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RESUMO

A malaria € uma doenca parasitaria transmitida por mosquitos do género
Anopheles, tem um grande impacto na saude publica e ameaca a economia de
um terco da populacdo mundial. No Brasil o Plasmodium vivax € o principal
causador da malaria, e o Anopheles darlingi é o principal mosquito transmissor,
outro importante vetor € o Anopheles aquasalis. A interacdo parasita/vetor é
compreendida em varios aspectos moleculares, biolégicos e imunolégicos, além
disso, a infeccao disseminada do vetor e sua capacidade de transmitir a doenca
a humanos é dependente da inducdo de genes relacionados a processos como
autofagia, apoptose, resposta imune inata e digestdo. O objetivo deste estudo
foi realizar a anotacédo dos genes relacionados ao processo celular de autofagia
em An. aquasalis, comparando através de filogenia os genes preditos com outros
anofelinos. Os dados do genoma foram obtidos do banco do NCBI (National
Center for Biotechnology Information), sequenciados pela tecnologia de
sequenciamento lllumina HiSeq. A ldentificacdo dos genes de interesse foi feita
por homologia pelo BLASTp com um e-value 107 utilizando as sequéncias das
proteinas anotadas do An. gambiae como modelo contra o proteoma de An.
aguasalis. As sequéncias de aminoacidos dos outros anofelinos foram
descarregadas dos bancos de dados do VectorBase. Foi realizado um
alinhamento multiplo e gerado a arvore filogenética pelo programa MEGA-X
utilizando o teste neighbor-joining, com 1000 réplicas bootstrap que mostrou 24
proteinas relacionadas a autofagia e pré-autofagia para o An. aquasalis e um
total de 95 sequéncias das quatro espécies de anofelinos. An. aquasalis e An.
albimanus tiveram a mesma quantidade de genes comparado com o identificado
no An. gambiae, com excec¢ao pela duplicacdo da proteina relacionada com o
gene ATG12, enquanto An. darlingi apresentou duas proteinas a menos, sendo
ATG1 e ATG7. Com base em nossos resultados, propomos que essas proteinas
envolvidas no processo de autofagia sdo altamente conservadas e essenciais
para a resposta imune dos anofelinos, sendo um mecanismo critico de defesa
para vetores do Novo Mundo contra patégenos.

Palavras-Chave: Transmissdo da maléria, Interacfes plasmodium-vetor,

Autofagia.



ABSTRACT

Malaria is a parasitic disease transmitted by mosquitoes of the genus
Anopheles sp., has a significant impact on public health, and threatens the
economy of low-income people in tropical areas. In Brazil, Plasmodium vivax is
the main causative agent of malaria, and Anopheles darlingi is the primary
transmission mosquito, followed by another important vector, Anopheles
aquasalis. The parasite/vector interaction is understood in several molecular,
biological, and immunological aspects; moreover, the widespread infection of the
vector and its ability to transmit the disease to humans is dependent on the
induction of genes related to processes such as autophagy, apoptosis, innate
immune response, vitellogenesis, and digestion. This study's objective was to
annotate genes associated with the cellular function of autophagy in An.
aguasalis, comparing through phylogeny the predicted genes with other
anophelines. The genome data were obtained from the NCBI (National Center
for Biotechnology Information), sequenced by lllumina HiSeq sequencing
technology. Identification of the genes of interest was done by homology by
BLASTp with an e-value of 107° using the annotated protein sequences of An.
gambiae as a model against the proteome of An. aquasalis. The amino acid
sequences of the other anophelines were downloaded from the VectorBase
databases, and the proteins of interest were also identified by the same
methodology. Multiple alignments were performed, and the phylogenetic tree
generated by the MEGA-X program using the neighbor-joining test, with 1000
bootstrap replicates that showed 24 proteins related to autophagy and pre-
autophagy for An. aquasalis and a total of 95 sequences from the four anopheline
species. An. aquasalis and An. albimanus had the same of genes compared to
that identified in An. gambiae, except for the duplication of the protein related to
the ATG12 gene, while An. darlingi presented two proteins less, being ATG1 and
ATG7. Based on our results, we propose that these proteins involved in the
autophagy process are highly conserved and essential for the anopheline
immune response, being a critical defense mechanism for New World vectors
against pathogens.

Keywords: Malaria transmission, Plasmodium-vector interactions, Autophagy.
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RESUMO LEIGO

A malaria € uma doenca transmitida por mosquitos, tem um grande impacto na
salde publica e ameaca a economia. A interacao entre o parasita (causador da
doenca) e o mosquito (transmissor) € estudada de diversas formas. O modo que
0 parasita age dentro do mosquito e sua capacidade de transmitir a maléria a
humanos depende da ativacdo de genes (partes do DNA) relacionados a
processos que ocorrem no interior do mosquito, dentre eles, a digestdo. O
objetivo deste estudo foi nomear e entender a funcéo dos genes relacionados ao
processo celular de autofagia (autoalimentacdo) no mosquito Anopheles
aquasalis, responséavel pela transmissdo da malaria, comparando o material
biolégico de outros mosquitos através da relacdo desses genes com seus
ancestrais comuns. Os dados de um conjunto de genes foram obtidos do banco
do NCBI que é uma biblioteca online. A Identificacdo dos genes de interesse foi
feita comparando com outros genes ja descritos do An. gambiae que é uma
espécie modelo. Foram utilizadas ferramentas computacionais que encontraram
24 genes para o An. aquasalis e um total de 95 para os quatro tipos de mosquitos
estudados no presente trabalho, que sdo: An. aquasalis, An. gambiae, An.
darlingi e An. albimanus. De acordo com os resultados encontrados foi possivel
observar que os genes de autofagia sdo um grupo conservado, onde quase
todas as espécies tiveram o mesmo numero de genes, apresentando pouca
variacao ou nenhuma, que € o caso do An. aquasalis que apresentou a mesma
quantidade de genes que o An. albimanus comparado com o identificado no An.
gambiae, com excec¢do pela duplicacdo da proteina relacionada com o gene
ATG12, enquanto An. darlingi apresentou duas proteinas a menos, sendo ATG1
e ATG7. Nossos resultados mostraram que essas proteinas envolvidas no
processo de autofagia sdo altamente conservadas e importantes para 0s

mosquitos aqui estudado.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos epidemioldgicos da maléaria

A maléria € uma doenca infecciosa febril aguda, € uma das mais importantes
no mundo inteiro devido suas altas taxas de morbidade e mortalidade afetando
ndo somente a saude, mas também a economia, principalmente nas
comunidades mais pobres ao redor do mundo. Segundo o “World Malaria Report”
2022 da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) foram registrados 247 milhdes

de casos, com cerca de 619.000 6bitos no ano de 2021 (1).

Figura 1: Mapa dos paises endémicos da malaria para o ano de 2021 mostrando reducao de pelo
menos 40% no numero de casos em relacdo a 2015. Fonte: World Malaria Report 2022.

Na Regido das Américas, foram registrados casos de malaria em 17
paises para o ano de 2021 (Figura 2), de acordo com a OMS entre os anos de
2000 e 2021. Os casos de maléria e a incidéncia de casos reduziram 60% e 70%
respectivamente, assim como as mortes por malaria e a taxa de mortalidade que
reduziram 64% e 73% respectivamente. Alguns paises foram certificados livres
de maléaria, como Argentina, El Salvador, Paraguai e Belize. Na Regido das
Américas, a Republica Bolivariana da Venezuela, Brasil e Coldmbia foram
responsaveis por 79% de todos os casos (1).
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Figura 2: Casos de malaria por pais na Regiéo das Américas em 2021. Fonte: world malaria
report 2022

No mesmo ano, o Brasil teve cerca de 22,23% de todos os casos
confirmados pela OMS para a regido das Américas, onde a regido Amazonica €
responsavel por 99% dos casos (Figura 3), sendo 41,1% no estado do Amazonas
(1,2).
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Figura 3: Mapa de risco de malaria por municipio de infecgdo, Brasil, 2021.



1.2 Aspectos gerais dos anofelinos

As formas infectantes ao homem sao transmitidas através da picada da
fémea de anofelinos, que sdo mosquitos pertencentes a ordem Diptera,
infraordem Culicomorpha, familia Culicidae, género Anopheles. Cerca de 400
espécies fazem parte do género Anopheles (Figura 4), porém somente 10%
destas espécies sdo importantes vetores dos parasitos da malaria. No Brasil 5
espécies sdo consideradas vetores: An. aquasalis, An. albitarsis, An. cruzi, An.
Bellator e An. darlingi, sendo esse ultimo o principal vetor da doenca no nosso
pais (3,4, 6). Recentemente este anofelino foi colonizado, mas ainda é muito
pouco estudado (7). Outro importante vetor no Brasil € o Anopheles aquasalis,
colonizado em laboratério desde 1995. Apresenta-se com uma boa opcao de
modelo de estudo e pode ser experimentalmente infectado pelos Plasmodium
vivax e Plasmodium yoelli nigeriensis (N67), modelos de maléria humana e

murina respectivamente (5).

The Americas Euro. & M.East Africa India/Western Asia South-East Asia & Pacific
W An. darfingi ] An. superpictus An, arabiensis; An. culicifacies s.1.; An, farauti 5.1,; [ An, kotiensis
[0 An. aquasalis B An sergentii [0 An. funestus, [C] An. stephensi; I An. koliensis. [l An. lesten
[0 An. atoitarsis .1, B A sacharovi An, gambiae An. Buviatils .1, An. punctulatus s.1. B An, foucosphyrus/atens
B An. marajoara 75 =] (oo W An. fuviatiis 5. =1 An. diux 3); I An. maculatus

: a0

messe: An, funestus B An. stephensi An. minimus s,

B An. nuneztovan s.1. B An. isbranchise An, funestus: B An. lesterni; An. sinensis [ An. nvimus s..
I An. pseudopunctipennis e Ay atroparvus B 4. gambice [0 An. culicifecies s, == ‘An. Balsbiscensle B An. punctulatus 5.1
=l An, atbimanus B An. gambise B An. barbirostrs 5.1 N An. sinensis
[) An, quadrimaculatus s.1. E] An. funesfus B An. dirus .. B An. sundaicus s.1.
B An. freebomni ] An, arabiensis B An. farauti s,

B An. flavirostris

Figura 4: Distribuicdo de Anofelinos no mundo. Fonte: Sinka et al. 2012

Os culicideos sao holometabolos, ou seja, passam por uma metamorfose
completa. Durante seu desenvolvimento o anofelino passa por quatro estagios,
gue sao: ovo, larva, pupa e adultos. Os estadios de ovo, larva e pupa séo

aguaticos. As larvas passam por quatro estagios larvais (L1, L2, L3 e L4) e se



diferenciam de outros culicideos pela auséncia de sifao respiratério e por
apresentarem, uma posicao paralela a superficie da agua. As pupas tém formato
de virgula e os adultos sdo alados, possuem dimorfismo sexual pernas e antenas
longas, aparelho bucal picador-sugador, asas e pernas. Seu corpo é dividido em
trés partes, sendo cabeca, térax e abdémen. Na parte posterior sédo localizados
os olhos, antenas e palpos, ja no torax ficam as pernas e as asas, 0 abdémen
inclui a maior parte dos 6rgédos internos do aparelho reprodutor, digestivo e
excretor (7,32).

As fémeas sdo hematéfagas e o repasto sanguineo esta relacionado ao
desenvolvimento dos ovos. O repasto sanguineo é feito através da proboscidea,
gue possui labio com um conjunto de 6rgaos constituintes do aparelho bucal do
tipo picador, formados por hipofaringe, labro, pares de mandibulas e maxilas. Ao
perfurar a pele do hospedeiro humano, os labios se dobram, através da
hipofaringe a fémea libera a saliva, 0 sangue entra no organismo através do
labro, e a succéo do sangue se da pela acdo das bombas cibarial e faringea. (8,
7). A saliva possui anticoagulantes, vasodilatadores e outras moléculas

importantes para a hematofagia (9).

1.3 Aspectos gerais do Plasmodium

A maléria tem como agente etioldgico o parasita do género Plasmodium, que
pertencem ao filo Apicomplexa, classe Aconoidasida, ordem Haemosporida e
familia Plasmodiidae (33). Para malaria humana seis espécies tém importancia
clinica e epidemioldgica: P. vivax, P. falciparum, P. malariae, P. ovale, P.
knowlesi e P. simium (10,11).

O Plasmodium vivax e o Plasmodium falciparum séo as principais espécies
que causam malaria em humanos. O P. vivax, tem uma ampla disseminagao no
mundo, onde a maioria dos casos s&o registrados no centro e sudeste da Asia,
Africa e América Latina (34). Ja o P. falciparum apresenta a maior letalidade,
responsavel pela maioria das mortes relacionadas a doenca em todo o mundo,

inclusive na Africa (35).
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Figura 5. Esquema geral do ciclo de vida do Plasmodium sp. Fonte: Galinski et al. 2013

O ciclo de vida do Plasmodium (Figura 5) € dividido em fase esporogbnica
e fase esquizogobnica, sendo a primeira uma fase sexual exdgena onde ocorre a
multiplicacdo do parasita no mosquito. O ciclo se inicia quando a fémea do
anofelino faz alimentacdo de sangue humano contendo gametdécitos, que sdo as
formas sexuadas. No limen do intestino, a fase sexual do ciclo comecgara com a
diferenciacdo em microgametdcitos e macrogametoécito, gametas masculino e
feminino, respectivamente, 0s microgametas passam pelo processo de
exflagelacdo e se fundem ao macrogameta formando zigoto (36). O zigoto se
diferencia em oocineto e atravessa a matriz peritréfica, atinge a parede do
epitélio intestinal e se transforma em oocisto, entre 12 e 15 dias o oocisto ja
maduro se rompe e libera esporozoitos na hemolinfa (37). Os esporozoitos
migram até as glandulas salivares do inseto capacitando o mosquito fémea de

fazer uma nova infeccao (38).

Ja a segunda €& uma fase assexuada enddgena onde ocorre a
multiplicacéo no hospedeiro vertebrado em células parenquimatosas hepatica ou
eritrocitaria de humanos e murinos. Ao realizar o repasto sanguineo, a fémea do

mosquito inocula os esporozoitos, que migram para células do parénquima



hepatico, e se multiplicam por esquizogonia, gerando esquizontes primarios que
se rompem e liberam merozoitos que infectam as hemacias dos vertebrados. Os
merossomos se transforam em trofozoitos jovens e apés vérias divisdes formam
0s esquizontes. Os merozoitos diferenciam-se nas formas sexuadas do parasito,
denominadas gametdcitos, e quando ingeridos pelo mosquito, reiniciam o ciclo
do Plasmodium (39).

O ciclo hepatico tem duragdo de cerca de 14 dias, formando os esquizontes
sanguineos, que sdo as formas do Plasmodium que induzem resposta
imunitaria, € nessa fase sanguinea que aparecem o0s sintomas da malaria.
(12,13,14).

1.4 Interacao Parasita-Vetor

O conhecimento atual da biologia na interacdo parasita-vetor é basicamente
sobre os vetores da malaria na Africa e india, An. gambiae e An. stephensi,
respectivamente. A susceptibilidade dos mosquitos a invaséo pelo Plasmodium
€ um fator determinante na eficiéncia dos vetores na transmissdo da malaria.
Sabe-se que algumas espécies de mosquitos podem se infectar com o
Plasmodium enquanto outros ndo, e que, dentro da mesma populacdo de
mosquitos, alguns sao mais susceptiveis do que outros. A partir destes estudos,
a interacao parasita/vetor do Velho Mundo foi compreendida em varios aspectos
moleculares, bioldgicos e imunoldgicos, e hoje €& melhor entendido o
desenvolvimento do parasita em seu ciclo dentro dos anofelinos (15,16). No
entanto, estas informacdes sobre a interacdo parasita/vetor nas Américas ainda

sao escassas e muitos pontos ainda ndo foram esclarecidos (20).

1.5 A importancia da autofagia em Anofelinos

Os estudos moleculares ja podem ser realizados com uma maior facilidade
devido aos avancgos das tecnologias de sequenciamento de nova geragao (Next
Generation Sequencing - NGS). Essas tecnologias sdo as metodologias que
podem ser usadas para estudar o genoma e transcriptoma de um organismo. As
analises gendmicas associadas a metodologias funcionais tém provido novas

oportunidades para entender interacdbes com parasitas, incluindo com



Plasmodium. Além disso, a infec¢do disseminada do vetor, e consequentemente,
a sua capacidade de transmitir a doenca a humanos é dependente da inducao
de genes relacionados aos processos como autofagia, apoptose, resposta imune
inata, vitelogénese e digestao (20).

A autofagia, ou “autoalimentagao”, descrita pela primeira vez em 1963 por
Christian de Duve (56), € um processo conservado no qual as proteinas
citoplasmaticas ou organelas sdo empacotadas em modos seletivos e néo
seletivos para degradacdo e tem papéis essenciais na sobrevivéncia,
desenvolvimento e homeostase (40). Assim, a autofagia tem funcbes de

manutencao e regulacdo em organismos eucarioticos (41).

Takeshige e colaboradores em 1992, foram o0s pioneiros a descrever a
autofagia em levedura Saccharomyces cerevisiae, onde 16 genes essenciais
(ATGs) foram identificados (42) e o processo é semelhante nos eucariotos

superiores (43).

A autofagia € uma das varias respostas a falta de nutrientes, infeccédo por
patégenos, estresse oxidativo e danos a organelas (17, 44, 57, 58), sendo
dividida em trés grupos principais: macroautofagia, microautofagia e autofagia
mediada por chaperonas (CMA), que diferem nos mecanismos pelos quais 0s

substratos sao internalizados nos lisossomos (45, 46).

Durante a macroautofagia um grande numero de componentes
citoplasmaticos é incluido de forma néo seletiva dentro de uma estrutura de
membrana dupla chamada autofagossomo. A formacédo do autofagossomo
(Figura 6) pode ser dividida em trés etapas: nucleacéo, expanséo e finalizacéao.
(47, 48). A membrana externa do autofagossomo se funde com um
lisossomo/vacuolo (50). Uma estrutura transitéria de membrana Unica, o0 corpo
autofagico, é liberado no Iumen e subsequentemente degradada no
lisossomo/vacuolo. As proteinas envolvidas na macroautofagia foram

designadas proteinas ATG (49).
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Figura 6: Esquema do ciclo de autofagia. Fonte: Noda et al. 2009

Além da macroautofagia, a captacdo aleatéria de componentes celulares
também pode ocorrer via microautofagia, processo caracterizado pela captacéo

de uma porcéo do citoplasma por invaginacao direta da membrana vacuolar (51).

Poucos artigos tratam da autofagia em anofelinos e com relacdo aos
anofelinos brasileiros somente recentemente Santana e colaboradores
descreveu a importancia deste evento celular durante o processo de infeccéo de
An.aquasalis pelo P. vivax, assim como ja descrito para o An. albimanus em 2012
por Martinez-Barnetche (17, 29). Estes autores demostraram que a autofagia é
regulada pela invaséo do P. vivax no epitélio do intestino médio do mosquito. Um
grande numero de genes associados a autofagia foi regulado por infeccéo, dos
quais 60% foram regulados positivamente. Além disso, ap0s a inibicdo da
autofagia pela espermidina, Santana e colaboradores observaram uma reducéo
significativa da prevaléncia e intensidade da infeccdo do Plasmodium nos
mosquitos. Diante destes resultados, 0s autores propuseram que na invasao dos
oocinetos as células do intestino médio do mosquito, desencadeia um rearranjo
morfoloégico da ceélula do mosquito, com remodelamento de actina e
microtubulos, producédo de radicais de nitrogénio e oxigénio e como
conseguéncia, possivel morte celular. A autofagia desencadeada pela invasao
do Plasmodium nas células epiteliais do intestino médio é um novo mecanismo
para mosquitos no combate a infeccdo por Plasmodium. Assim, a regulacéo
positiva da autofagia pode aumentar a resisténcia a patdgenos, um fenébmeno

gue também foi associado a resisténcia de Drosophila melanogaster a bactérias



(18). E também foi observado em An. stephensi infectado por P. falciparum que
foi induzido genes associados a autofagia (ATG), incluindo aqueles reguladores-
chave ATG 6 e ATG 8, no epitélio do intestino médio 24 h apés a infecgéo (19).
O papel da autofagia também foi observado em outros dipteros como Aedes
albopictus, onde o ATG 8 mostrou ser regulador chave na resposta imune de
Aedes infectados por Listeria monocytogenes, recentemente Wang e colabores

identificaram doze novos genes relacionados a autofagia em Aedes (30,31).

Em nosso grupo através de estudos pioneiros, como o de Ana C Bahia (52,
53, 54) e Claudia M Rios-Velasquez (55) nos ja descrevemos alguns aspectos
sobre o papel de processos, tais como, a resposta a fisiologia digestiva da
alimentacdo sanguinea e a resposta imune inata ao patégenos dos anofelinos
em resposta a infeccdo com o Plasmodium utilizando o modelo de estudo An.

aguasalis/P. vivax.

Porém neste assunto, ainda ha muito mais o que saber (20). Costa-da-Silva
e colaboradores descreveram e deduziram os genes expressos do An. aquasalis
alimentados com sangue e com acucar (21). Estes dados foram os primeiros a
estabelecer uma analise comparativa indicando um conhecimento na biologia
deste vetor. Porém, comparativamente, uma andlise da literatura existente,
constata de imediato que existem poucas informacdes a nivel molecular e
gendmico dos processos de infeccdo dos mosquitos vetores de P. vivax do Novo
Mundo, sendo este tipo de conhecimento extremamente escasso.
Considerando-se este importante fato, € necessario reforcar os estudos
gendmicos que visem a elucidar a biologia de interacdo vetor-parasita e que

possam auxiliar no conhecimento de transmissao.

1.6 Relevancia

A falta de vacinas efetivas, o desenvolvimento nos mosquitos de resisténcia
aos inseticidas e o incremento da resisténcia dos parasitos as drogas, torna clara

a necessidade do desenvolvimento de novas estratégias de combate e controle


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?size=100&term=Bahia+AC&cauthor_id=20339545
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?size=100&term=Rios-Vel%C3%A1squez+CM&cauthor_id=24359307

10

da doenca. Uma das principais limitacdes para estudar a biologia da transmissao
da doenca por vetores brasileiros € a falta de um modelo robusto para realizar
infec¢des de rotina em laboratorio, o qual pode ser um importante instrumento
para identificar as respostas imunes e fisiol6gicas do vetor ao parasita, e assim
gerar informacdes que possam limitar a transmissdo da doenca. Através do uso
dos genes da autofagia podemos ter um mecanismo de controle para eliminar
as diferentes espécies de plasmodios. Além disso, estudos em modelos de
maléria humana s6 sdo possiveis em regides endémicas, como nos estados da

regido Norte do Brasil localizados na Amazoénia.

A autofagia desencadeada pela invasdo do Plasmodium nas células
epiteliais do intestino médio € um novo mecanismo para 0S mosquitos
combaterem a infeccdo por Plasmodium. Os dados gerados sobre genes
pertencentes ao sistema imune de An. aguasalis, serdo essenciais para a
compreensao desses processos, e para estudos futuros sobre a interacdo An.
aguasalis/P. vivax. Portanto, este projeto visa identificar e caracterizar os genes

de autofagia do An. aquasalis.
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2.0BJETIVOS

2.1 Geral

Realizar a anotagdo dos genes relacionados ao processo celular de

autofagia em An. aquasalis.

2.2 Especificos

a) ldentificar os genes relacionados ao processo celular de autofagia no
genoma do An. aquasalis;
b) Reconhecer a composicdo de dominios das proteinas alvos de estudo;

c) Comparar filogeneticamente os genes preditos com outros anofelinos.
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ABSTRACT

Malaria is a parasitic disease transmitted by mosquitoes of the genus
Anopheles sp., has a significant impact on public health, and threatens the
economy of low-income people in tropical areas. In Brazil, Plasmodium vivax is
the main causative agent of malaria, and Anopheles darlingi is the primary
transmission mosquito, followed by another important vector, Anopheles
aguasalis. The parasite/vector interaction is understood in several molecular,
biological, and immunological aspects; moreover, the widespread infection of the
vector and its ability to transmit the disease to humans is dependent on the
induction of genes related to processes such as autophagy, apoptosis, innate
immune response, vitellogenesis, and digestion. This study's objective was to
annotate genes associated with the cellular function of autophagy in An.
aguasalis, comparing through phylogeny the predicted genes with other
anophelines. The genome data were obtained from the NCBI (National Center
for Biotechnology Information), sequenced by Illumina HiSeq sequencing
technology. Identification of the genes of interest was done by homology by
BLASTp with an e-value of 107° using the annotated protein sequences of An.
gambiae as a model against the proteome of An. aquasalis. The amino acid
sequences of the other anophelines were downloaded from the VectorBase
databases, and the proteins of interest were also identified by the same
methodology. Multiple alignments were performed, and the phylogenetic tree
generated by the MEGA-X program using the neighbor-joining test, with 1000
bootstrap replicates that showed 24 proteins related to autophagy and pre-
autophagy for An. aquasalis and a total of 95 sequences from the four anopheline

species. An. aquasalis and An. albimanus had the same of genes compared to
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that identified in An. gambiae, except for the duplication of the protein related to
the ATG12 gene, while An. darlingi presented two proteins less, being ATG1 and
ATG7. Based on our results, we propose that these proteins involved in the
autophagy process are highly conserved and essential for the anopheline
immune response, being a critical defense mechanism for New World vectors
against pathogens.

Keywords: Malaria transmission, Plasmodium-vector interactions, Autophagy.

INTRODUCTION

Malaria is an acute febrile infectious disease; it is one of the most important
worldwide due to its high morbidity and mortality rates. According to the "World
Malaria Report" 2022 of the World Health Organization (WHO) 247 million cases
were registered, with about 619.000 deaths in the year 2021, Brazil was
responsible for about 22.23% of all cases confirmed by the WHO for the Americas
region, where the Amazon region is reported 99% of cases, affecting not only
health but also the economy, especially in the poorest communities around the
world (1,2). Infectious forms for humans are transmitted through the bite of female

anophelines when infected by parasites of the genus Plasmodium (2).

The susceptibility of mosquitoes to invasion by Plasmodium is a determining
factor in the efficiency of vectors in transmitting malaria. It is known that some
species of mosquitoes can be infected with Plasmodium while others cannot, in
addition, the disseminated infection of the vector, and consequently, its ability to
transmit the disease to humans is dependent on the induction of genes related to
processes such as autophagy, apoptosis, innate immune response,

vitellogenesis and digestion (3).
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Autophagy is a conserved process in which cytoplasmic proteins or organelles
are packaged in selective and non-selective ways for degradation and play
essential roles in survival, development and homeostasis (4). Takeshige and
collaborators in 1992 were the pioneers to describe autophagy in yeast
Saccharomyces cerevisiae, where 16 essential genes (ATGs) were identified (5)
the process is similar to that of higher eukaryotes (6). Autophagy is one of several
responses to nutrient starvation (7) and is divided into three main groups:
macroautophagy, microautophagy, and chaperone-mediated autophagy (CMA),
which differ in the mechanisms by which substrates are internalized into
lysosomes (8,9). During macroautophagy, a large number of cytoplasmic
components are non-selectively enclosed within a double-membrane structure
called an autophagosome. Autophagosome formation can be divided into three
steps: nucleation, expansion, and termination. (10, 11). Proteins involved in
macroautophagy have been designated ATG proteins (12). The outer membrane
of the autophagosome fuses with a lysosome/vacuole (13). A transient single-
membrane structure, the autophagic body, is released into the lumen and
subsequently degraded in the lysosome/vacuole. In addition to macroautophagy,
the random capture of cellular components can also occur via microautophagy,
a process characterized by capturing a portion of the cytoplasm by direct

invagination of the vacuolar membrane (14).

Autophagy triggered by Plasmodium invasion of midgut epithelial cells is a
novel mechanism for mosquitoes to combat Plasmodium infection. The data
generated on genes belonging to the An. aquasalis immune system will be

essential for understanding these processes and for future studies on the An.
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aguasalis/P. vivax. Therefore, this project aims to identify and characterize the

An. aquasalis autophagy genes.

MATERIAL AND METHOD
Genome data

The sequences used for the bioinformatic analyzes were from data
available in the NCBI database (National Center for Biotechnology Information),
sequenced by the Illumina HiSeq sequencing technology (15). The genome of
An. aquasalis is available with project access NJHHO0000000. Protein coding
genes (CDS) and proteins from An. aquasalis were annotated using Maker and

Augustus predictors (Prado-Alencar et al, unpublished).

Identification of genes of interest in the genome

Identification of the genes of interest was done by homology using the
annotated protein sequences of An. gambiae as a model. Initially the amino acid
sequences of An. gambiae (Anopheles-gambiae-
PEST_PEPTIDES AgamP4.12.fa), An. darlingi (Anopheles-darlingi-
Coari_PEPTIDES_AdarC3.8.fa) and An. albimanus (Anopheles-albimanus-
STECLA PEPTIDES_AalbS2.6), were downloaded from the VectorBase
databases (16). The proteins of An. aquasalis previously annotated were used.
Then, using the BLAST tool (sequence alignment program), a BLASTp of An.
gambiae proteins, previously downloaded from the VectorBase database, was
performed against the proteome of other mosquito species (An. aquasalis, An.
darlingi and An. albimanus). Results were selected according to e-value less than

0.005 and identity values greater than 35% (17).
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For the analyses, the Galaxy online server (use.galaxy.org) was used with
the tools: makeblastdb, blastdbcmd entry(s) and blastp. The makeblastdb tool is
used to format sequences and create a BLAST database from a FASTA file. The
blastdbcmd entry(s) tool extracts the strings from the database retrieved by the
makeblastdb tool. blastp performs a search in a database of proteins similar to
that protein sequence that was used as query; important tool for protein
identification (18).

The Genewise program was used for the manual prediction of the genes
in the case of fragmented or lost genes during the annotation. For this, a tBLASTn
was performed using the proteins of the An. gambiae mosquito families of interest
as a query against the genome of An. aquasalis, with an e-value less than 0.005.
Scaffolds with greater than 35% identity were selected for Genewise annotation
(19). The non-redundant sequences were used to search against the NCBI
Conserved Domain Database (CDD) database to identify the domain composition
of the protein sequence of each mosquito species' protein sequence to confirm
the final prediction (20).

The standard deviation of the average copy number in each identified gene
family calculated the copy number variation. A heatmap was built using
Heatmapper (21).

For the construction of phylogenetic trees, the MEGA (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) program was used. The protein sequences were
combined into a multifasta file containing the sequences from An. aquasalis, An.
gambiae, An. darlingi and An. albimanus (22).

The predicted amino acid sequences were aligned with the sequences of

the model organisms used in the initial BLAST, using the MUSCLE tool in the
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following parameters: gap open -2.90; gap extend -0.00; cluster method UPGMA.
The phylogenetic tree was built in the MEGA-X program using the neighbor-
joining test, with 1000 bootstrap replicates. Evolutionary distances were
calculated using the P-distance method and all ambiguous positions were

removed for each pair of sequences (pairwise deletion option) (23).

RESULTS

Ninety-five proteins were identified as autophagy-related proteins, of which
24 are present in An. aquasalis. These proteins were divided into APG (Figure 1)
that are directly related to the autophagy process and a second group (Figure 2)

was identified as proteins that induce autophagy.
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Figure 1. Number of genes related to autophagy found in each anopheline.
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Our results showed that An. aquasalis kept the same number of genes as

An. gambiae, the Old World reference mosquito, except for APG 12, which is

duplicated in An. gambiae. The An. albimanus also presented the same number

of copies as An. aquasalis, while An. darlingi had two proteins less, with the

absence of APG1 and APGY.

An. gambiae

Figure 2. Number of genes related to pre-autophagy found in each anopheline.
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Twenty-eight proteins were identified as belonging to pre-autophagy. All

anophelines studied here presented the same number of copies, among them

Anopheles aquasalis.

To identify the relationship in the specific variation in the number of APG

genes, a heatmap analysis (Figure 3) of the number of copies was performed

exclusively for the genes related to macroautophagy, considering that it was the

only group that presented variation. Only three proteins showed variations,

APG12 showed an exclusive duplication for Anopheles gambiae, APG1 and
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APG7 were not found in Anopheles darlingi. The other genes did not show any
variation, leading us to believe that the autophagy genes are highly conserved in

these species.

APG6
APGS8
APG4A
APG4B
APG18A
APG18B
APG13
APG9
APG2
APG16L
APGS
APG3
APGT7B
APGTA
APGT

APG12

Agam I

Adar
Aalb
Aaqu

Figure 3. Heatmap of gene copy number variation in Anopheles gambiae (Agam), Anopheles
darlingi (Adar), Anopheles albimanus (Aalb) and Anopheles aquasalis (Aaqu).

Phylogenetic analysis of autophagy genes
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After identifying the autophagy genes, a phylogenetic analysis was
performed, where two trees were built, one for each group. For the first group
(Figure 4) 67 genes were grouped into 17 clades, where each clade has 4 genes,

1 for each species, except for clades number 1, 7 and 12, the first two have only

3 genes, and the last 5 genes.
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Figure 4. Evolutionary relationship of An. aquasalis genes related to autophagy.

Phylogenetic tree by the Neighbor-joining method of amino acid sequences of mosquitoes An.
aquasalis (blue), An. darlingi (pink), An. albimanus (green) and An. gambiae (red). Bootstrap

values were calculated with 1000 replicates, and their values were presented on each tree

branch.
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For the second group (Figure 5) 28 genes were grouped into 7 clades, with
4 genes each. Each clade corresponds to a family of genes, namely: Target of
Rapamycin (TOR), B-cell CLL/lymphoma 2 (DEBCL), MP2, Vacuolar Protein
Sorting 15 (VPS 15), Rapamycin Complex 1 (TORCL1), Vacuolar Protein Sorting

39 (VPS 39) and Kinesin Motor were identified as belonging to pre-autophagy.
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Figure 5. Evolutionary relationship of An. aquasalis genes related to pre-autophagy. Phylogenetic
tree by the Neighbor-joining method of amino acid sequences of mosquitoes An. aquasalis (blue), An.
darlingi (pink), An. albimanus (green) and An. gambiae (red). Bootstrap values were calculated with

1000 replicates, and their values were presented on each branch of the tree.
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Conserved domains in proteins related to autophagy

Autophagy proteins are shown to be conserved in anophelines, in An.
aquasalis 17 genes were described (Figure 6) for autophagy, and 7 genes were
shown to belong to pre-autophagy (Figure 7). We can observe (Figure 6A) the
evolutionary distribution of autophagy proteins and how is the composition of

each one (Figure 6B).
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Distribution of conserved domains in An. aquasalis (B).

For autophagy 10 different classes of domains were identified as
composition of each APG protein of the 17 An. aquasalis proteins, 6 had
exclusive APG domains. The others are composed of families such as WDA40,

UBL1 and C54.
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Figure 7. Phylogenetic relationship of genes from An. aquasalis related to pre-autophagy (A).

Distribution of conserved domains in An. aquasalis (B).

We can observe (Figure 7A) the evolutionary distribution of pre-autophagy
proteins and the composition of each one (Figure 7B), which reveals families of

proteins not found in autophagy, including Frag 1, BCL 2, and Heat 2.

DISCUSSION

In this study, we performed the annotation of genes related to the cellular
process of autophagy in An. aquasalis, comparing through phylogeny with the
predicted genes in other anophelines, and recognizing each protein's domain

composition.

The anophelines studied here are all Americans, except for An. gambiae,
which is the primary African vector for human malaria and an essential object of

study because it is well characterized (24).

Autophagy is regulated by genes responsible for autophagosome

initiation, expansion, and nucleation, in addition to being upregulated or
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downregulated by drugs, as described by Santana et al. (43), where wortmannin

inhibited the autophagic pathway and spermidine activated it.

Autophagy genes are highly conserved from yeast to plants and mammals
(25). In anophelines, these genes also proved to be well conserved according to
our results. This conservation is often associated with essential genes for
survival. The An. aguasalis was shown to have the same number of orthologs as
An. gambiae, except for the ortholog of the ATG12 gene, was found with two
copies in An. gambiae, as well as two isoforms of ATG12 in a plant of the
Arabidopsis genus (26). The emergence of extra copies in An. gambiae may be
related to a more remarkable ability to regulate the apoptosis process. However,
only the functional evaluation of the sequence would indicate the role played by

the extra ATG12 in autophagy (27).

ATG1 and ATG7 were conserved proteins in all anophelines except An.
darlingi. These proteins participate in the initiation and expansion, respectively,
of the autophagosome (28,29). In addition to these proteins, others may have the
same function, such as ATG9 and ATG13, which are also responsible for initiation
(30,31), which leads us to believe that An. darlingi uses other proteins for the
autophagy process. The same occurs with the presentation of homologues 1:1 in
ATG3, ATG5, and ATG16L, which are responsible for the expansion of the
autophagosome (32,33,34), which can replace the non-conserved ATG7 in An.
darlingi. All the proteins mentioned above are present in all anopheles studied in
this work.

In addition to initiation and expansion, the autophagosome goes through

a phase called nucleation, ATG6 is one of the proteins that are part of this process
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(35) and is part of the formation of the pre-autophagosomal structure, along with
proteins such as VPS15 (36).

There are two protein conjugation systems that act during the nucleation
and expansion phases of the phagophore membrane, divided into ATG12 and
ATG8. The ATG8 conjugation system is formed by ATG4, ATG5, ATG7 and
ATGS8 (37). The ATG12 conjugation system is formed by ATG5, ATG7, ATG10,
ATG12 and ATG16 (38).

Some proteins have been identified as participants in autophagic
processes even if they do not have the ATG domain, including TORC1, a
homologue of ATGS8 in yeast, and TOR is the target of the rapamycin complex,
responsible for negatively regulating the autophagy pathway (37, 39).

VPS39 and Kinesin motor were also proteins that showed 1:1 homology in
all anophelines, VPS39 is present in the fusion of the vacuole, while motor
Kinesin is responsible for the movement of the autophagosome and in the fusion
with the endocytic pathway (40,41).

Among the domains of autophagy proteins that we identified, ATG and
WD40 were the main ones. The WD40 domain is present in proteins that are very
abundant in eukaryotic organisms and are rarely present in prokaryotes, although
some cases have been reported in bacteria (42).

Overall, the results presented in this study show that the autophagy pathway
is highly conserved in anophelines. The results raised here will contribute to
further research on autophagy and a better understanding of one of the

mechanisms used by New World vectors.

CONCLUSION
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In the present study, we used comparative genomics and functional
annotation tools to explore autophagy proteins in An. aquasalis, the primary
malaria vector in South America. Based on our results, we propose that these
proteins involved in the autophagy process are highly conserved and essential
for the anopheline immune response. The set of proteins presented here provides
a solid basis for future investigations of the molecular functions of autophagy-

related proteins in New World vectors.
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4. LIMITACOES DA PESQUISA E PERSPECTIVAS

O inicio das analises foi realizado no servidor da FIOCRUZ-MG. Porém o
servidor entrou em manutencdo e ndo foi possivel continuar o trabalho. Ja o
servidor de Manaus tem somente disponibilidade para acesso local. Para
resolver o problema foi o utilizado o servidor online do galaxy, que permitiu
realizar as analises com a mesma eficiéncia.

N&o foi possivel encontrar duas proteinas para An.darlingi, ndo podemos
afirmar se ele perdeu ou faltou caracterizar, mas como o foco do nosso estudo
foi caracterizar e classificar proteinas de An. aquasalis, isso ndo afetou os
nossos resultados.

Com os dados encontrados torna-se possivel a caracterizacdo dessas

proteinas a nivel molecular, o que pode ser realizado em trabalhos futuros.
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5. CONCLUSAO

No presente estudo, usamos gendémica comparativa e ferramentas de
anotacdo funcional para explorar proteinas de autofagia em An. aquasalis, 0
principal vetor costeiro da malaria da América do Sul. Com base em nossos
resultados, propomos que essas proteinas envolvidas no processo de autofagia
sdo altamente conservadas e essenciais para a resposta imune dos
anofelinos. O conjunto dessas proteinas aqui apresentado fornece uma base
sélida para futuras investigacbes das funcbes moleculares de proteinas
relacionadas a autofagia em vetores do Novo Mundo.
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7.1 PROCEDIMENTOS OPERACIONAIS PADRAO
INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA CARLOS BORBOREMA
FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA

DOURADO
Cddigo POP Versao
Titulo Andlises filogenéticas
Lingua do Portugués - BR
Documento
Elaborado por: Revisado por: Aprovado por: Data de ~ .
aprovacao:

Nome

Versao

Alteracdes realizadas

1. OBJETIVO

Padronizar o procedimento de analises filogenéticas de proteinas do Anopheles

aguasalis comparando com outras espécies de anofelinos realizado no

Laboratdrio de Bioinformatica do Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema
(IPCCB) / Fundacéo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-

HVD).

2.  CAMPO DE APLICACAO
Grupos de pesquisa do IPCCB / FMT-HVD.

3. DEFINICOES

N&o se aplica

4. RESPONSABILIDADES

Alunos de iniciacdo cientifica, mestrado, doutorado, pesquisadores e

colaboradores treinados em bhioinformética.
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5. POP’S RELACIONADOS

Anotagao do genoma do Anopheles aquasalis

6. RECURSOS NECESSARIOS

6.1 Equipamentos

Biblioteca de dados VectorBase e NCBI

Servidor online Galaxy (use.galaxy.org) e Genewise
Computador com acesso a internet

Programas MEGA-X e Inkscape

7. PROCEDIMENTOS

7.1 Busca da familia de genes de interesse

Acessar a biblioteca de dados VectorBase e buscar os a familia de genes de
interesse no proteoma do An. gambiae (ATG)

Genes > Arthropoda > Insecta > Diptera > Culicidae > Anopheles > Gambiae
species complex > Anopheles gambiae PEST > Export as a Search Strategy >
Download > Tab- or comma-delimited (openable in Excel) - choose columns to
make a custom table > Choose Columns > Gene name or Symbol > Download

Type > Comma-delimited(.csv).file* > Get genes

Formatar dados baixados em formato de tabela no Excel

Baixar proteoma do An. aquasalis — Augustus_Proteinas_aquasalis.fasta
(anotado pelo nosso grupo de estudos de Bioinforméatica)

Baixar proteoma do An. gambiae no VectorBase > Data > Download data files >
release-55/ > AgambiaePEST/ > fasta/ > data/ > VectorBase-
55 AgambiaePEST_AnnotatedProteins.fasta

Baixar proteoma do An. darlingi no VectorBase > Data > Dawnload data files >
release-55/ > AdarlingiCoari/ > fasta/ > data/ > VectorBase-55_ AdarlingiCoari
_AnnotatedProteins.fasta

Baixar proteoma do An. albimanus no VectorBase > Data > Dawnload data files
> release-55/ > AalbimanusSTECLA/ > fasta/ > data/ > VectorBase-
55 AalbimanusSTECLA__ AnnotatedProteins.fasta
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7.2 Servidor Online Galaxy

Criar conta no servidor usando email e senha para manter o histérico das
atividades, bem como os arquivos salvos

Carregar as bases de dados dos proteomas dos anofelinos

Upload Data > Choose local files > Augustus_Proteinas_aquasalis.fasta >
VectorBase-55 AgambiaePEST_AnnotatedProteins.fasta >
VectorBase-55_AdarlingiCoari_AnnotatedProteins.fasta >
VectorBase-55_AalbimanusSTECLA__ AnnotatedProteins.fasta

Type > Fasta > Genome > A.gambiaeOct.2006 > Start

Descarregar os cabecalhos das sequéncias de proteinas da familia de interesse
Copiar todos os cadigos das proteinas da familia de interesse em bloco de notas
e salvar como arquivo “txt”

Repetir o procedimento com todas as familias de interesse

Carregar os arquivos dos cabecalhos no Galaxy

7.3 MAKEBLASTDB

Fazer um MAKEBLASTDB de cada uma das bases de dados para formatar a
base de dados das proteinas de interesse.
NCBI BLAST+ makeblasdb > protein > Anopheles_selecionado.fasta > Execute

7.4 BLASTDBCMD entry(s)

Extrair as sequéncias do BLAST das bases de dados de interesse

NCBI BLAST + blastdbcmd entry(s) > protein > BLAST database from your
history > from file > sequence indentifier(s) > cabecalho_familia_de_interesse >
Execute

Baixar arquivos

7.5 BLASTP

Buscar proteina da base de dados contra a proteina de interesse

Protein query sequence > arquivo_resultante_blastdbcmd_entry(s) > BLAST
database from your  history > protein BLAST database >
arquivo_resultante_makeblastdb > type of BLAST > blastp > output format >

tabular (standard 12 columns) > Execute
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Nota: Fazer o mesmo procedimento para as outras espécies An. albimanus e

An. darlingi.

7.6 Organizacao dos resultados em planilhas

Organizar os resultados em planilha do Excel

Classificar os dados de acordo com o maior valor de identidade acima de 35%,
seguido por menor valor de e-value

Remover as duplicatas

Fazer uma busca do gene modelo nos resultados do blast com o PROCV para

retornar o melhor resultado do blast para o gene modelo.

7.7 Anotagao manual

Anotar manualmente os genes fragmentados e perdidos

Abrir o servidor online do Genewise (https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/genewise/)
Fazer o upload da proteina modelo de An. gambiae

Fazer o upload da scaffold do An. aquasalis onde o gene serd anotado

Na opcao Splice Site selecionar a opcédo Modelled

Executar

Nota: No resultado serd gerado um arquivo no formarto gff com os dados da
anotacao, assim como o arquivo fasta de proteinas e CDS

7.8 Filogenia

Descarregar os cabecalhos das sequéncias de proteinas da familia de interesse
Copiar todos os cadigos das proteinas da familia de interesse em bloco de notas
e salvar como arquivo “txt”

Repetir o procedimento com todas as familias de interesse

Recuperar as sequéncia fasta para a filogenia, segundo o item 7.4

Concatenar as sequéncias de proteinas de An. aquasalis, An. darlingi, An.
albimanus e An. gambiae em um arquivo multifasta

Abrir o arquivo multifasta no MEGA-X

Clicar em Alinhamento > Alinhamento pelo Muscle > Deixar op¢des padrao > OK
Exportar o arquivo do resultado do alinhamento no formato “.meg”

Clicar em Filogenia > Construir Filogenia Neighbor-joining > Selecionar arquivo

do alinhamento no formato “.meg”
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Preferéncias de Andlise:

Teste de filogenia — método Bootstrap

Numero de réplicas — 1000

Modelo de substituicdo tipo — aminoécido
Modelo — p-distance

Taxa entre sitios — taxas uniformes
Gaps/Missing data — Delec&o por pares
Numero de threads — 3

Salvar a arvore filogenética no formato “.MTSX”
Clicar em Imagem > Salvar como SVG > Salvar
Abrir a imagem SVG no Inkscape para a edicao de cores para cada espécie
Salvar imagem no formato “PNG.”
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