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1.Introdução
A malária é a doença que causa mais mortes no mundo (Coura et al., 2006). Em 2011 foram notificados
217.298 casos da doença na região amazônica (Ministério da Saúde, 2012). Os parasitas, responsáveis
pela doença, são protozoários do gênero Plasmodium, que são transmitidos de uma pessoa a outra pela
picada do mosquito do gênero Anopheles.
O Anopheles darlingi é o principal vetor da malária humana na Amazônia, onde ocorre o maior número
de casos e cuja preferência é alimentar-se de sangue humano (Tadei et al., 1998). Esse anofelino
apresenta cariótipo metafásico comum ao gênero com 2n=6 cromossomos, consistindo de dois pares de
cromossomos autossômicos (II e III) e um par de cromossomos sexuais, sendo XX nas fêmeas e XY nos
machos (Rafael e Tadei, 1998).
O presente estudo visou analisar a proteína miosina. É uma ATPase que se movimenta ao longo da
actina e em presença de ATP, sendo responsável pela contração muscular (Montenegro & Franco,
2004). Além de funções associadas às células musculares, a miosina desempenha um papel significativo
na manutenção das glândulas salivares, conforme a análise transcriptômica e funcional das glândulas
salivares de Anopheles gambiae em relação à alimentação sanguínea de fêmeas adultas (Das et al.,
2010). Apesar da importância da miosina como proteína motora, a literatura não registra a sua
localização física em cromossomos de mosquitos.
O método de Hibridação in situ Fluorescente (FISH) consiste no emparelhamento de determinado
segmento de DNA/DNA, RNA/RNA ou DNA/RNA (sonda) com uma sequência complementar de
nucleotídeos na amostra alvo, para identificar genes específicos ou sequências de regiões
cromossômicas. Essa metodologia tem auxiliado estudo de caracterização e variabilidade cromossômica
de diversos insetos (Guerra, 2004).
Este trabalho teve como objetivo mapear fisicamente o gene da miosina (AdaMyo82-83), da biblioteca de
Etiqueta de Sequência expressa - ESTs de A. darlingi (Rafael et al 2005), em cromossomos politênicos
de A darlingi, por meio de FISH, para estudo da variabilidade cromossômica e evolução desse mosquito.

2.Material e Métodos
As coletas de imaturos de A.darlingi foram realizadas no Sitio do Carlão e madeireira Portela, bairro do
Puraquequara, Manaus-AM. As preparações das lâminas dos cromossomos politênicos de A. darlingi
foram realizadas de acordo com os métodos descritos por French et al. (1962) e Kumar & Collins (1994),
com modificações para A. darlingi (Rafael et al., 2004).
O DNA genômico de A. darlingi foi extraído, conforme o método de Williams et al (1990). A sequência da
EST miosina (AdaMyo82-83) contendo 568 pares de base  (AdaMyo82-83)  foi obtida a partir do genoma
funcional de A. darlingi (Rafael et al., 2005; Bridi et al., 2006). Em seguida foi desenhado um par de
primers denominado 82-83, cuja sequencia de nucleotideos é: 5’ GAACCCAACTCTGGACCTCA 3’ e  5’
AATCGCTGTTTTGCTTGCTT 3’; com auxílio do programa Gene Runner 3.01: www.generunner.net.
Foi realizado um gradiente de temperatura e em seguida uma PCR do par de primers miosina com a
temperaturas de anelamento 56,5 ºC. O produto de PCR foi purificado pela metodologia de Polythylene
glucol (PEG)
A marcação da sonda AdaMyo82-83 foi feita por Random Primer 2.5x (Invitrogen cat. nº 18187-013,
USA). A hibridacao in situ fluorescente (FISH) foi realizada nos cromossomos politênicos de A. darlingi,
com o fluorocromo fluoresceína-12-dUTP (Bio Probe® ENZO-42716, USA). A detecção do sinal da sonda
nos cromossomos foi a partir do corante YOYO 10X (Invitrogen – 895247, USA), diluídos em de PBS 1X.
As microfotografias foram capturadas em microscópio de luz Axioplan Zeizz epifluorescente, com campo
claro e contraste de fase.

3.Resultados e Discussão
No presente trabalho o gene AdaMyo 82-83 hibridou no braço 3R (inversão 3Rc, Seção banda 34c),
conforme visualizado na Figura 1A e B.

http://www.generunner.net/
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Figura 1A, B: Mapeamento do gene AdaMyo82-83 no cromossomo 3 (braço 3R, inversão 3Rc, Seção 34c), do
cromossomo politênico de A. darlingi (seta). B: Foto ampliada da região de hibridação (seta). Barra: 10µm.

Figura 6: Cromossomo 3, do fotomapa de A. darlingi (Rafael et al., 2010), mostrando a marcação in situ do gene
AdaMyo82-83 no cromossomo 3 (braço 3R, inversão 3Rc, Seção 34c), (seta). Barra: 10µm.

Mao e colaboradores (2006) detectaram o dachs, gene da sub-família da miosina 5, 7 e 10l, que auxilia
na regulação do crescimento e desenvolvimento embrionário de discos imaginais de Drosophila,
visualizado com marcações de fluorocromo, pelo método de FISH. A ação da miosina em músculos
embrionários de larva, pupa e adulto de Drosophila melanogaster também foi estudada por Hess e
colaboradores (2007).
Porém, há escassez de artigos na literatura acerca de mapeamento físico da miosina em mosquitos. Isso
dificultou a análise comparativa do presente resultado de mapeamento físico do gene AdaMyo82-83 no
cromossomo 3 (braço 3R, inversão 3Rc, Seção 34c) de larva de A. darlingi por FISH, com outros
mosquitos. Este resultado representa uma oportunidade única para compreender a estrutura e
organização do seu genoma desse importante vetor da malária Neotropical.

4.Conclusão
Considerando a grande capacidade de A. darlingi como transmissor primário da malária humana,
especialmente na Amazônia, o mapeamento da miosina pelo método FISH, em seus cromossomos
politênicos auxiliará estudos futuros, para melhor compreensão da variabilidade cromossômica e
evolução desse mosquito.
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