguir foram
realizadas utilizando os dados apenas das amostras totalmente genotipadas.

Com relacgdo a presenga de mais de um clone de P. vivax nas amostras, considerando
dois alelos distintos amplificados em um mesmo locus como indicativo de infeccdes
geneticamente mistas, 45,2% das amostras apresentaram um ou mais alelos em duplicidade,
16,4% dois ou mais alelos e 5,6% trés ou mais. Para a composi¢édo de haplotipos, apenas o clone
de maior abundancia, ou seja, aquele composto pelos alelos de maiores picos de fluorescéncia,
foi considerado.

Um total de 146 haplétipos foram encontrados dentre as 177 amostras: 8 sdo compostos
por duas amostras, dois por trés amostras, um haplo6tipo por quatro amostras e dois compostos
por 9 amostras. Os 133 haplétipos restantes sdo compostos por amostras Unicas.

Para deteccdo dos niveis de diversidade genética a partir da variacdo de alelos em cada
marcador, foi calculada a heterozigosidade esperada, que estima a probabilidade de um alelo
escolhido ao acaso, dentro da populacdo, ser diferente de outro. Assim, quanto maior Heg, maior
a diversidade de determinado locus. A Tabela 3 representa os valores de diversidade encontrada
e o céalculo do m-ratio. Dentre os 14 loci analisados, 9 apresentaram valores de He maiores que
a média (0,66 com desvio padrédo de 0,15).

Na analise de m-ratio considera-se 0 nimero de possiveis alelos existentes, limitado
pelo menor e maior alelo encontrado, e quais alelos foram efetivamente genotipados na
populacdo. Para tanto, sdo considerados apenas os marcadores cujos microssatélites seguem o
padrdo mutacional de stepwise, enquanto que aqueles com padrbes repetitivos complexos
(MS2, MS5, MS6, MS8, MS10, MS12, MS16 e MS20) nédo possibilitam uma inferéncia correta
(Tabela 3).
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Tabela 3 — Variacdo dos tamanhos de alelos, heterozigosidade esperada e m-ratio dos 14 loci de
microssatélite genotipados.

Marcador  Variacao dos tamanhos NGmero de NOmero de Alelos M-ratio

de Alelos Possiveis Alelos (r)  Encontrados (k) (ki)
MS1 228-246 7 6 0,57 0,86
MS2 194-238 12 9 0,49 0,75
MS3 173-197 9 7 0,62 0,78
MS4 183-210 10 7 0,60 0,70
MS5 160-229 24 8 0,74 0,33
MS6 192-258 23 13 0,69 0,57
MS7 139-154 6 3 0,26 0,50
MS3 207-300 32 19 0,81 0,59
MS20 195-258 22 11 0,72 0,50
MS9 146-176 11 9 0,74 0,82
MS15 236-311 26 13 0,79 0,50
MS16 267-357 31 15 0,77 0,48
MS10 183-258 26 13 0,79 0,50
MS12 197-266 24 11 0,73 0,46

Com a distribuicdo de frequéncia de alelos, apresentada na Figura 7, observa-se uma

maior prevaléncia de alelos raros, ja que aproximadamente 60% dos alelos estdo presentes em

uma frequéncia menor ou igual a 0,05. O grafico mostra uma distribuicdo de frequéncia em

formato de L, o que € esperado em populacfes que ndo estdo sofrendo nenhum tipo de pressao

seletiva e, portanto, ndo ha perda de alelos raros.

Figura 7 - Distribuicdo de frequéncia de alelos de acordo com a propor¢do em que se encontram nas
amostras genotipadas.
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Para a analise de desequilibrio de ligacdo, foram calculados cinco indices de associacao
padrdo, excluindo as hipdteses de que a forga do DL foi influenciada pela presenca de amostras
idénticas, de possiveis erros na composicdo de haplétipos em infec¢fes geneticamente mistas e
de DL entre alelos pertencentes ao mesmo cromossomo, especialmente entre os separados por
uma pequena distancia. No primeiro teste, o calculo foi realizado utilizando dados genéticos de
todas as amostras (n=177). Em seguida, foram excluidas amostras idénticas, permanecendo
apenas um representante de cada haplotipo (n=146). No terceiro teste, amostras com dois ou
mais alelos em duplicidade foram excluidas (n=149). No quarto teste, foram excluidos
marcadores localizados em um mesmo cromossomo, permanecendo apenas um representante
por cromossomo (n=177), sendo o valor do I apresentado equivalente a média dos valores
encontrados de cada combinacgdo. O quinto teste representa o indice de DL calculado utilizando
os critérios do segundo e terceiro teste, simultaneamente (n=123). Foram observadas evidéncias

de DL em todos os testes realizados, com valor de p < 0,05 (Tabela 4).

Tabela 4 - Testes de evidéncias de DL através do célculo do indice de associa¢do padrdo, com auxilio
do programa Lian 3.0. O teste 1 foi realizado com todas as amostras, o teste 2 apenas com
um representante de cada haplétipo, o teste 3 excluindo amostras com indicativo de infecgdes
geneticamente mistas. O teste 4 apresenta a média dos I calculados a partir das combinaces
de exclusdes de marcadores presentes no mesmo cromossomo. O teste 5 foi realizado
utilizando os critérios do teste 2 e 3, simultaneamente.

Teste I p-value
1 0,158 < 1,00 x 10-04
2 0,113 < 1,00 x 10-04
3 0,177 < 1,00 x 10-04
4 0,160 < 1,00 x 10-04
5 0,125 < 1,00 x 10-04

A Figura 8 representa o grafico construido a partir da matriz de distancia genética
(barras), calculada através do numero de diferencas entre todas as combinagdes de pares de
amostras. O grafico apresenta-se com a distribuicdo deslocada para a direita, onde 0 maior pico
encontra-se em 11 diferencas. No mesmo grafico apresenta-se a distribuicdo de distancias
genéticas utilizando a matriz encontrada com os resultados das permutagdes (linha), sendo que
0 pico maior é encontrado em 9 marcadores e a distribuicdo mais centralizada, semelhante a

uma normal.
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Figura 8 - Grafico de distribuicdo da matriz de distdncia genética entre todos os pares de amostras,
considerando os valores reais (barras) e os valores permutados (linha).
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J& na andlise dos gréficos de distancia para o vizinho mais préximo, a distribuicéo
encontra-se deslocada para a esquerda, agrupando amostras proximas entre si, € uma cauda em
direcdo ao lado direito, representando amostras distantes. Com os dados permutados, a

distribuicdo se assemelha com uma normal, com o pico maximo em cinco diferencas (Figura
9).

Figura 9 - Grafico de distribuigdo da distancia para o vizinho mais proximo dos valores reais das
amostras (barras) e dos valores permutados (linha).
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4.3  Distribuicdo Espaco-Temporal: haplogrupos

As amostras totalmente genotipadas foram classificadas em haplogrupos, sendo
agrupadas aquelas que compartilham ao menos 12 marcadores idénticos. No total, 124 amostras
foram distribuidas em 21 haplogrupos (HGs) e 53 amostras ndo foram classificadas por néo
apresentarem a semelhanca necessaria com nenhuma outra. Dos 21 haplogrupos, o primeiro
(HG1) é composto por 57 amostras, 0s HG2 e HG13 por 7 amostras, 0 HG3 por 6 amostras, 0
HG7 por 5 amostras, os HG4, HG9 e HG17 por 4 amostras, os HG5, HG6, HG8 e HG14
possuem 3 amostras, e por fim, o HG10, HG11, HG12, HG15, HG16, HG18, HG19, HG20 e
HG21 sdo compostos por uma dupla de amostras.

A Figura 10 representa as redes de hapl6tipos construidas para os HGs compostos por
mais de duas amostras. Cada HG possui uma determinada cor e o0s haplotipos estdo
representados por nds de tamanhos proporcionais ao humero de amostras idénticas. As hastes
de linhas continuas representam a varia¢do de um alelo entre os dois haplétipos, ou seja, dois
nos ligados por uma haste continua séo dois hapldtipos que possuem uma semelhanca de 13 em
14 marcadores. Ja as hastes de linhas pontilhadas representam a diferenca de dois alelos entre

um par de haplétipos.

Figura 10 — Haplogrupos compostos por mais de duas amostras sob forma de rede de hapl6tipos
construida a partir dos resultados do programa eBURST e PHYLOViZ 2.0. Os nds
representam os hapl6tipos com tamanho proporcional ao nimero de amostras que o
compdem e as hastes continuas e pontilhadas indicam a diferenca entre hapl6tipos de um e
dois alelos, respectivamente.

HG1 HG2 HG3

HGS5
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A seguir, as amostras foram distribuidas temporalmente recebendo a cor do haplogrupo
ao qual pertencem (Figura 11). O maior haplogrupo, HG1, esta presente em todos 0s meses,
com excecdo de julho de 2015. O HG4, composto por quatro amostras, encontra-se entre 0s
cinco primeiros meses. O HG6, composto por trés amostras, estd presente em apenas dois
meses, consecutivos (marco e abril de 2015). O HG13, composto por 7 amostras, esta presente
no inicio do periodo (junho e julho de 2014) e em janeiro de 2015. O HG14, composto por trés
amostras, esta presente apenas em junho de 2015. Os demais HG ndo possuem uma distribuico
temporal com alguma caracteristica a ser destacada ou estdo representados por apenas duas
amostras, ndo apresentando nenhuma informacdo conclusiva. As amostras nao classificadas
(NC) estdo distribuidas ao longo dos 14 meses analisados, ndo apresentando nenhuma
particularidade.

Figura 11 - Distribuicdo temporal de amostras de acordo com o haplogrupo pertencente e de amostras
ndo classificadas (NC). As barras representam as amostras genotipadas (escala a esquerda) e
as linhas continua e pontilhada mostram os nimeros de casos totais de maléria vivax e de
casos entre 5 e 63 anos, respectivamente, obtidos através do banco de dados do sistema de
notificacdo (escala a direita).
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Para as analises espaciais, apenas as amostras que possuem as coordenadas de GPS
precisas foram consideradas, totalizando 157 amostras. Espacialmente, as amostras
pertencentes ao HG1 estéo dispersas por toda a cidade (Figura 12), ndo havendo, portanto,
nenhuma restri¢do temporal ou espacial para a circulacdo deste haplogrupo. As Figuras 13 e 14
representam a distribuicéo espago-temporal de dois haplotipos pertencentes ao HG1: o primeiro
hapldtipo, composto por 9 amostras, estd concentrado nos primeiros quatro meses,
desaparecendo em seguida (Figura 13), j& o segundo haplétipo, com 8 amostras, esta disperso
temporalmente (Figura 14). Ambos os haplétipos sdo encontrados em toda a cidade, com uma
tendéncia de maior concentracdo na regido noroeste e central.

Enguanto o HG1 apresenta-se distribuido por toda a cidade, o HG2, encontra-se
distribuido predominantemente na regido sudeste do municipio (Figura 15). Portanto, embora
ndo haja uma concentracdo temporal, as amostras apresentam-se em posi¢fes geograficas

caracteristicas.
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Figura 12 - Distribuicdo espago-temporal de amostras pertencentes ao HG1. (A) Mapa contendo a posi¢do espacial das amostras. (B) Grafico da distribuicdo

das amostras de acordo com meses. (C) Rede de hapl6tipos do HG1.
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Figura 13 - Distribuigdo espaco-temporal de 9 amostras numeradas pertencentes a um mesmo haplétipo do HG1. (A) Distribuicdo espacial. (B) Distribuicdo
temporal. (C) Posicdo do haplétipo destacada na rede de hapldtipos do HG1.
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Figura 14 - Distribuigdo espaco-temporal de 8 amostras numeradas pertencentes a um mesmo haplétipo do HG1. (A) Distribuicdo espacial. (B) Distribuicdo
temporal. (C) Posicdo do haplétipo destacada na rede de hapldtipos do HG1.
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Figura 15 - Distribuicdo espaco-temporal das amostras humeradas pertencentes ao HG2

. (A) Distribuicao espacial. (B) Distribui¢do temporal. (C) Rede de

haplétipos.
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Além da distribuicdo temporal particular, os haplogrupos HG4, HG6 e HG14 também
se destacaram por possuirem uma distribui¢do espacial concentrada. As amostras pertencentes
a cada HG derivaram de individuos cujas residéncias sdo proximas geograficamente, portanto,
possuem um comportamento espago-temporal restrito. Na Figura 16 os trés HGs estdo
representados geograficamente e temporalmente, e as amostras idénticas estdo destacas em
negrito. Apesar de ndo haver uma relagéo entre os HGs, esses concentram-se na mesma regiao.

O HGL13, também possui particularidades espago-temporais. A Figura 17 indica que as
amostras idénticas (em negrito e destacadas com asterisco de acordo com o haplotipo a qual
pertencem) estdo concentradas no espaco e no tempo, e a proximidade geografica das quatro
amostras de janeiro de 2015, que encontram-se conectadas por linhas continuas na rede, pode
indicar um pequeno surto.

O HG17, composto por quatro amostras, sendo uma dupla de haplétipos, ndo esta
agrupado temporalmente, mas esta concentrado geograficamente na regido central da cidade,
como apresentado na Figura 18.

As demais amostras ndo estdo concentradas geograficamente em determinada regiéo.
Na Figura 19 estdo representadas todas as amostras (n = 157), classificadas de acordo com o
HG a qual pertencem, incluindo as amostras ndo classificadas (em branco). Nao foi observado

nenhum comportamento espacial especifico para as amostras nao classificadas.
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Figura 16 - Distribuicdo espago-temporal de amostras numeradas pertencentes aos HG4, HG6 e HG14 (amostras idénticas estdo destacadas em negrito). (A)
Distribuicao espacial. (B) Distribuicdo temporal. (C) Rede de haplétipos de cada HG.
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Figura 17 - Distribuicdo espaco-temporal de amostras numeradas pertencentes ao HG13 (amostras idénticas estdo destacadas em negrito e com asterisco de

acordo com o haplétipo ao qual pertencem). (A) Distribuicdo espacial. (B) Distribuicao temporal. (C) Rede de haplotipos.
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Figura 18 - Distribui¢do espago-temporal de amostras numeradas pertencentes ao HG17 (amostras idénticas estdo destacadas em negrito e com asterisco de
acordo com o haplétipo ao qual pertencem). (A) Distribuigdo espacial. (B) Distribuicéo temporal. (C) Rede de hapldtipos.
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Figura 19 — Mapa de distribuicdo espacial de todas as amostras classificadas de acordo com HG a qual pertencem.
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4.4  Distribuicdo Espaco-Temporal: populacdes

Os numeros de populagdes geneticamente distintas testados, com auxilio do programa
Structure 3.4 (PRITCHARD et al., 2000) variaram de 1 a 10, e 0 AK, calculado com base nos
valores de probabilidade posterior para cada populacdo, esta representado na Figura 20. No
intervalo de 2 a 4 observa-se um decaimento nos valores encontrados, e, entre 5 e 9, atingem
uma constancia, com pequenas variagdes. Assim, o valor ideal de K para caracterizar as

amostras genotipadas foi aquele gue inicia o plat6 atingido, ou seja, K=5.

Figura 20 - Valores de AK calculados a partir da probabilidade posterior para cada valor de K, variando
de 1 a 10, com quatro repeticGes para cada valor.
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As amostras utilizadas para este teste foram aquelas que apresentaram posicdes
geogréficas definidas (n = 157). As que apresentaram a contribuicdo de 70% ou mais de uma
determinada populacdo foram agrupadas, enguanto as que apresentaram contribuicdes
inferiores a 70% foram consideradas ndo classificadas (NC). A Figura 21 representa a
porcentagem de contribuicdo de populacdes para cada amostra: dentre as 157 amostras
categorizadas, 12 foram consideradas pertencentes a populacdo 1 (POP1, em azul), 16 a
populacdo 2 (POP2, em rosa), 54 a populacdo 3 (POP3, em verde), 12 a populacdo 4 (POP4,
em roxo), 27 a populacéo 5 (POP5) e 36 amostras ndo foram classificadas como pertencentes a

nenhuma populacao.
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Figura 21 - Contribuicdo de cada uma das 5 populagbes na composi¢do de amostras. Amostras
compostas por 70% ou mais de apenas uma populacdo foram consideras pertencentes
aquela.
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Apos a categorizagdo, as amostras foram distribuidas temporalmente de acordo com a
populacdo a qual pertencem (Figura 22). A POP3, a qual possui 0 maior nimero de amostras,
foi encontrada em 13 dos 14 meses, amplamente distribuida no tempo. J& as popula¢des POP2,
POP4 e POP5, embora possuam menos amostras quando comparadas a POP3, também foram
encontradas dispersas temporalmente. A POP1 esta presente em quatro meses, entre junho de
2014 e janeiro de 2015, sendo que 50% das amostras pertencentes a essa populacéo circularam

no més de janeiro.
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Figura 22 - Distribuicdo temporal de amostras de acordo com a populacdo a qual pertencente e de
amostras nao classificadas (NC). As barras representam as amostras genotipadas (escala a
esquerda) e a linha mostra o nimero de casos totais de maldria vivax, obtido atraves do
banco de dados do sistema de notificacdo (escala a direita).
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Quando distribuidas espacialmente, as populacdes estdo dispersas por toda a cidade
(Figura 23), com excec¢édo da POP1, que embora esteja representada por toda a extenséo, possui
um comportamento espaco-tempo caracteristico no més de janeiro, onde as amostras se
concentraram em apenas uma regido, como representado na Figura 24.

As amostras consideradas ndo classificadas ndo apresentaram um padrao de distribuigédo

espaco-temporal caracteristico.
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Figura 23 - Mapa de distribuicdo espacial de todas as amostras classificadas de acordo com populagdo a qual pertencem.
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Distribuicdo espacial. (B) Distribuicdo temporal.

Figura 24 - Distribuicdo espaco-temporal da POP1 (as amostras idénticas estdo destacadas de acordo com o hapl6tipo ao qual pertencem: *, ** ou ***), (A)
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5 DISCUSSAO

5.1  Analise Epidemioldgica

Durante 36 anos de significativa queda do nimero de casos de maléria no Brasil, 0
aumento de 51% de infec¢des diagnosticadas em 2017, com relacdo ao ano anterior, apontou
para certa fragilidade no sistema de controle de malaria (CARLOS et al., 2019). Os casos
concentram-se na regido norte do pais, principalmente nos estados do Acre, Amazonas, Amapa,
Rondbénia e Roraima, afetando diretamente a satde da populacgdo, associada a alta morbidade
provocada pela doenca e, consequentemente, apresentando um impacto no crescimento
econémico, principalmente em municipios cuja economia baseia-se em atividades laborais
como agricultura, extrativismo e pesca.

Uma das cidades com maior indice Parasitario Anual (IPA) do pais localiza-se no estado
do Acre e pertence ao Vale do Alto Jurua. No ano de 2016, Mancio Lima, apresentou 28% do
total de casos notificados em todo o estado, apresentando o maior IPA do Brasil, sendo
notificados 436,4 casos a cada mil habitantes (MS, 2017). Em 2017, o IPA subiu para 518,
permanecendo entre os maiores valores do pais (MS, dados ndo publicados).

A alta endemicidade de malaria na cidade de Mancio Lima baseia-se na hipotese de uma
constante introducdo de parasitos provenientes de zonas rurais localizadas proximas a zona
urbana devido a alta mobilidade de individuos entre as regides. Neste trabalho, foi avaliado se
0s parasitos introduzidos se disseminam de forma panmitica através de clones que ndo sao
capazes de se fixar na populacdo ou se existe uma transmissao local, onde alguns clones sao
capazes de permanecer em circulacdo independente de novas introducGes. A Figura 25A
representa a primeira hipotese, sendo as areas rurais 1, 2 e 3 as responsaveis pela continua
introducdo de parasitos na cidade. A Figura 25B apresenta clones provenientes de regides

rurais, porém capazes de estabelecer uma transmisséao local.
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Figura 25 — Possiveis mecanismos de transmissdo de maldria em Mancio Lima. (A) Constante
introducdo de parasitos provenientes das zonas rurais (1, 2 e 3) incapazes de se fixar na
populagéo urbana. (B) Transmissdo urbana estabelecida a partir de parasitos introduzidos
provenientes de zonas rurais.

Mincio Lima Mancio Lima

Considerando o periodo de 14 meses, entre junho de 2014 e julho de 2015, foram
notificados 6.341 casos de malaria em Mancio Lima, dos quais 1.339 foram considerados
individuos moradores da zona urbana da cidade, infectados somente por P. vivax através do
exame microscopico e entre as idades de 5 e 63 anos. Durante 0 mesmo periodo foram coletadas
178 amostras de pacientes com 0s mesmos critérios de idade e infeccdo. As anélises estatisticas
apontam que as amostras utilizadas neste trabalho sdo capazes de representar os casos totais de
maldaria de acordo com sexo, idade e distribuicdo espaco-temporal.

Tanto as amostras coletadas quanto o nimero de casos notificados e recuperados séo,
majoritariamente, de individuos do sexo masculino com idades entre 16 e 40 anos. Os resultados
corroboram com o fato de jovens adultos do sexo masculino estarem mais sujeitos a adquirir a
doencga por apresentarem maior exposi¢ao ao vetor transmissor, ao desempenharem atividades
comportamentais e laborais, comumente realizadas na regido, como extrativismo,
desmatamento, cacga e pesca (BARBOSA et al., 2014). Tal explicacdo pode estar associada,
principalmente, a malaria transmitida na zona rural envolvendo trabalhadores com certa
mobilidade, que adquirem a infecgéo no local de trabalho (zona rural) e séo diagnosticados no
local de moradia (zona urbana).

Quanto a distribuicdo temporal dos casos totais, de acordo com os meses do ano, pode-
se observar poucas variacdes abruptas de numero de casos com exce¢do dos meses de marco,
abril e maio de 2015, que apresentaram uma queda. O clima da cidade é considerado equatorial

umido, com chuvas distribuidas durante o ano todo, porém, entre 0s meses de maio e setembro,
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considerado o periodo de seca, 0s niveis de precipitacdo diminuem. Assim, a diminui¢do do
namero de casos apresentada ndo pode ser explicada devido a escassez de chuvas, suportando
a hipdtese de que os tanques de piscicultura sdo os principais criadouros de vetores (ndo sofrem
influéncia de variacGes climaticas, ao contrario das fontes naturais de agua, como areas
alagaveis) e, consequentemente, que existem condi¢cdes necessarias para a transmissdo local e
urbana da maléria (DOS REIS et al., 2015).

A importancia de criadouros resultantes de atividades humanas na transmissdo da
maldria urbana também foi observada na cidade de Porto Velho - RO. A proximidade da cidade
com criadouros permanentes, como tanques de peixes abandonados que alagam durante os
periodos de chuva, e ndo sdo totalmente drenados nas demais épocas do ano, traz como
consequéncia uma alta densidade vetorial em zona urbana, durante todo o ano, e indica uma
necessidade de alteracGes nas medidas de controle na doenca, incluindo um direcionamento
para saneamento ambiental (GIL et al., 2007).

Na regido da Amazonia Legal, no municipio de Manaus, a maléria urbana e autoctone
foi detectada em regiGes com condi¢fes ambientais inviaveis para a transmissdo, resultante,
portanto, de possiveis falhas do sistema de notificacdo. Porém, em outras regifes mais
susceptiveis ao vetor (principalmente devido a acGes humanas, como desmatamento,
represamento de dgua dos igarapés e piscicultura), a maléria urbana € considerada endémica
(SARAIVA et al., 2009).

Um estudo realizado na Coldémbia, utilizando dados epidemiolédgicos dos anos entre
2008 e 2012, mostrou uma tendéncia de aumento de notificacdes de malaria urbana, com
relacdo aos casos rurais. O estudo aponta para uma provavel falha na classificacao e no registro
dos casos, principalmente devido a falta de consenso para definicGes de areas urbanas e de
maléria urbana, origens dos casos notificados ndo informativas, potenciais criadouros de
vetores ndo identificados e falta de informacdes sobre a capacidade de transmisséo dos vetores
na zona urbana. Estas incertezas levam ao questionamento da importancia da transmissao da
malaria urbana e peri-urbana na Colémbia, sendo de extrema importancia a confirmacéo da
origem e dos padrées de transmisséo, objetivando o desenvolvimento de medidas de controle
mais efetivas (PADILLA et al., 2015).

Espacialmente os casos de malaria estdo distribuidos por toda a extensdo de Mancio
Lima. Os locais de maior densidade populacional também apresentaram o0 maior nimero de
casos, ndo sendo possivel encontrar uma distribuicao espacial caracteristica, como por exemplo
a concentragdo de mais casos nas periferias ou nas proximidades com zonas mais ruralizadas.

A disposicédo da cidade, no entorno da rodovia BR 364, faz com que esta esteja cercada pela
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floresta Amazonica, sendo que o local mais central e de maior urbanizacdo, ainda nao encontra-
se tdo distante da floresta.

Em estudo na costa noroeste do Peru, foram detectados padrdes de transmissao espaco-
temporais de malaria urbana, sendo os principais fatores a sazonalidade e a associacdo com a
presenca de locais com acumulo de agua (potenciais criadouros de mosquitos) onde héa
agrupamentos geograficos com maiores incidéncias de P. vivax. Estudos como este auxiliam na
deteccdo de grupos de risco e no direcionamento das intervengdes, mantendo os niveis de
transmissdo baixos, evitando surtos e buscando a eliminacdo da malaria no pais (ROSAS-
AGUIERRE et al., 2015).

As andlises dos casos de malaria em Mancio Lima sugerem que a transmisséo de malaria
pode ocorrer tanto de forma urbana, devido a presenca de vetores com alta capacidade de
transmissdo e de inimeros criadouros de mosquitos distribuidos ao longo da cidade, quanto
pela introducdo de parasitos provenientes da zona rural, consequéncia da alta mobilidade de

individuos, promovendo falhas de notificagdo de casos considerados autoctones.

5.2 Diversidade Genética de P. vivax

Para analises de padrdes de transmissdo de malaria, além de dados epidemioldgicos
precisos, sdo necessarias informacGes sobre estruturas genéticas dos parasitos. Para tanto,
marcadores moleculares neutros, como MSATS, fornecem dados sobre variacGes genéticas,
estrutura de populagdes de parasitos e fluxo génico, permite a deteccdo de infeccdes causadas
por multiplos clones e o rastreamento de origens de infecgdes como surtos, transmissao local
ou casos importados (GUNAWARDENA et al., 2010; BRITO e FERREIRA, 2011). Os
padrdes de transmissdo sdo de extrema importancia em casos de malaria urbana, principalmente
pelo fato de que fontes de infecgbes diversas e independentes tornam favoraveis as
recombinacgfes entre cepas ndo relacionadas dificultando a diferenciacéo de parasitos locais e
importados (BARRY et al., 2015). Tratando-se de medidas de controle de maléaria, as
informagdes genéticas auxiliam nas analises dos impactos das medidas ja aplicadas, na predi¢do
de esforgos necessarios e no melhor uso das medidas de controle disponiveis (BARRY et al.,
2015).

Dentre os 14 marcadores de DNA de MSAT utilizados, 6 sdo compostos por repeticdes
perfeitas (MS1, MS3, MS4, MS7, MS9 E MS15) e 8 por néo perfeitas (MS2, MS5, MS6, MS8,
MS10, MS12, MS16 e MS20), sejam interrompidas, compostas ou complexas. Enquanto
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sequéncias perfeitas seguem o modelo de stepwise mutation, a origem das repeticbes nédo
perfeitas ainda € incerta, mas pode ser explicada a partir de mutagcdes e eventos de
recombinacdo. Sequéncias imperfeitas podem estar relacionadas com uma superestimacéo de
diversidade, devido a estrutura que as compdem (SUTTON, 2013).

A genotipagem das amostras mostrou consideravel nivel de diversidade genética a partir
do célculo de He (média calculada igual a 0,66) sendo que dentre os 5 marcadores de maior
diversidade, quatro sdo compostos por repeticdes ndo perfeitas, porém, apenas cinco
apresentaram valores menores do que a média. Quanto a infec¢bes geneticamente mistas,
considerando ao menos um alelo em duplicidade, quase metade das amostras foram
consideradas infectadas por mais de um clone, sendo um pouco mais de um tergo destas com
dois ou mais alelos.

A presenca de infeccBes geneticamente mistas foi observada em locais de niveis de
transmissdo variados, sendo muito presente em infec¢fes de P. vivax quando comparado com
P. falciparum. Os critérios para detec¢do de multiplos clones utilizando anélise de marcadores
de DNA de MSAT ainda é discutida: ha estudos que utilizam como limiar apenas um alelo em
duplicidade e outros que adotam critérios mais estritos, considerando erros de genotipagem e
presenca de artefatos (HAVRYLIUK e FERREIRA, 2009). Infec¢Bes mistas de P. vivax podem
ocorrer com a inoculacdo de mais de um clone em um Unico repasto sanguineo (coinfeccéo),
mas também a partir de picadas de diversos mosquitos portando distintos parasitos
(superinfecdo) ou ainda por conta das recaidas, onde individuos portadores de hipnozoitos sdo
reinfectados e as formas dormentes sdo ativadas (DE ROODE et al., 2005; HAVRYLIUK e
FERREIRA, 2009).

O desequilibrio de ligacdo na populacdo foi significante em todas as estratificacdes:
amostras totais, exclusdao de amostras com haplétipos idénticos, exclusdo de amostras com
indicativo de infecgOes geneticamente mistas e exclusdo de marcadores localizados em um
mesmo cromossomo. Em situagfes em que o mosquito realiza o repasto sanguineo em
individuos infectados por clones distintos pode haver recombinacédo, diminuindo o DL. Assim,
o DL e a diversidade genética tenderiam a aumentar quanto mais intensa a transmissdo, porém,
no Brasil e também em outros paises foram evidenciados altos DL em regides de baixa
transmissdo (KOEPFLI et al., 2015).

Os niveis de diversidade genética observados neste estudo foram semelhantes aos
encontrados em area rural da Amazonia brasileira, em estudo feito em 2007 e 2014. No Ramal
do Granada, localizado no estado do Acre, foi encontrada uma He relativamente alta (0,8),

frequente presenca de infeccGes mistas e DL significativo (ocasionada por recombinagdes entre
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clones aparentados), ndo havendo evidéncias de expansdo clonal (FERREIRA et al., 2007). Ja
em 2014, na localidade do Remansinho, no estado do Amazonas, foi identificado um surto, em
um determinado periodo, caracterizado por uma expanséao clonal ou de parasitos aparentados,
onde os niveis de He foram os mais baixos dentre os calculados em outros periodos, assim como
0 numero de infeccdes geneticamente mistas, porém, com o maior valor de DL (BATISTA et
al., 2015).

A Tailandia vem apresentando uma queda drastica no numero de casos de malaria nos
ultimos anos e os estudos de epidemiologia molecular podem auxiliar na eliminacéo de focos
de malaria remanescentes (KITTICHAI et al., 2017). Em estudo feito em 2008 utilizando os 14
marcadores de DNA de MSAT apontou para uma He de 0,75, uma proporgéo de infecgOes
geneticamente mistas (considerando um ou mais alelos em duplicidade) baixa em 2005 (60%),
porém muito menor em 2003 (9,1%), e DL significante (considerando haplétipos unicos), sendo
de 2005 mais evidente do que 2003 (KARUNAWEERA et al., 2008). Em 2017, utilizando 10
dos 14 marcadores descritos, a He observada em trés provincias da Tailandia se manteve alta
(0,85), com 19,3% de infecches geneticamente mistas e DL significante em duas das trés
localidades (KITTICHALI et al., 2017). Ambos os estudos mostram que embora a prevaléncia
de maléria tenha reduzido nos ultimos anos, a diversidade genética mantém-se alta, podendo
ser explicada pela grande proporcao de assintomaticos e infecces subpatentes além de recaidas
frequentes (KITTICHAI et al., 2017).

Este fendbmeno também foi descrito em 2010, no Sri Lanka. Ap6s uma importante queda
do nimero de casos de malaria, foram observados altos niveis de diversidade genética (He =
0,87), de multiplicidade de infecgdes (68,6% considerando um ou mais alelos em duplicidade
e 15-30% considerando no minimo dois alelos) e significativo DL (GUNAWARDENA et al.,
2014).

Em Papua Nova Guiné, foram observados niveis de diversidade genética medianos,
significante DL (utilizando todas as amostras, excluindo as idénticas e mantendo apenas um
representante por cromossomo), mostrando uma populagdo caracterizada por consideravel
diversidade genética e DL, durante uma queda da transmissdo de malaria (FOLA et al, 2018).

Com relagdo a P. falciparum, quanto menores 0s niveis de transmissdo, menores sdo 0s
indices de diversidade genética, recombinacédo e presenca de infecgdes mdaltiplas, incluindo o
fato de que a espécie ndo é capaz de produzir hipnozoitos e, consequentemente, recaidas,
diminuindo as chances de presenca de mais um clone na infeccdo (HAVRYLIUK e
FERREIRA, 2009; IWAGAMI et al.,, 2012; ESCALANTE et al., 2015). Na Amaz6nia
brasileira, local de baixa transmisséo, foram detectados altos niveis de desequilibrio de ligacao,
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indicando a presenca de recombinacgdes entre clones aparentados (FERREIRA et al., 2017 e
ANDERSON et al., 2000). A maior diversidade genética encontrada em P. vivax, quando
comparada com P. falciparum, esta relacionada com as diferentes origens das populagdes e
sugere maiores taxas de mutacdes em P. vivax, incluindo melhor capacidade de adaptacéo a
diferentes ambientes e vetores, além de sofrerem menor impacto de medidas de controle
(BARRY et al., 2015; NEAFSEY et al., 2012).

Os dados de frequéncia alélica e m-ratio fornecem informacdes sobre perda de alelos
raros na populacdo em decorréncia de uma possivel reducdo do tamanho populacional efetivo,
como por exemplo, a partir de eventos de gargalo de garrafa. O grafico de frequéncia alélica
apresentado (Figura 7) possui um comportamento em formato de L, onde a maioria dos alelos
sdo encontrados em uma frequéncia baixa (<0,1), sendo considerados raros, e suportando a
hipbtese de que a populacdo ndo passou por um evento de pressao seletiva (LUIKART et al.,
1998). Com relacdo ao m-ratio, Garza e Williamson descreveram o comportamento de reducéo
populacional através de valores de m-ratio abaixo de 0,68, considerando mecanismos
mutacionais que seguem o modelo de stepwise (GARZA e WILLIAMSON, 2008). Neste caso,
os valores de m-ratio considerados séo os dos marcadores MS1, MS3, MS4, MS7, MS9 e MS15
e apenas 0 MS7 e MS15 apresentaram valores menores que 0,66. Assim, tanto a frequéncia
alélica quanto os valores de m-ratio indicam que a populacdo analisada ndo sofreu recente
fendmenos de redugéo populacional.

Resultados similares foram encontrados na populacdo do Remansinho - AC, em 2014,
com o0 mesmo comportamento de frequéncias alélica e apenas um marcador indicando efeito de
bottleneck (BATISTA et al., 2015). No estudo realizado no Sri-Lanka, em 2010, a populagéo
apresentou uma alta frequéncia de alelos raros, porém, valores menores que 0,68 para todos 0s
14 marcadores testados, indicando que a populacdo passou por uma perda de apenas alguns
alelos raros, mantendo o tamanho médio dos alelos (GUNAWARDENA et al., 2014).

Utilizando os resultados de frequéncias alélicas, os valores dos MSATs foram
permutados, respeitando a proporcdo em que aparecem em cada loci. Essa permutacao simula
um comportamento panmitico da populagdo, com altas taxas de recombinacdo e em absoluto
equilibrio de ligacdo. Os resultados obtidos através das anélises dos MSAT das amostras,
guando comparados com os valores permutados, permite identificar um comportamento de
transmisséo caracteristico do local. O grafico construido a partir da matriz de distancia (Figura
8), entre cada par de amostras, revela que aproximadamente 8% das comparacdes apresentam
ao menos 10 marcadores idénticos, e quando comparado com a matriz de distancia resultante

da permutacdo, a porcentagem cai para 0,3%. Este resultado indica que em uma populagéo
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panmitica seria extremamente improvavel encontrar amostras compartilhando ao menos 10
marcadores idénticos, suportando a hipotese de que a transmissao de malaria em Méancio Lima
segue padrdes mais restritos.

Ja no grafico (Figura 9) construido a partir da analise do numero de alelos
compartilhados entre uma amostra e a amostra mais proxima geneticamente (vizinho mais
préximo), observa-se a distribuicdo de valores reais deslocada para a esquerda, indicando que,
aproximadamente 70% das amostras compartilnam de 12 a 14 marcadores idénticos com outra,
e, portanto, se relacionam entre si, enquanto que 30% diferem de qualquer outra por mais de
dois marcadores , podendo ser consideradas como nao relacionadas. Os valores permutados
mostram que, em uma situacdo panmitica, nenhuma amostra compartilhou o minimo de 12
marcadores idénticos, sendo que maioria das amostras apresentou uma diferenca de no minimo
5 marcadores. Esses resultados indicam que amostras que se diferenciam em mais de dois
marcadores possuem altas chances de serem relacionadas entre si. A metodologia de analise do
individuo mais proximo para agrupamento de amostras foi extraida a partir de estudos de
identificacdo de clones de células B através de combinagdes V(D)J, onde a distribuicao bimodal
de distancias permitiu a diferenciacdo de clones aparentados e clones ndo aparentados
(GLANVILLE et al., 2011; NOURI e KLEINSTEIN, 2018).

5.3  Estrutura Populacional

Partindo do pressuposto de que amostras compartilhando 12 marcadores idénticos
possuem grandes chances de serem aparentadas, as amostras foram realocadas em haplogrupos
a partir da diferenca de no méaximo dois marcadores. Ao todo, 124 amostras foram classificadas
e destas 57 fazem parte do mesmo haplogrupo (HG1), presente em toda a cidade e em todo o
periodo de coleta. O maior haplotipo, composto por 9 amostras, pertencente ao HG1, foi
encontrado apenas nos quatro primeiros meses de coleta, enquanto que o segundo mais
numeroso (8 amostras), apresenta-se no inicio, meio e final do periodo de coleta. O
comportamento espaco-temporal do HG1 indica que a transmissao de mal&ria é urbana e local,
onde clones idénticos e aparentados encontram condig¢des suficientes para circularem
independente do tempo e do espaco, ndo necessitando de uma constante introducdo de
haplo6tipos novos para a manutencgdo da transmisséo.

O HG2, composto por 7 amostras, também n&o apresentou nenhuma restricdo temporal,

porém, a circulagdo se restringiu a regido sudeste da cidade, zona mais proxima de areas rurais.
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Jao HG17, composto por quatro amostras, idénticas em pares, apresentou-se disperso no tempo,
porém concentrado na regido central da cidade. Ambos os HGs podem ser exemplos de restri¢éo
espacial, compostos por clones que ndo se propagaram por questdes geograficas ou
comportamentais dos hospedeiros.

Os haplogrupos menores, HG4 (quatro amostras), HG6 (trés amostras) e HG14 (trés
amostras), apresentaram um padréo espacial semelhante, estando restritos a um bairro da cidade
localizados préximo a regido central. Além disso, as amostras se localizaram no tempo,
podendo ser exemplos de clones introduzidos e que ndo se disseminaram devido a alguma
particularidade.

Baseado no AK calculado a partir da probabilidade posterior de cada K testado, foram
identificadas 5 populages distintas. O método de detecgdo de clusters utilizado pelo programa
Structure considera uma populacdo em total equilibrio de ligacdo (PRITCHARD et al. 2000),
e, portanto, ndo resulta em classificacdes confidveis para as amostras testadas, visto que o DL
calculado foi significativo. Ainda assim, o programa € utilizado em estudos onde também séo
detectados indicativos de DL.

A Tabela 5 representa a distribuicdo dos HGs nas populages, incluindo apenas amostras
de localizacdo exata. A POP1 é composta pelos HG7 e HG13, além de uma amostra que nédo
havia sido classificada em nenhum HG, sendo que todos as amostras notificadas no més de
janeiro (quatro do HG13 e duas do HG7) estdo concentradas no mesmo local, sugerindo um
pequeno surto clonal. A POP3 é composta por 51 amostras derivadas do HG1 (apenas uma
amostra deste HG ndo foi classificada) e trés amostras antes ndo classificadas. Os demais HG
estdo dispersos nas populacbes POP2, POP4 e POP5, sendo que a ultima é composta por 18
amostras antes ndo classificadas. Alguns HGs foram desestruturados entre as populacdes e as
ndo classificadas (HGs destacados na Tabela 5), 22 amostras permaneceram sem classificacao

e as demais 27 estdo distribuidas nas populages.
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Tabela 5 - Composicéo das populagdes de acordo com os haplogrupos. Os HGs destacados em
negrito foram desestruturados.

Ndmero de

Populagdo  Haplogrupo o ae

HG17
POP1 HG13
NC
HG3
HG4
HG6
HG11
HG16
NC
HG1
NC
HG2
HG5
HG19
NC
HG8
HG10
HG12
HG15
HG18
NC 18
HG1 1
HG6 1
HG9 3
HG12 1
3
1
4

I

POP2

W KFEL, DN WO - N

a1
iy

POP3

POP4

POP5

N NP, DN DNDND WO W

N
¢ HG14

HG16
HG17
NC 22

Em estudo realizado em regido rural na floresta Amazénica do Peru, a analise de
haplogrupos, utilizando como critério a similaridade em 11 de 15 marcadores (sendo 14 destes
0s mesmos utilizados neste trabalho), permitiu identificar um haplogrupo presente durante todo
0 periodo de estudo (dois anos), enquanto outros trés apareceram e desapareceram em
determinadas épocas. A partir do célculo de AK, o valor ideal de populacgdes foi quatro, sendo
a composicao de cada uma muito semelhante a composicéo dos HGs. O trabalho sugere que o

cruzamento entre clones semelhantes é a provavel causa do comportamento de transmissdo
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encontrado, considerando o alto desequilibrio de ligagdo na populacdo (DELGADO-RATTO
etal., 2014).

No Vietnd, no periodo de 20 meses, foram identificados dois haplogrupos, sendo um
majoritario (com 90% das amostras), presente nas quatro comunidades estudadas, considerando
uma similaridade de 9 dos mesmos 14 marcadores. Também foram classificadas duas
populacdes, porém, a maioria dos haplétipos da comunidade quatro foram agrupadas em uma
populacdo, com contribuicdes minimas de outras comunidades, tornando possivel a
diferenciacdo das comunidades 1-3 e 4, provavelmente devido a disposicdo geogréafica e
relaces socioeconémicas. Apesar dos altos niveis de infeccBes geneticamente mistas (71,4%),
a média-alta diversidade (He = 0,68) e o significativo desequilibrio de ligacdo encontrado
apontam para uma baixa estruturacdo e caracteristicas de moderada a baixa transmissao de
malaria (VAN HONG et al., 2016).

O critério de 12 marcadores idénticos para definicdo de haplogrupos, escolhido com
base nos resultados de proximidade com o clone mais aparentado, mostrou-se mais restrito com
relacdo aos exemplos citados da literatura. Apesar da restricdo, ainda foi possivel detectar a
presenca de um haplogrupo majoritario, distribuido por toda a cidade e também no tempo,
fortalecendo a presenca de recombinacdo entre clones aparentados em uma dinamica de
transmissdao local e urbana. A presenca de HGs agrupados no tempo indica também a
importancia de novas fontes de introducgéo de parasitos, sendo alguns capazes de se propagar e
de se estabelecer na populacdo, enquanto outros circulam localmente e desaparecem, em

comportamentos similares a pequenos surtos.

73



5.4  LimitacOes do Estudo

O estudo foi realizado com base em dados obtidos atraves da andlise de 11-13% do
numero de casos de maldria, notificados em zona urbana, no periodo de 14 meses, recuperados
pelo censo, além de serem exclusivamente provenientes de pacientes sintomaticos. Logo, 0s
resultados obtidos podem ter sofrido influéncia de uma subamostragem com relagéo ao total de
casos.

A auséncia de amostras provenientes das zonas rurais proximas a cidade impede que
sejam realizadas inferéncias sobre a origem dos parasitos que circulam na zona urbana, sendo
necessarios futuros estudos envolvendo a tipagem de parasitos de diferentes origens para testar
a hipotese da contribuicdo das zonas rurais, sugerida por este trabalho.
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6 CONCLUSAO

A analise de regides de MSAT permite a caracterizacdo de niveis de diversidade
genética e comportamento epidemioldgico de doengas infecciosas. Neste estudo, os resultados
obtidos através da genotipagem de MSAT de P. vivax presentes em individuos infectados na
zona urbana da cidade de Mancio Lima, durante o periodo de 14 meses, permitiram a detec¢édo
de altos niveis de diversidade genética e multiplicidade de infecdo, associados a um
significativo desequilibrio de ligacdo. Tratando-se de uma regido de baixa transmissao e alta
endemicidade, os dados sugerem alta recombinacédo entre parasitos aparentados.

A analise de padrdes de circulacdo no espaco e no tempo de parasitos mostrou uma forte
presenca de um grupo aparentado durante todo o periodo de anélise e que também foi
encontrado em todas as regides da cidade, apontando para a auséncia de barreiras fisicas e
temporais de transmissdo e condigdes suficientes para a manutencdo da transmissao local.
Também foram encontrados agrupamentos especificos de um periodo ou de uma regido,
representando parasitos introduzidos na populacdo e que ndao foram capazes de se
disseminarem. Além disso, diversos parasitos ndo foram agrupados, representando clones
unicos ndo aparentados. Ambas caracteriza¢des indicam a importancia da constante introducédo
de parasitos provenientes de outras regides na manutencdo da transmissao da malaria urbana,
ndo sendo possivel inferir a origem dos parasitos, mas sugerindo a hipotese da colaboracdo das
zonas rurais que circundam a cidade.

Conclui-se que a alta prevaléncia de maléria na cidade de Méancio Lima é suportada por
uma constante introducdo de parasitos em um local com alta receptividade e capacidade de

transmisséo da doenca.
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