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1. Introdução 
A malária é a doença que causa mais mortes no mundo (Coura et al., 2006). No Brasil são mais de 
600.000 casos de doença por ano. De acordo com o Ministério da Saúde (2009) de janeiro a outubro de 
2009, Manaus registrou 13.575 casos de malária. 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 na Amazônia, onde 
ocorre o maior número de casos e cuja preferência é alimentar-se de sangue humano (Tadei et al., 
1998). 
Considerando dados citogenéticos clássicos, o A. darlingi 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 & Tadei, 1998). Estudos de 
citogenética molecular para mapeamento físico de DNA/RNA, por meio de método de hibridização in situ 
– HIS (in situ hybridization) têm auxiliado na identificação do genes específicos ou sequências de regiões 
cromossômicas desse mosquito (Rafael et al. 2004). A HIS é uma ferramenta útil para estimar o número 
de cópias de sequências específicas, faz comparações taxonômicas ou populacionais evolutivas, identifica 
espécies relacionadas e contribui com estudos de aspectos funcional e evolutivo, de diversos dípteros 
(Kumar & Collins, 1994). 
Considerando a biblioteca de Etiquetas de Sequência Expressa (ESTs) de A. darlingi (Rafael et al., 2005; 
Bridi et al., 2006), a sequência gênica Catalase, do banco de ESTS de adultos desse mosquito  foi 
utilizada pela primeira vez, para mapeamento físico em cromossomos politênicos de A. darlingi. Estudo 
de algumas linhagens de Anopheles gambiae por DeJong et al. (2007) demonstrou que a redução da 
fecundidade desses mosquitos está relacionada com a idade das fêmeas, que é provavelmente causado 
por dano oxidativo, presente em diferentes alelos de catalase. Além disso, os resultados do estudo 
indicam que A. gambiae e possivelmente outros insetos utilizam a catalase para proteger o ovário e ou 
embriões de danos oxidativos. A catalase da biblioteca de ESTs de A. darlingi foi utilizada para hibridizar 
in situ os cromossomos politênicos de A. darlingi.  
Objetivou-se mapear a sequência do gene da catalase in situ de A. darlingi, a partir de um banco de ESTs 
de A. darlingi adulto e detectar a sua localização física nos cromossomos politênicos de A. darlingi, pelo 
método de ISH. 
 
2. Material e Metódos 
2.1 Coleta e manutenção dos anofelinos - As coletas de A. darlingi foram realizadas na cidade de 
Coari, Amazonas (4º6’S, 63º3’W). As fêmeas de A. darlingi coletadas foram mantidas no insetário do 
Laboratório de Vetores de Malária e Dengue do CPCS / INPA. A identificação dos indivíduos foi realizada 
segundo as chaves taxonômicas de Forattini (1962), Gorham et al. (1967), Faran & Linthicum (1981) e 
Consoli & Lourenço de Oliveira (1994). As fêmeas coletadas no campo foram alimentadas com sangue de 
pato doméstico (Cairina moschata). A oviposição foi realizada de forma individual em copos plásticos, 
contendo papel de filtro umedecido. As desovas foram, então, transferidas para copos contendo água e 
papel filtro nas bordas. Depois da eclosão dos ovos, as larvas foram alimentadas com pó de fígado e 
farinha de peixe (Santos et al., 1981; Scarpassa & Tadei, 1990). 
As preparações das lâminas dos cromossomos politênicos de A. darlingi foram realizadas de acordo com 
as técnicas descritas por French et al. (1962) e Kumar & Collins (1994), com modificações para A. 
darlingi (Rafael et al., 2004). As lamínulas foram retiradas em nitrogênio líquido para fixação do material, 
depois foram mantidas em refrigerador a 20ºC negativos. 
 
2.2 Preparo de sonda - A sonda pl35_B09 (sequência do produto gênico catalase) contendo 431 pares 
de bases, foi retirada do banco da biblioteca de cDNA de A. darlingi adulto obtidas a partir do Projeto 
Genoma Funcional de A. darlingi (Rafael et al., 2005; Bridi et al., 2006). Essas sequências gênicas estão 
inseridas no vetor de clonagem plasmídeo pCMV SPORT6 (INVITROGEN) e mantido na bactéria 
hospedeira Escherichia coli em placas em freezer 80°C negativos. As bactérias contendo os clones da 
catalase foram repicadas em meio de cultura Cicle Grow (CG) contendo 100 μL de Ampicilina 
(200μg/mL). Foram mantidas a 37°C, por 22 horas. A extração do cDNA plasmidial foi realizada com o kit 
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“Concert Rapid Plasmid Miniprep System”, de acordo com as instruções do fabricante. As amostras foram 
quantificadas com marcador lambda (λ) em gel de agarose a 0,8%. 
 
2.3 Marcação do DNA por Nick translation (Invitrogen cat. nº 18160- 010) - Foram adicionados em 
um microtubo de 1,5 mL os reagentes: 1μg de DNA; 1/10 μL de dNTP (minus dATP); 1/20 μL de Biotin-
14-dATP; 1/10 μL de PolI/DNAse I e água Milli Q autoclavada para completar 50 μL de solução em 
reação. A solução foi homogeneizada e o microtubo foi colocado a 15ºC no termociclador por 90 minutos. 
Em seguida, acrescentou-se 1/10 μL de Stop Buffer; 1/40μL de SDS 5%; 0,5 μL de acetato de amônia 
(7,5 M). Foi precipitado com 2 volumes de Etanol 98% e mantido em  over-night a 20ºC negativos. 
 
2.4 Purificação e precipitação da sonda - Após o período de over-night, o material foi centrifugado 
por 45 minutos a 4ºC a 13.000 rpm. O sobrenadante foi retirado e lavado o pellet com 100 μL de Etanol 
70% (gelado). Foram adicionados novamente 100 μL de Etanol 70% (gelado) e centrifugou-se por 20 
minutos a 4 ºC a 13.000 rpm. O microtubo foi levado à estufa a 37ºC até ocorrer sua secagem completa. 
O pellet foi ressuspendido em 75 μL de solução de hibridização, cujo conteúdo consta dos seguintes 
reagentes: 100 μL de 20x SSC; 200 μL de Dextran Sulfato 50%; 500 μL de Formamida; 200 μL de Água 
Milli Q autoclavada.  
 
2.5 Pré-tratamento das lâminas e desnaturação da sonda - O pré-tratamento das lâminas consistiu 
de desnaturação dos cromossomos politênicos de A. darlingi. As lâminas foram mergulhadas em cubeta 
contendo 2x SSC a 65ºC por 55 minutos, em seguida permaneceram à temperatura ambiente (T.A.) até 
atingirem 35ºC. As lâminas foram transferidas para 2x SSC a T.A. por 5 minutos. Em seguida foram 
colocadas em cubeta, contendo NaOH (0,14 M) com 2xSSC a T.A. por 2 minutos. Foram transferidas para 
2x SSC a T.A., por 5 minutos, duas vezes. Depois desidratadas em Etanol 70% por 10 minutos. Este 
último passo, foi repetido por duas vezes. Em seguida, novamente desidratadas em Etanol 95% por 10 
minutos. As lâminas permaneceram a T.A. até secarem completamente. A desnaturação da sonda foi a 
65ºC no termociclador por 5 minutos, em seguida colocada em gelo por 5 minutos. 
 
2.6 Hibridização in situ e detecção dos sinais - Para a hibridização in situ, utilizou-se o método de 
Lim (1993). Foram aplicados 15 μL de sonda sobre as preparações citológicas (complementos politênicos 
de A. darlingi). As lâminas foram cobertas com lamínulas de 18x18 centímetros e transferidas para uma 
câmara úmida e levadas à estufa por 37ºC, para hibridização in situ por 20 horas. Para a detecção dos 
sinais, as lâminas foram colocadas em 2xSSC a 37ºC, para a retirada da lamínula. Em seguida foram 
lavadas em 2xSSC a 37ºC, durante 10 minutos, por duas vezes. As lâminas foram colocadas em PBS 1X 
a T.A. durante 5 minutos, por duas vezes. Foram transferidas para uma cubeta, contendo Triton-x-100 
(0,1%) com PBS 1x; depois lavadas com PBS 1x em T.A., por 5 minutos. Aplicou-se 200 μL de Tris com a 
adição dos reagentes A e B (kit de detecção Vectastain ABC - Cat. No. PK 6100) sobre cada lâmina. Estas 
foram cobertas com lamínulas de 32x22 centímetros, colocadas em câmara úmida a 37ºC, por 30 
minutos. A lamínula foi retirada em PBS 1x, e as lâminas lavadas duas vezes em PBS 1x a T.A., por 5 
minutos. Em seguida foram transferidas para uma cubeta contendo DAB (diaminobenzidine 
tetrahydrochloride - Sigma, Cat. No.D-5637) e acrescidos o Tris e Peróxido de hidrogênio a 37ºC, por 20 
minutos. As lâminas foram lavadas em PBS 1x a T.A., por 5 minutos. Em seguida lavadas novamente em 
água Milli-Q, por duas vezes, durante 5 minutos. Para coloração da lâmina pingou-se Giemsa 1% em 
tampão fosfato sobre cada lâmina que secaram a T.A., por 10 minutos. Para tornar as lâminas 
permanentes, foi adicionada uma gota de Entellan (Merck), cobertas com lamínula 22x22 centímetros e 
colocadas para secar. Após isso, as hibridizações in situ foram visualizadas em microscópio de luz. 
 
2.7 Microfotografias - Os cromossomos politênicos foram fotografados com auxílio de máquina 
fotográfica digital e analisados em microscópio de luz Axioplan Zeiss, campo claro e contraste de fase, 
com objetiva de 100x e ocular projectiva 10x/25. 
  
3. Resultados e Discussão 
Para realização da metodologia de hibridização in situ analisamos 12 lâminas, destas apenas duas 
lâminas apresentaram sinal de marcação, o que comprova a dificuldade de mapear fisicamente sondas de 
ESTs. Além disso, obter preparações citológicas de cromossomos politênicos por esmagamento 
apresentando bandas intactas é uma tarefa difícil, porque muitos núcleos são removidos ou tem sua 
morfologia dainficada quando a lâmina é mergulhada em nitrogênio líquido, para a retirada da lamínula.  
A catalase, alvo do estudo, é a principal enzima antioxidante envolvida com a destruição protetora do 
peróxido de hidrogênio gerado durante o metabolismo celular (Masters & Holmes 1977). O gene da 
catalase foi mapeado em Drosophila melanogaster no cromossomo 3L, no intervalo das regiões 75D-76A 
(Lubinsky & Bewley 1979). Sharakhov et al. (2002) hibridizaram o gene da catalase em A. gambiae no 
cromossomo 2L, seção 21A e em Anopheles funestus no cromossomo 3R, seção 35C. E no presente 
trabalho a catalase hibridizou no braço 2R, seção 11D e braço 2L, seção 24C (Figura 1). Os sinais de 
marcação da sonda puderam ser detectados, a partir do fotomapa de A. darlingi (Rafael et al., aceito 
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para publicação) (Figura 2) de uma maneira mais precisa em relação ao mapa de referência de Kreutzer 
(et al., 1972). Esse fotomapa foi construído com os cromossomos politênicos de uma população de A. 
darlingi de Guajará-Mirim, Estado de Rondônia , que apresenta baixo grau de polimorfimo de inversões. 

 

 
Figura 1 - Mapeamento do gene catalase (pl35_B09) no cromossomo politênico apresentando duas 
marcações: A - braço 2R, na seção 11D (seta) e B - braço 2L na seção 24C (seta). Barra: 10µm. 
 

 
Figura 2- Fotomapa do cromossomo 2 (braço 2R e 2L), com as setas indicando as localizações da 
hibridização da sonda pl35_B09 nas bandas 11 D (2R) e 24 C (2L). Fonte: Rafael et al., in press 
 
4. Conclusão  
Considerando o alto grau de polimorfismo de inversões de A. darlingi, e que o gene da catalase hibridizou 
em localizações únicas, diferente das hibridizações encontradas para espécies como A. gambiae, A. 
funestus e D. melanogaster, sugerem-se que o gene mapeado em A. darlingi, pode ser útil como 
marcador genético para estudo da organização genômica desse mosquito. 
O presente mapeamento físico cromossômico, utilizando sondas de ESTs de A. darlingi representa uma 
oportunidade única para compreender a estrutura e organização do seu genoma, a biologia evolutiva e 
variabilidade cromossômica. Além de estudos futuros sobre a sintenia da localização cromossômica da 
sonda utilizada no presente estudo. 
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