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Seqüenciamento de genes expressos de larvas de 1° e 2° estádios
de Anopheles darlingi (diptera:culicidae), da Amazônia.
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A malária ou paludismo é uma parasitose que afeta mais de 90 países no mundo, onde cerca de 2,4
bilhões de pessoas (40% da população mundial) convivem com os riscos de contágio, segundo o
Ministério da SaúdejFiocruz (2005). Anopheles darlingi é o principal vetor dessa enfermidade, que
apresenta os maiores registros na região amazônica (Tadei e Dutary-Thatcher, 2000). A análise de
DNA genômico de diversos organismos tem permitido a obtenção de bibliotecas de cDNA, por meio
de métodos do DNA recombinante (Adams et ai. 1991). Diante disso, a biblioteca de cDNA de larvas
de 10 e 2° estádios de A. darlingi, já produzida por (Rafael et al.,2006) foi utilizada para identificar
seqüências de genes expressos (Expressed Sequence Tags - ESTs), realizar comparação com o
genoma de A. gambiae e inferir sua função com o uso da bioinformática. Fêz-se a preparação de
plasmídeos (mini-prep), segundo protocolo de Birnbaim e Doly (1979), seleção e quantidade das
colônias recombinantes. Os produtos das mini-preps foram analisados em gel de agarose a 0,8% e
fotodocumentados em aparelho Eagle eye. No seqüenciamento, utilizou-se o primer M13R: 5'-
TAGGGAAACAGCTATGAC- 3' Reverso. Os produtos da reação de seqüenciamento foram purificados
e submetidos à eletroforese por capilaridade, no MegaBACE 1000 DNA Sequencing System
(Amersham biosciences - GE heath cere"), pelo método Dideoxi (Sanger et ai., 1977). A leitura e
análise dos dados gerados foram realizadas pelos programas de ScoreCard (MegaBACE'") e Base
Calling (Base Caller Cimaron 1.53 Slim Phredfy). O rendimento das colônias recombinantes foi de
1,9 x lOs e das placas obtidas a partir do Scorecard foi 69% (seqüências de boa qualidade). Os
clones seqüenciados apresentaram entre 601 e 700 pares de bases. A avaliação da qualidade das
seqüências foi obtida com o programa Phred e em seguida o programa CAP3 (Huang e Madan,
1999) foi utilizado no agrupamento das seqüências para a montagem de clusters. As seqüências
foram submetidas ao banco de dados do GenBank (NCBI), por meio do programa BLAST (Altschul et
ai., 1997) e alinhadas com a modalidade BLASTx, onde os resultados foram selecionados pelo índice
estatístico de e-value, aceitando-se os valores s e-lO• Fêz-se a busca de ESTs de interesse, com
ferramentas de bioinformática. As ESTs foram comparadas com o banco de dados do GenBank, onde
encontrou-se 91 contigs e 71 singlets. A quantidade de placas (mini-preps), clones seqüenciados,
porcentagem da eficiência, seqüenciamento e as seqüências obtidas de boa qualidade estão
descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Resultados das mini-preps de larvas de 10 e 20 estádios de A. darlingi.

Nome da Placa
Clones Valor do Seqüências de boa

seqüenciados ScoreCard (%) qualidade

DL 02

DL 03

DL 04

96
96
96

55

69
45

53

66
43

03 288 56 162

Das 288 seqüências analisadas, 162 foram validadas pelo BLASTx. As sequencias homólogas
encontradas, com e-value ::;e -10, foram agrupadas por categoria geral de função do COG-Clusters of
Ortologous Groups, dentre as quais, a categoria geral Armazenagem e Processamento de
Informações foi a mais freqüente, com maior número de seqüências (Gráfico 1). Para que uma
predição de seqüência protéica seja confiável é necessário inferir relações de ortologia entre genes
de diferentes espécies (Tatusov et ai., 2000), com a finalidade de classificar proteínas de genomas
completamente seqüenciados. Os COGs foram classificados em 18 categorias funcionais (Riley,
1993), representando o percentual de organismos relacionados a cada grupo das categorias gerais.
Nas categoriais gerais de Armazenagem e Processamento de Informações, a categoria funcional com
maior freqüência foi J) tradução, incluindo estrutura ribossômica; em Não Caracterizado, S) foi a
categoria funcional mais freqüente;
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com a finalidade de classificar proteínas de genomas completamente seqüenciados. Os COGs foram
classificados em 18 categorias funcionais (Riley, 1993), representando o percentual de organismos
relacionados a cada grupo das categorias gerais. Nas categoriais gerais de Armazenagem e
Processamento de Informações, a categoria funcional com maior freqüência foi J) tradução,
incluindo estrutura ribossômica; em Não Caracterizado, S) foi a categoria funcional mais freqüente;
e em Metabolismo, a categoria F) transporte e metabolismo de nucleotídeo foi a mais freqüente
(Gráfico 2).
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Gráfico 1 - Representação da porcentagem de
genes homólogos encontrados por categorias
gerais do COG no GenBank.

Gráfico 2 - Número de clones ortólogos
encontrados em A. darlingi e suas prováveis
funções.

A biblioteca de larvas de 10 e 20 estádios de A. darlingi foi validada, considerando que as seqüências
foram comparadas e apresentaram similaridade com genes do complexo Anopheles gambiae,
Drosophila melanogaster e de outros insetos depositados no GenBank. Além disso, a categoria J foi
a que apresentou maior homologia com as seqüências dos organismos já citados. Comparações
desses clones por alinhamento com outras seqüências de proteínas ribossomais poderão ser úteis
para estudo de rota metabólica, identificação de genes de resistência a inseticidas, bem como genes
reguladores da atividade de proteínas que atuam no desenvolvimento do plasmódio, visando o
controle da malária.
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