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SUMÁRIO 

 

Sinopse: 

A análise preliminar das relações filogenéticas evolutivas e o mapeamento in 

situ, utilizando o supercontig do gene da subunidade I, do canal de sódio 

(NaV) de Anopheles darlingi foram realizadas. Registrou-se uma dinâmica evolutiva 

em   dois   caminhos   em   relação   à   evolução   filogenética    das    17   espécies 

de anofelinos entre os continentes. Infere-se, que pressões seletivas ambientais 

divergentes   podem   estar   atuando   para   o   surgimento    de    diferentes 

tamanhos de fragmentos do supercontig NaV, ou mesmo gaps (falhas) nas 

sequências de NaV, que podem estar causando essa distância filogenética 

evolutiva de A. darlingi. Uma nova região de despareamento de banda (16C, braço 

2L)     foi     registrada.     O     gene     NaV     mapeou     por     hybridização     in 

situ fluorescente a região 16 B (braço 2L) e a região 31A (braço 3R), cujos sítios não 

foram coincidentes   com   o   mapeamento   cromossômico   in   silico   de 

Anopheles gambiae. Esses achados são importantes ao entendimento da variabilidade 

e evolução cromossômica desses mosquitos. 

 

Palavras chaves: Anopheles darlingi, gene canal de sódio (NaV), filogenia molecular, 

Hibridização In situ Fluorescente; mapeamento físico 
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“Não é o mais forte que sobrevive, nem o mais inteligente, 

mas o que melhor se adapta às mudanças” 
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RESUMO 
 

Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi Root, 1926 é o principal vetor de protozoários do 

gênero Plasmodium da malária, na América do Sul, onde é responsável pela transmissão de 

99% de registros da doença.As estratégias utilizadas no combate a esse vetor são focadas, 

principalmente, no uso de inseticidas piretróides, que interagem com os canais de sódio do 

axônio, causando a paralisia dos sistemas nervosos central e periférico. Os canais de sódio 

regulados por voltagem (NaV) são proteínas transmembranares compostas por subunidades, 

cuja principal é a subunidade I. A resistência a inseticidas, que resulta de mutações pontuais no 

gene, que codifica o canal de sódio, e isto é uma grande ameaça à eficácia da implementação 

dos programas de prevenção da doença e controle do seu vetor. Neste trabalho foi realizada a 

análise filogenética preliminar do supercontig (scaffold), canal de sódio (NaV), de 17 espécies 

de anofelinos e o mapeamento físico, por meio do método de Hibridização in situ Fluorescente 

(FISH) em núcleos politênicos de A. darlingi, para inferir sobre a sobre a evolução e 

variabilidade cromossômica desse gene. Na construção da árvore filogenética evolutiva do gene 

NaV, as sequências foram alinhadas no programa AliView, e analisadas por meio de inferência 

Bayesiana, utilizando o software MrBayes. Houve coincidências nas topologias da árvore do 

gene NaV de A. dalingi em relação às árvores filogenéticas de espécies do gênero Anopheles, 

mas foi observado que o gene NaV evolui em uma dinâmica diferente, e isso pode auxiliar no 

entendimento de processos evolutivos entre esses anofelinos. Uma nova região de 

despareamento (região 16C, braço 2L) foi registrada. A sonda ( supercontig do gene NaV) 

mapeou dois sítios: as regioes 16 B (braço 2L) e 31A (braço 3R), mas ambos os sítios não 

foram coincidentes com a marcação in silico de NaV (www.vectorbase.org) para A. gambiae 

(2R, região 12C). Sugere-se, que o gene NaV pode estar evoluindo em caminhos diferentes, 

podendo auxiliar no entendimento da capacidade de resistência a inseticidas, variabilidade 

cromossômica, estrutura e organização genômica desses mosquitos. 

 
Palavras chaves: Anopheles darlingi, gene canal de sódio (NaV), filogenia molecular, 

hibridização in situ fluorescente; mapeamento físico 

http://www.vectorbase.org/


ABSTRACT 

 
Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi Root, 1926 is the main vector of malaria in South 

America, where is responsible for transmiting the protozoan species of the genus of 

Plasmodium malaria, causing 99% of. Strategies employed to eliminate this vector are focused, 

mainly, on the use of pyrethroid insecticides. These insecticides interact with the sodium 

channels of the axon, causing paralysis of the central and peripheral nervous systems of the 

mosquito. Sodium channels regulated by voltage (NaV) are transmembrane proteins made of 

subunits, and the main of which is named subunit I. Resistance to insecticides, results in 

occasional mutations in the gene that codifies the sodium channel, and this is the greatest threat 

to the implementation of prevention and controlling programs against the mosquito. In this 

study, we performed a preliminary phylogenetic analysis of the supercontig (scaffold), sodium 

channel (NaV), of 17 species of Anopheles, and the physical mapping of the scaffold NaV in 

polytene nuclei of A. darlingi by Fluorescent in situ Hybridization (FISH) method, in order to 

better understand the evolutionary and chromosomic variability of this gene. The evolutionary 

phylogenetic tree of the NaV gene, was aligned in the AliView program and analyzed by means 

of Bayesians inference, using the software MrBayes. There were coincidences in the topology 

of the tree of the A. darlingi NaV gene in relation to other phylogenetic tree of Anopheles 

species. However, it was observed that the NaV gene evolves in a different dynamics, and this 

may assisting in the understanding of evolutionary processes amongst Anopheles. A new 

unpaired chromatids region (16C, 2L arm) has been registered. The probe (NaV gene 

supercontig) mapped by FISH two sites: the 16 B region (2L arm) and the 31A region (3R arm), 

although both sites were not coincident with the in silico marking of NaV gene 

(www.vectorbase.org) for A. gambie (2R, region 12C). It suggests that the NaV gene, because 

it is evolving in different ways, may be assisting in the understanding of the resistance capacity 

to insecticides, chromosomic variability, genomic structure and organization of these 

mosquitos. 

Keywords: Anopheles darlingi, sodium channel gene (NaV), molecular phylogeny, fluorescent 

in situ hybridization, physical mapping. 



SUMÁRIO 
 
 

1. INTRODUÇÃO ............................................................................................................. 13 

 1.1. Malária e seus vetores........................................................................................... 13 

 1.2. Considerações sobre o Anopheles darlingi .......................................................... 16 

 1.3. Controle de vetores da malária ............................................................................. 17 

 1.4. Mecanismos dos Piretróides no Canal de Sódio e Resistência knockdown ......... 18 

3. OBJETIVOS .................................................................................................................. 21 

 3.1. Objetivo Geral ...................................................................................................... 21 

 3.2. Objetivos Específicos ........................................................................................... 21 

4. METODOlOGIA ........................................................................................................... 21 

 4.1. Filogenia do gene NaV........................................................................................... 21 

 4.2. Mapeamento físico ................................................................................................ 21 

5. RESULTADOS E DISCUSSÕES................................................................................. 22 

REFERÊNCIAS ................................................................................................................... 23 

 

CAPITULO I- ANÁLISE PRELIMINAR DAS RELAÇÕES FILOGENÉTICAS DO 

SUPERCONTIG, DA SUBUNIDADE I (NaV) DO CANAL DE SÓDIO EM 17 

ANOFELINOS ...................................................................................................................... 

 

 

 

27 

 INTRODUÇÃO.............................................................................................................. 27 

 OBJETIVO..................................................................................................................... 29 

 METODOLOGIA.......................................................................................................... 29 

 Obtenção da sequência do gene do canal de sódio..................................................... 29 

 Análise filogenética evolutiva ................................................................................... 30 

 RESULTADOS ............................................................................................................. 30 

 DISCUSSÃO................................................................................................................... 32 

 CONCLUSÃO ............................................................................................................... 35 

 REFERÊNCIAS............................................................................................................. 36 

 

CAPITULO II- LOCALIZAÇÃO FÍSICA DO SUPERCONTIG DA SUBUNIDADE I, 

DO CANAL DE SÓDIO (NaV) EM CROMOSSOMOS POLITÊNICOS DE Anopheles 

darlingi.................................................................................................................................... 

 

 

 

39 

 INTRODUÇÃO............................................................................................................. 39 

 OBJETIVO.................................................................................................................... 41 



METODOLOGIA......................................................................................................... 41 

Captura de Material ............................................................................................... 41 

Desenvolvimento de Anopheles darlingi ............................................................... 41 

Preparações de lâminas com cromossomos politênicos de Anopheles 

darlingi.................................................................................................................... 

 

42 

Hibridização in situ Fluorescente - FISH .............................................................. 42 

Pré-tratamento das lâminas ................................................................................... 43 

Desnaturação da sonda e hibridização in situ........................................................ 43 

Lavagem das lâminas............................................................................................. 44 

Detecção dos sinais................................................................................................. 44 

Microfotografias..................................................................................................... 44 

Análise dos Dados................................................................................................. 44 

RESULTADOS ............................................................................................................. 45 

DISCUSSÃO ................................................................................................................. 47 

CONCLUSÃO............................................................................................................... 49 

REFERÊNCIAS............................................................................................................. 50 



LISTA DE FIGURAS 
 

 

 
 

Figura 1- Distribuição geográfica da malária em áreas de risco de infecção (WHO, 

2015)........................................................................................................... 
 

15 

Figura 2- Mapa da distribuição global das espécies de anofelinos. Fonte: Sinka et 

al. (2012) ................................................................................................... 

 

15 

Figura 3- Mapa de risco por município de infecção, Brasil, 2015. Fonte: Portal da 

Saúde.......................................................................................................... 

 

16 

Figura 4- Mapa de distribuição prevista de Anopheles darlingi. Em vermelho são 

as áreas onde este mosquito é encontrado. Fonte: Sinka et al., 2012........ 

 

16 

Figura 5- Representação esquemática do canal de sódio com quatro domínios 

homólogos (I-IV), cada um composto por seis segmentos hidrofóbicos 

(S1 a S6). Fonte: Martins e Valle, 2012..................................................... 

 

 

17 
 

CAPITULO I 

 

Figura 1- Esquema referente à montagem de sequências de genomas. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/grc/help/definitions................................... 28 

Figura 2- Topologia da árvore filogenética evolutiva preliminar do gene NaV , 

gerada pelo programa FigTree (Rambaut, 2014) em comparação a 16 

espécies de anofelinos e o supercontig AAEL018317, de A. aegypti 

(outgrup).......................................................................................................... 31 

CAPITULO II 

 

Figura 1- Mapa   dos   locais   de   captura   de   Anopheles   darlingi,   no bairro  

 Puraquequara, Manaus, Estado do Amazonas............................................ 41 

Figura 2- Localização física da sonda da subunidade I de Nav (ADAC000755) de 

A. darlingi no fotomapa desse mosquito (Rafael et al., 2010).................. 

 
45 

Figura 3- Mapeamento físico da sonda (supercontig da subunidade I do canal de 

sódio, ADAC000755), no braço 2L (região 16 B) e braço 3R (região 31A) 

 

dos cromossomos politênicos de A. 

darlingi.................................................................................................... 46 

Figura 4- Mapeamento in silico comparativo do Supercontig, de Nav (Scaffold 

ADAC000755) de A. darlingi no braço 2R (região 12C) de A. gambiae 

(AGAP002577). Fonte: www.vectorbase.org. ................................................ 46 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/grc/help/definitions................................
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/grc/help/definitions................................
http://www.vectorbase.org/


13  

1. INTRODUÇÃO 

1.1. Malária e seus vetores 

A malária é considerada um problema de saúde mundial, segundo Organização 

Mundial de Saúde (WHO, 2015). Neste ano foram registrados 212 milhões de casos da doença 

em todo o mundo, e 90% na África Subsaariana, estimou-se que o numero de óbitos é de 429 

000 mortes sendo a principal causa de morte em crianças menores de cinco anos de idade, por 

dia em 99 países (África, Ásia e América Latina), considerados endêmicos para malária (WHO, 

2015), conforme a Figura 1. 

. 
 

Figura 1 - Distribuição geográfica da malária em áreas de risco de infecção (WHO, 2015). 

 

A malária é, também, chamada de maleita, impaludismo, paludismo e febre terçã ou 

quartã, citada pela primeira vez na Era Pré-Cristã, por Hipócrates. No estudo de lâmina, com 

sangue fresco de um paciente com sintomas da malária, na década de 1870 o médico francês 

Charles Louis Alphonse Laveran mostrou organismos (parasitos) em movimento (Neves, 

2005). 

A parasitose, malária, é causada em humanos por cinco espécies de parasitas do gênero 

Plasmodium: Plasmodium vivax, P. malariae, P. ovale, P. falciparum e P. k nowlesi (Rachou, 

1958; Consoli e Oliveira, 1994; Collins, 2012). O Plasmodium falciparum, com predomínio no 

continente africano, é a forma mais grave e causa o maior índice de mortalidade correspondendo 

a 99% do total de mortes (WHO, 2015). A forma do P. vivax é menos grave que o P. falciparum; 

porém é a mais difundida no mundo, estima-se que o P. vivax tenha sido responsável por 3100 

mortes em 2015, 86% destas ocorrendo fora da África. As outras espécies são encontradas com 

menor frequência (WHO, 2015). 
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Espécies de Plasmodium são transmitidos ao homem pela picada do mosquito fêmea do gênero 

Anopheles. Filo Arthropoda, Classe Insecta, Ordem Diptera e Família Culicidae (WHO, 2013). 

As subfamílias Anophelinae e Culicinae, ambas da família Culicidae, apresentam 

divergência evolutiva a mais de 100 milhões de anos, cuja evolução ocorreu simultaneamente, 

sendo assim filogeneticamente grupos irmãos (Neafsey et a.l, 2015). Os mosquitos dos gêneros 

Aedes e Culex estão agrupados na subfamília Culicinae enquanto os do gênero Anopheles 

pertencem à subfamília Anophelinae; e, ainda, fazem parte dessa subfamília os 

gêneros Bironella e Chagasia (Paredes-Esquivel et al., 2011; Harbach e Kitching, 2016). 

O subgênero Cellia, do gênero Anopheles possui espécies, ocorrendo em todo o mundo, 

cujos principais vetores de protozoários da malária são: Anopheles arabiensis, Anopheles 

funestus, Anopheles    gambiae e    Anopheles    moucheti na     Africa; Anopheles 

balabacensis, Anopheles baimaii, Anopheles culicifacies, Anopheles   dirus, Anopheles 

latens, Anopheles leucosphyrus, Anopheles maculatus, Anopheles minimus, Anopheles 

fluviatilis s.l., Anopheles sundaicus e Anopheles superpictus no Oriente; alguns mosquitos dos 

complexos Anopheles farauti e Anopheles punctulatus, que ocorrem na Australia; Anopheles 

sergentii e Anopheles stephensi, da índia e Oriente Medio (Neafsey et al., 2015; Paredes- 

Esquivel et al., 2011). 

O subgênero Nyssorhynchus tem larga destribuição geográfica na America Latina até o 

sul dos Estados Unidos da América. Anopheles aquasalis, Anopheles argyritarsis, Anopheles 

darlingi, Anopheles albimanus, Anopheles nuneztovari, Anopheles albitarsis, Anopheles 

aquasalis são os principais vetores ao longo da distribuição deste subgênero, no qual o 

Anopheles darlingi e Anopheles albimanus são as espécies mais proximamente relacionadas 

(Harbach e Kitching, 2016). O subgênero Kerteszia ocorre nas Americas do Sul e Central, e 

dentre de suas espécies, seis podem transmitir os plasmódios da malária, mas somente 

Anopheles bellator e Anopheles cruzii possuem real importância vetorial (Paredes-Esquivel et 

al., 2011; Harbach e Kitching, 2016). 

No Subgênero Anopheles agrupam-se alguns vetores de importância histórica como 

Anopheles sinensis, Anopheles atroparvus e Anopheles pseudopunctipennis, de importância 

epidemiológica. As espécies restantes se dividem nos subgêneros Baimaia, Christya, 

Stethomyia, Lophopodomyia e não possuem importância medica para humanos (Neafsey et al., 

2015; Paredes-Esquivel et al., 2011; Harbach e Kitching, 2016). 

O gênero Anopheles inclui aproximadamente, 484 espécies, 70 apresentam 

competência vetorial para a malária humana, 41 delas consideradas espécies com capacidade 

vetorial dominante (Sinka et al., 2012). 
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Os principais vetores dos parasitas da malária humana são o A. gambiae, 

A.arabiensis e A. funestus, na África; A. albimanus e A. pseudopunctipennis, no México e 

América Central; A. stephensi e A. culicifacies na Ásia. Na America do sul, as principais 

espécies envolvidas com a transmissão da malária pertencem aos subgêneros Nyssorhynchus: 

A. darlingi, A. aquasalis, A. nuneztovari, A. oswaldoi, A. triannulatus e complexo A. albitarsis 

(Marrelli et al., 1999; Tadei e Dutary- Tatcher, 2000; Sinka et al., 2012) e Kerstezia: A. cruzii 

e A. bellator (Ramirez e Dassen, 1994, 1996). Anopheles albimanus é o principal vetor dos 

parasitos da doença na América Central (Sinka et al., 2012), conforme a Figura 2. 

 

Figura 2. Mapa da distribuição global das espécies de anofelinos. Fonte: Sinka et al. (2012). 

 
Nas Américas, 21 países são afetados pela malária, dentre estes o Brasil, que apresenta 

o maior número de casos (50,7%), com aproximadamente um milhão de ocorrências (SIVEP- 

Malária, 2013). Na Amazônia, encontra-se cerca de 99% dos casos da doença notificados nos 

estados do Acre, Amazonas, Amapá, Maranhão, Mato Grosso, Pará, Rondônia, Roraima e 

Tocantins conforme Figura 3 (MS, 2014). 
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Figura 3- Mapa de risco por município de infecção, Brasil, 2015. Fonte: Portal da Saúde. 

 
 

1.2. Considerações sobre Anopheles darlingi 

O A. darlingi foi descrito por Root 1926 em homenagem ao Dr. Samuel Taylor Darling 

(1872-1925). A. darlingi é o principal vetor dos parasitos da doença na América do Sul, com 

distribuição geográfica, que abrange o leste dos Andes, a Colômbia, Venezuela, Bolívia, Peru, 

Paraguai, Argentina, as Guianas e o Brasil, mas é ausente no extremo nordeste brasileiro (Figura 

4) (Forattini, 2002). Esta ampla distribuição associada ao alto grau de antropofilia, endofagia e 

susceptibilidade da espécie à infecção por plasmódios, favorecem o processo de transmissão 

dessa parasitose (Deane, 1986; Tadei et al., 1998; Sinka et al., 2012). 

 
 

Figura 4- Mapa de distribuição prevista de Anopheles darlingi. Em vermelho são as áreas onde este mosquito é 

encontrado. Fonte: Sinka et al., 2012. 

 

Os estudos populacionais de A. darlingi, quanto ao seu papel de principal transmissor 

da malária humana no Brasil, demonstraram que diferenças geográficas não interferem, 

aparentemente, na sua capacidade vetorial (Rosa-Freitas et al., 1992; Consoli e Oliveira, 1994; 

Gil et al., 2003; Conn e Mirabello, 2007; Scarpassa e Conn, 2007), mesmo considerando que 

A. darlingi possa ser um complexo de 3 espécies bem estruturadas (Emerson et al., 2015). 
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Anopheles darlingi foi encontrado infectado pelos P. vivax, P. falciparum e P. malariae 

(Rachou, 1958; Consoli e Oliveira, 1994). As fêmeas desse anofelino têm acentuada preferência 

por alimentar-se com sangue humano, além de néctar e outras fontes de açucares, para o 

desenvolvimento dos embriões (Tadei et al., 1998). Os machos alimentam-se apenas de néctar 

e outras fontes de açúcares (Deane, 1986). 

 
1.3. Controle de vetores da Malária 

As estratégias para o combate à malária têm dois enfoques principais: prevenção, por 

meio do controle de mosquitos vetores e, gerenciamento de casos, utilizando diagnóstico e 

tratamento da doença (Consoli e Oliveira, 1994; Rose, 2001; WHO, 2013). 

No controle vetorial são utilizadas práticas mecânicas (eliminação de criadouros), 

biológicas (uso de predadores ou parasitas) ou químicas (aplicação de inseticidas sintéticos) 

(Consoli e Oliveira, 1994; Rose, 2001). O controle químico é o principal meio de combate aos 

vetores da malária, e consiste no uso de inseticidas químicos, classificados em: Organoclorados, 

organofosforados; carbamatos e piretróides (Hemingway e Ranson, 2000). 

O desenvolvimento de inseticidas de longo efeito residual foi um dos avanços mais 

importantes para a sua aplicação em saúde pública. O dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) foi o 

primeiro inseticida com efeito residual prolongado. É um organoclorado desenvolvido durante 

a Segunda Guerra Mundial (Rozendaal, 1997), mas que teve seu uso suspenso devido à sua 

persistência no ambiente. 

Os Piretróides são compostos químicos sintéticos, que têm origem do éster do ácido 

crisântemo (piretrinas I) e do ácido pirétrico (piretrinas II), produzido pelas plantas do 

gênero Chrysanthemum. Atualmente, esta é a principal classe de inseticidas empregada no 

controle de vetores da malária, devido à sua rápida atuação contra o sistema nervoso do inseto 

e a baixa toxicidade em mamíferos (Hemingway e Ranson, 2000). Esses inseticidas são os 

únicos compostos aprovados pelo Programa de Avaliação de Pesticidas da WHOPES (World 

Health Organization Pesticide Scheme), para controle vetorial. Os piretróides são usados 

principalmente em campanhas de borrifação intradomiciliar IRS (Indoor Residual Spraying) e, 

também, para controlar pestes agrícolas (Consoli e Oliveira, 1994; Rose, 2001). 

 
1.4. Mecanismos dos Piretróides no Canal de Sódio e Resistência knockdown 

Os piretróides e o DDT e seus análogos são neurotóxicos; atuam na transmissão axônica 

e compartilham mecanismo de ação similar, como moduladores de canais de sódio dependentes 

de voltagem (NaV) (Phillips-Howard et al., 2003). 
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Os piretróides interagem com os canais de sódio distribuídos ao longo do axônio, 

prolongando ou impedindo o seu fechamento normal após a transmissão do impulso nervoso e, 

permitem um fluxo excessivo de íons Na+ para o interior da célula nervosa. Esse mecanismo 

torna lento o processo de repolarização e o retorno da célula ao seu estado de repouso após a 

saída do sódio, o que causa a paralisia dos sistemas nervosos central e periférico (Phillips- 

Howard et al., 2003; WHOPES, 2014). 

Os canais de sódio regulados por voltagem são proteínas transmembranares 

responsáveis pela fase inicial do potencial de ação em células eletricamente excitáveis (Catterall 

et al., 2003). A subunidade I do NaV é a subunidade formadora do poro, sendo funcional por si 

só. Contudo, a cinética de abertura e fechamento do canal dependente de voltagem é modificada 

por outras subunidades (Catterall et al., 2003). Em mamíferos são conhecidas as subunidades 

β1, 2, 3 e 4 (Goldin, 2003; Yu e Catterall 2004). 

Estruturalmente, o NaV está organizado em quatro domínios homólogos (I-IV), cada 

qual contendo seis alfa-hélices transmembranares, denominadas segmentos S1 a S6, e um loop 

adicional entre os segmentos S5 e S6, o P-loop. Os segmentos S4 são positivamente carregados 

e sensíveis às mudanças na corrente elétrica, de forma que se movem através da membrana para 

iniciar a ativação do canal em resposta à despolarização da membrana. A pequena região 

extracelular, de ligação entre os segmentos III e IV, funciona como uma “porta de inativação”, 

dobrando-se para dentro da estrutura do canal e bloqueando a entrada de Na+ durante a 

repolarização da membrana (Narahashi 1992, Catterall et al., 2003, Goldin 2003; Davies et al., 

2007; Silva et al., 2014), conforme a Figura 5. 

 

Figura 5. Representação esquemática do canal de sódio com quatro domínios homólogos (I-IV), cada um composto 

por seis segmentos hidrofóbicos (S1 a S6). Fonte: Martins e Valle (2012) 

A resistência de mosquitos a inseticidas piretróides representa, potencialmente, a maior 

ameaça à implementação dos programas de prevenção da malária (Fanello et al., 2003). Esse 

tipo de resistência é chamado knockdown resistance (kdr) e resulta de mutações pontuais no 
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gene que codifica o canal de sódio, pois altera a sua afinidade aos inseticidas, observado em 

vários insetos, como em Musca domestica (Soderlund, 1997). 

A diminuição da sensibilidade do local alvo de atuação dos piretróides e, também, do 

DDT em A. gambiae foi descrita em associação a duas substituições alternativas a um único 

codon do gene do canal de sódio. A primeira resulta na substituição de um resíduo (L1014F) 

de leucina (TTA), presente no alelo selvagem, para uma fenilalanina (TTT) na posição 

aminoacídica do gene que codifica a subunidade transmembranar (S6 do domínio II), do canal 

de sódio. Esta mutação em A. gambiae está bastante dispersa na África Ocidental (Chandre et 

al., 1999; Fanello et al., 2003; Yawson et al., 2004). A segunda é uma substituição (L1014S) 

do resíduo leucina (TTA) por uma serina (TCA) na mesma posição aminoacídica, que foi 

encontrada na África Oriental (Ranson et al., 2000; Silva et al., 2014). 

Além de A. gambiae, em duas populações asiáticas de A. sinensis foram reportadas mais 

duas mutações (L1014C e L1014W), que alteram o aminoácido leucina para cisteína e 

triptofano, respectivamente. Além disso, no sítio imediatamente anterior à mutação kdr, 

clássica, ocorre a substituição N1013S, que muda o aminoácido aspargina para serina (Kim et 

al., 2007; Tan et al., 2012). Em populações de A. culicifacies da Índia, também em adição às 

substituições L1014F/L1014S, foi descrita uma nova mutação no sítio 1010, substituindo valina 

por leucina (V1010L) (Singh et al., 2010; Silva et al., 2014). 

Uma comparação da sequência do gene do canal de sódio regulado pela voltagem 

(NaV) em diferentes espécies de insetos (Davies et al., 2007), mostrou que essa sequência é 

altamente conservada. Porém, diferentes números de exons são observados entre diferentes 

espécies (Davies et al., 2007). A subunidade I ou α de NaV de A. gambiae é composta por 

6.417 nucleotídeos, apresentando uma ORF (Open Reading Frame), que codifica 2.139 

aminoácidos, de massa molecular de 240 kDa. O gene NaV de A. gambiae, localizado no loco 

“para” (paralysis) do cromossomo X, tem aproximadamente 74 kpb em comprimento, 

composto por 35 exons, incluindo dois exons duplicados. Além disso, apresenta 32 introns, que 

podem sintetizar diferentes RNAs mensageiros (RNAm), por meio de splicing alternativo 

(Davies et al., 2007). 

O combate de A. darlingi, para a diminuição dos índices de malária no Brasil, tem sido 

realizado com ampla utilização de inseticidas piretróides em campanhas de controle vetorial. 

Porém, o uso desses inseticidas pode resultar na seleção de alelos de resistência ou modular 

proteínas do canal de sódio dos axônios do sistema nervoso, causando a morte do inseto. 

Até o presente, mutações em NaV foram descritas em pelo menos em 13 diferentes 

espécies de anofelinos: A. gambiae, o mais estudado, que apresenta três variantes mutacionais 
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(L1014F, L1014S e N1575Y) em 20 dos 54 países da África, além de A. arabiensis, com duas 

variantes (L1014F e L1014S), presentes em sete países daquele continente (Davies et al., 2007). 

Considerando o A. darlingi, dois genes (NaV) putativos   [AD07884   (98%   de 

identidade) e AD00168 (45% de identidade) foram identificados no genoma desse mosquito 

(Marinotti et al., 2013). Essas duas sequências NaV disponíveis no VectorBase, permitem o 

desenvolvimento de ferramentas de diagnóstico específicos para a detecção de resistência kdr 

nesta espécie. Vale ressaltar que, após exaustiva busca em bancos de dados públicos, a literatura 

não registra nenhuma análise filogenética, ainda que preliminar, do gene NaV em insetos. 

Estudos de genes associados à estruturação do canal de sódio e às mutações 

knockdown (kdr) no gênero Anopheles, têm caracterizado resistência aos inseticidas piretróides. 

O gene NaV do genoma de A. darlingi está inserido em Scaffold, o qual é composto por contigs 

e gaps. Esses gaps não foram preenchidos no sequeciamento do genoma do A. darlingi 

(Marinotti et al.,2013), e o seu preenchimento é necessário para a análise do genoma completo 

desse mosquito. Porém, ainda faltam estudos de mapeamento físico cromossômico desses genes 

em A. darlingi, bem como em outros mosquitos. 

Neste trabalho a análise filogenética preliminar de NaV em A. darlingi foi comparada 

a outras 16 espécies de anofelinos, que auxiliará estudos sobre a evolução de NaV e na 

compreensão da organização genômica, segundo o mapa físico de A. darlingi (Rafael et al., 

2010) em comparação ao genoma de A. gambiae. 
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2. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo Geral 

Estudar a organização genômica e o perfil evolutivo da subunidade I, do canal de sódio 

(NaV) em Anopheles darlingi. 

 
3.2. Objetivos Específicos 

• Estudar a filogenia evolutiva da subunidade I (NaV). 

• Mapear fisicamente o Scaffold do canal de sódio em A. darlingi. 

• Determinar se há sintenia em termos ortólogos da subunidade I, entre os genes do 

canal de sódio nos cromossomos de A. darlingi e A. gambiae. 

 
4. METODOLOGIA 

4.1. Filogenia evolutiva do gene NaV 

Análise filogenética evolutiva do gene NaV em 17 anofelinos foi realizada por 

alinhamento das sequências do canal de sódio, depositadas no Vector Base. O Aedes aegypti foi 

selecionado como grupo externo. O alinhamento das sequências desses organismos foi por meio 

do software AliView (Larsson, 2014) e a análise Bayesiana, pelo software MrBayes ( Ronquist 

e Huelsenbeck, 2003). 

4.2. Mapeamento Físico 

Lâminas de núcleos politênicos foram preparadas, a partir de glândulas salivares de 

quarto estádio de larvas de A. darlingi. As glândulas foram dissecadas em solução de Carnoy 

e depois fixadas, passando por três fixadores para posterior tratamento e desidratação. Na 

marcação da sonda, usou-se o método de Nick Translation System, que foram utilizadas no 

método de Hibridização In situ Florescente (FISH). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 
 

Os resultados e Discussões deste estudo estão apresentados em dois capítulos: 

 
 

• Capítulo 1- LOCALIZAÇÃO FÍSICA DO SUPERCONTIG DA SUBUNIDADE I, DO 

CANAL DE SÓDIO (NaV) EM CROMOSSOMOS POLITÊNICOS DE Anopheles 

darlingi 

 
• Capítulo 2 - ANÁLISE PRELIMINAR DAS RELAÇÕES FILOGENÉTICAS DO 

SUPERCONTIG DA SUBUNIDADE I, DO CANAL DE SÓDIO (NaV) EM 17 

ANOFELINOS 
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CAPÍTULO I 

 
 

ANÁLISE PRELIMINAR DAS RELAÇÕES FILOGENÉTICAS DO SUPERCONTIG 

DA SUBUNIDADE I, DO CANAL DE SÓDIO (NaV) EM 17 ANOFELINOS 

 
 

INTRODUÇÃO 

Anopheles darlingi é o principal vetor de malária neotropical, responsável por mais de 

um milhão de casos da doença, por ano, no continente americano. Sua distribuição geográfica 

abrange o território do sul do México ao norte da Argentina e a Leste da cadeia dos Andes 

(SIVEP - Malaria, 2013), e esta ampla distribuição associada ao seu alto grau de antropofilia, 

endofagia e susceptibilidade à infecção por espécies de plasmódios, favorecendo o processo de 

transmissão dessa parasitose (Sinka et al., 2012). 

Devido a sua importância vetorial, o A. darlingi em sido submetido a diversos estudos 

que determinam as suas características biológicas. No entanto, aspectos moleculares e 

evolutivos ainda carecem de mais pesquisas. O sequeciamento do genoma de A. darlingi 

preenche algumas lacunas no conhecimento sobre seus genes e abriu várias possibilidades, 

dentre as quais é possível contemplar a história evolutiva dos anofelinos. Ele também fornece 

informações valiosas que podem levar a novas estratégias para reduzir a transmissão da malária 

no continente sul-americano (Marinotti et al., 2013). 

Análises robustas como o sequenciamento do genoma de A. darlingi (Marinotti et al., 

2013) só foi possível graças às novas tecnologias de sequenciamento, denominadas tecnologias 

de sequenciamento de nova geração (Next generation DNA sequencing = NGS), que tiveram 

início em 2005, e estão evoluindo rapidamente. Essas tecnologias promovem o sequenciamento 

de DNA em plataformas capazes de gerar informação sobre milhões de pares de bases em uma 

única corrida (Nei e Kumar, 2000; Matioli e Fernandes, 2012). O grande desafio associado à 

NGS é o processo de reconstrução da sequência de DNA original, a partir dos reads (fragmentos 

de DNA resultantes do sequenciamento), considerados curtos em comparação aos fragmentos 

produzidos pela tecnologia Sanger. Durante a montagem de genomas, os reads sobrepostos são 

organizados em contigs, que representam uma região de consenso de DNA original. Para a 

união de vários contigs dá-se o nome de supercontig, e quando o supercontig apresenta gaps 

de sequenciamento recebe o nome de scaffod (Matioli, 2001; Shendure, 2008) (Figura 1). 
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Figura 1- Esquema referente à montagem de sequências de genomas. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/grc/help/definitions, Acesso: 11/03/2017 

Mediante os crescentes avanços no sequenciamento de genes, alinhamento de 

sequências e desenvolvimento de programas computacionais para interpretação de dados, nos 

ramos da biologia, tal como a filogenética molecular, estarem incorporado aos seus estudos as 

abordagens mais refinadas que contribuem para as respostas referentes à evolução de espécies 

bem como análise de perfis evolutivos de um único gene dentro de um grupo (Nei e Kumar, 

2000; Matioli, 2001; Suárez-Díaz e Anaya-Muñoz, 2008). 

Em análises comparativas, para a reconstrução filogenética baseada em dados 

moleculares, faz-se necessário que as sequências gênicas possuam algumas propriedades, como 

a homologia, ou seja, apresentem uma ancestralidade em comum (Suárez-Díaz e Anaya- 

Muñoz, 2008; Schneider 2007). Apesar de existir três tipos de homologia (ortologia, paralogia 

e xenologia), apenas as sequências ortólogas, que apresentam um único e mesmo ancestral 

comum, fornecem informações filogenéticas na história de um gene (Ahlquist,1999; Schneider 

2007). 

As análises filogenéticas de sequências gênicas usam a posição e a variação dos estados 

dos caracteres de cada nucleotídeo, para estabelecer as relações evolutivas entre genes (Nei e 

Kumar, 2000; Schneider 2007). Metodologias filogenéticas são essencialmente estatísticas e 

podem ser classificadas em dois tipo: o quantitativo, onde primeiro calcula-se a distância, para, 

a seguir, reconstruir a árvore filogenética, utilizando um algoritmo específico; e os qualitativos 

ou cladísticos, que incluem métodos muito utilizados como os de parcimônia, verossimilhança 

e inferência Bayesiana. 

Em métodos cladísticos, as árvores são calculadas levando-se em consideração os 

possíveis caminhos da evolução (Schneider 2007). Citam-se a inferência Bayesiana, que é 

oriunda da aplicação do teorema de Bayes e as técnicas de inferência estatística derivadas dele. 

Na inferência Bayesiana, antes da  análise dos dados, parâmetros tais como substituição 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/grc/help/definitions
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nucleotídica, taxas mutacionais, dentre outros são atribuídos em uma distribuição a priori que, 

então, são combinados aos dados, para gerar a distribuição a posteriori, a qual serve de base 

para as inferências sobre o perfil evolutivo do gene considerado (Schneider 2007; Matioli, 

2012). 

A literatura registra poucos estudos em filogenia molecular de mosquitos de Anopheles, 

como o de Neafsey et al., (2015), que geraram uma árvore filogenética molecular de 16 

mosquitos de Anopheles e outros dípteros, como outgroups, por meio do método de Máxima 

Verossimilhança. Além deste estudo, Harbach e Kitching (2016), utilizando métodos 

cladísticos, revisaram as relações filogenéticas entre espécies de anofelinos. 

Embora existam estudos de árvores filogenéticas de Anopheles, não há registros sobre 

o comportamento evolutivo de um único gene ou contigs com gaps (Scaffolds) nesses 

mosquitos. Neste sentido, o presente estudo que inclui A. darlingi, utilizando o gene da 

subunidade I, do canal de sódio (NaV), scaffold do genoma desse mosquito, que pode contribuir 

sobremaneira ao entendimento de aspectos biológicos e moleculares tais como adaptação, 

resistência a inseticidas e capacidade vetorial. (Collucci e Sallum, 2003; Yeates et al., 2007). 

 
OBJETIVO 

Estabelecer as relações filogenéticas evolutivas do supercontig (scaffod) do gene da 

subunidade I do canal de sódio (NaV) de A. darlingi para inferir sobre o perfil evolutivo desse 

gene em relação ao A. gambiae e outros anofelinos. 

 
METODOLOGIA 

Obtenção da sequência do gene do canal de sódio 

A sequência do gene da subunidade I, do canal de sódio de Anopheles darlingi foi 

obtida, por meio do número de acesso ADAC000755, no www.VectorBase. A partir dessa 

sequência foram registrados 37 ortólogos para o supercontig (scaffold), gene NaV. Estas 37 

sequências foram analisadas obedecendo alguns critérios: no primeiro, foram excluídas 

sequências que não pertenciam aos mosquitos da família Culicidae; no segundo, foi registrado 

o número de cópias do gene, o query e o target de 16 anofelinos, excluindo sequências que 

tinham valores inferiores a 60% em relação ao A. darlingi. Para essa análise, A. aegypti foi 

escolhido como outgroup (Tabela 1). 
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Tabela 1. Sequências ortólogas ao supercontig Canal de sódio para A. darlingi (ADAC000755) em 

comparação às 16 espécies de anofelinos e A. aegypti (outgroup), segundo o GeneOntology (GO). 

 
Espécie Mosquito 

Número de 

acesso 

Target 

id% 

Query 

id% 

Ontology 

Processo 

Biológico: 

Função 

Molecular: 

Componente 

Celular: 

Anopheles albimanus AALB00B211 91,53% 97,65%    

Anopheles arabiensis AARA004282 72,73% 64,58%    

Anopheles christyi ACHR003796 93,99% 96,69%    

Anopheles coluzzii ACOM036769 99,59% 81,25%    

Anopheles culicifacies ACUA006175 87,83% 96,51%    

Anopheles dirus ADIR010287 70,10% 61,02% 0006811 0005216 0005891 

Anopheles epiroticus AEPI000312 96,80% 98,51% 0055085 0005245 0016020 

Anopheles farauti AFAF003910 65,91% 75,60% 0070588 00055  

Anopheles funestus AFUN003713 67,54% 66,57%    

Anopheles gambiae AGAP002577 79.02% 82,50%    

Anopheles melas AMEC011109 98,03% 92,89%    

Anopheles merus AMEM015017 97,505 63,43%    

Anopheles minimus AMIN004000 70,89% 64,40%    

Anopheles quadriannulatus AQUA006922 72,82% 63,43%    

Anopheles sinensis ASIS008573 95,58% 97,59%    

Anopheles stephensi ASTE000312 70,45% 64,34%    

Aedes aegypti 

Anopheles darlingi 

AAEL018317 

ADAC000755 

75,19% 

- 

76,52% 

- 

   

Fonte: www.vectorbase.org, acesso: 06/02/17 

 

Análise filogenética 

O programa   AliView   (Larsson,   2014),   que   usa   o   software   MUSCLE 

(Multiple Sequence Comparison by Log- Expectation), segundo Edgar (2004), foi utilizado 

para realizar o alinhamento das sequências obtidas. 

Ao realizar o input dos dados no Mrbayes é preciso saber, antes, o modelo de 

substituição nucleotídica e, para isso, utilizaram-se os programas ModelTest (Posada e 

Crandall, 1998) PAUP (Maddison et al., 1997), conjuntamente. Estes programas selecionam o 

modelo de substituição de nucleotídeos de melhor ajuste para um conjunto de sequências 

alinhadas. O padrão encontrado para as sequências de Nav foi o General Time Reversible 

(GTR), que leva em conta as diferentes frequências de substituição, de uma base para a outra. 

Esse resultado foi inserido no script do programa MrBayes (Ronquist e Huelsenbeck, 2003), e 

a corrida foi realizada com 10.000 repetições. A árvore filogenética do gene NaV foi gerada e 

visualizada no programa FigTree (Rambaut, 2014), para 17 espécies anofelinos, com o A. 

aegypti (outgroup). 

 
RESULTADOS 

A árvore filogenética evolutiva do gene NaV foi gerada no Mrbayes em 3 horas 52 

minutos, visualizada no programa FigTree, e enraizada, a partir da sequência da sequência do 

supercontig AAEL018317, de A. aegypti (outgrup), (Figura 2). 

http://www.vectorbase.org/


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 2. Topologia da árvore filogenética evolutiva do gene NaV , gerada pelo programa FigTree (Rambaut, 2014) em comparação com 16 

espécies de anofelinos e o supercontig AAEL018317, de A. aegypti (outgrup). 
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As sequências do gene NaV dos 17 anofelinos se apresentaram em dois grandes clados. 

O mais basal é formado pelos genes NaV de A. farauti, aparecendo como grupo irmão de A. 

epiroticus; este último está evolutivamente mais relacionado com A. arabiensis e A. 

quadriannulatus. 

O clado mais derivado apresenta dois subclados bem definidos: um composto por A. 

darlingi e A. albimanus, e o outro, que agrupa a maioria das sequências analisadas, de alguns 

anofelinos do complexo A. gambiae (A. merus, A. melas, A. coluzzii e A. gambiae), que 

juntamente com A. christyi formam um grupo irmão com os demais anofelinos: A. minimus, A. 

culicifacies, A. funestus, A. stephensi, A. dirus e A. sinensis. 

 
DISCUSSÃO 

A árvore filogenética evolutiva do gene NaV gerada, a partir das sequências dos 

supercontigs, da subunidade I do gene canal de sódio de A. darlingi mostrou topologia, com 

algumas coincidências em relação aos achados sobre as árvores filogenéticas de algumas 

espécies de anofelinos (Neafsey et al., 2015; Harbach e Kitching, 2016). Nas árvores 

filogenéticas apresentadas por esses autores, assim como na árvore evolutiva do gene NaV, A. 

darlingi e o A. albimanus apareceram como grupos irmãos. Foi registrado coincidência, ainda, 

no agrupamento de sequências do gene NaV de algumas espécies do complexo A. gambiae (A. 

merus, A. melas, A. coluzzii e A. gambiae). A sequência do gene NaV de A. christyi foi agrupada 

com as sequências do complexo A. gambiae (A. merus, A. melas, A. coluzzii e A. gambiae), cujo 

agrupamento ocorreu, também, nas topologias de árvores filogenéticas para as espécies 

(Neafsey et al., 2015; Harbach e Kitching, 2016). 

Apesar de A. arabiensis e A. quadriannulatus, também do complexo A. gambiae, 

participarem do clado mais basal, em contraste com a posição deles nas árvores filogenéticas 

para essas espécies, as sequências do supercontig NaV, desses dois anofelinos são mais 

próximas evolutivamente entre si, como ocorre nas topologias filogenéticas para as espécies 

de anofelinos considerados grupos irmãos (A. arabiensis e A. quadriannulatus) (Paredes- 

Esquivel et al., 2011; Harbach e Kitching, 2016). 

Ainda, no clado mais basal, notamos que as sequências de A. farauti, A. epiroticus, A. 

arabiensis e A. quadriannulatus seguem uma lógica evolutiva, onde o A. farauti apresenta a 

sequência de NaV mais derivada, seguida por A. epiroticus, que está relacionado com as 

espécies do complexo A. gambiae (A. arabiensis e A. quadriannulatus). Observamos esse 

mesmo padrão nas topologias de árvores filogenéticas, para algumas espécies de anofelinos 

(Paredes-Esquivel et al., 2011; Neafsey et al., 2015; Harbach e Kitching, 2016). 
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A árvore evolutiva de NaV gerada neste trabalho também representa bem as árvores de 

espécies encontradas na literatura para anofelinos da Ásia e Oceania (Paredes-Esquivel et al., 

2011). A sequência de NaV, de A. sinensis está proximamente relacionada em termos evolutivos 

à sequência de NaV, de A. dirus, que está associada às sequências de A. stephensi, A. funestus, 

A. culicifacies e A. minimus. De acordo com Neafsey et al. 2015; Harbach e Kitching (2016), 

estes anofelinos foram agrupados evolutivamente em um único clado, como grupos irmãos, nas 

árvores filogenéticas de espécies. 

Os valores   (100   a   63%)   em cada   ramo   são   referentes   ao   teste   estatístico 

de reamostragem de bootstrap (Bradley Efron, 1979), que infere a confiabilidade dos ramos 

baseados nas gerações dessa corrida. A árvore filogenética evolutiva de NaV foi gerada com 

alta confiabilidade, e admitiu-se que valores de bootstrap abaixo de 70% são baixos para 

considerar o ramo verdadeiro e, acima de 90% o ramo é considerado com alto grau de suporte. 

A confiabilidade geral da árvore é de 99%, de acordo com os dados gerados no arquivo de 

informações do programa MrBayes. 

Os ramos A. merus + A. melas e A. coluzzii + A. gambiae possuem um valor de 

bootstrap abaixo de 70%. Sugere-se, que isto ocorre devido às sequências apresentarem alto 

grau de similaridade entre si e não há como afirmar que a topologia que representa o gene NaV, 

para estas 4 espécies seja exatamente esta. No entanto, para dirimir essas dúvidas acerca da 

topologia da árvore de NaV, as sequências de NaV alinhadas foram submetidas, também, à 

análise de Máxima Verossimilhança. A topologia gerada foi exatamente a mesma (dados não 

mostrados), o que corrobora os achados deste trabalho, para a árvore do gene NaV. 

Na análise Bayesiana, o comprimento dos ramos é influenciado pela distância genética 

entre as sequências de nucleotídeos (Schneider, 2007; Matioli, 2012). No presente estudo, a 

taxa de substituição nucleotídica foi de 0,02, e observamos que há um acúmulo de passos 

mutacionais entre os dois clados principais. A distância entre estes dois clados da árvore 

filogenética evolutiva do gene NaV, associado ao fato de que algumas sequências de NaV não 

foram agrupadas evolutivamente entre as espécies mais relacionadas, sugerem que as 

sequências do gene NaV estão evoluindo em dois sentidos diferentes, e que o clado mais basal 

mantém sequências mais conservadas em relação à sequência ancestral. 

É importante ressaltar, que a evolução do gene canal de sódio ocorre em uma dinâmica 

diferente da evolução das espécies. Isto pode justificar as diferenças encontradas entre os clados 

da árvore filogenética evolutiva do gene NaV em 17 espécies de anofelinos deste estudo. Apesar 

da árvore de um único gene (NaV), não poder representar a história evolutiva de espécies de 
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um gênero, sequências de genoma evoluem de maneira conservada, e isso faz com que as 

espécies se apresentem proximamente relacionadas, mediante análises de árvores de genes e 

suas coincidências na história evolutiva de espécies (Foley et al., 1998; Collucci e Sallum, 

2003; Matioli, 2012; Bridi e Rafael, 2016). Fatores biológicos como habitat e nicho ecológico, 

também, podem influenciar na diferenciação de um gene ao longo de sua história evolutiva, 

justificando algumas disparidades quando estudados isoladamente (Matioli, 2012; Bridi e 

Rafael, 2016). No entanto, podem ocorrer substituições alternativas mutacionais em um único 

codon do gene do canal de sódio, como tem sido relatado em NaV, para 13 espécies de 

anofelinos, dentre eles o A. gambiae, o mais estudado. Neste último foram registradas três 

variantes mutacionais (L1014F, L1014S e N1575Y) em 20 dos 54 países da África, em A. A. 

sinensis, com duas variantes (L1014F e L1014S), segundo Davies et al. (2007) e uma 

substituição (N1013S), conforme Kim et al. (2007) e Tan et al. (2012). Em A. culicifacies, da 

Índia foram registradas duas substituições (L1014F/L1014S), como uma nova mutação no sítio 

1010 (Singh et al., 2010; Silva et al., 2014). O presente estudo, que não objetivou a análise de 

diferenção por meio de seleção purificadora, limita-nos a fazer inferências acerca de variantes 

mutacionais que porventura estejam levando à diferenciação e evolução dos supercontigs de 

NaV das 17 espécies de anofelinos. 

Apesar das sequências ortólogas terem sido escolhidas com critérios rigorosos em 

relação ao query e target, para evitar viés nos dados, aventa-se a possibilidade de que a distância 

entre os clados e os agrupamento das sequências de NaV possam ter sido influenciados por 

erros de depósito de sequências desse gene no banco de dados (Vectorbase), já que em relação 

ao complexo gambiae (A. merus, A. melas, A. coluzzii e A. gambiae, A. arabiensis e A. 

quadriannulatus) não há grandes diferenças de pressão de seleção óbvias, já que vivem em 

habitat comum (Collucci et al., 2002). 

Sugere-se, ainda, que pressões seletivas diferentes atuantes podem favorecer o gene NaV 

a apresentar gaps e diferenças de tamanho de fragmentos das sequências que influenciam 

diretamente na distância de A. darlingi em relação às demais espécies analisadas. Outros 

estudos evolutivos de árvores de genes de Anopheles têm contribuído para entender processos 

de diferenciação, que atuam de forma independente em cada gene. Alguns trabalhos apresentam 

topologias semelhantes quando comparados às árvores de espécies, exemplifica-se o gene da 

viletogenina (Azevedo et al., dados não publicados). A maioria das árvores geradas, a partir de 

genes, apresenta disparidades (Bridi e Rafael, 2016; Ohse e outros, dados não publicados); no 

domínio GNBP (Bridi e Rafael, 2016), algumas espécies do complexo A. gambaie não se 
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agrupam no mesmo clado, mas A. arabiensis e A. quadriannulatus aparecem como grupo irmão 

corroborando com o presente estudo. Ainda, fazem-se necessárias mais pesquisas, para 

compreender aspectos acerca de variantes mutacionais no supercontigs de NaV das 17 espécies 

de anofelinos entre os continentes, ou mesmo, de adaptação às pressões ambientais, que 

levaram ao sucesso evolutivo desses mosquitos 

 
CONCLUSÃO 

Os dados preliminares do perfil evolutivo do gene do canal de sódio de Anopheles deste 

estudo carecem de análise mais robusta. Apesar da ocorrência de algumas coincidências 

evolutivas do gene canal de sódio em relação às árvores de espécies do grupo, esse gene evolui 

em uma dinâmica diferente e, por isso, não pode representar de forma fidedigna a filogenia 

evolutiva das 17 espécies de anofelinos entre os continentes aqui estudadas. 

Os processos de diferenciação do gene NaV ainda são desconhecidos, mas pode-se 

pressupor que a sua evolução está ocorrendo em dois caminhos, e isso pode ajudar a inferir 

sobre a capacidade de resistências a inseticidas e processos evolutivos dentro de Anopheles. 
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CAPÍTULO II 

 
 

LOCALIZAÇÃO FÍSICA DO SUPERCONTIG DA SUBUNIDADE I, DO CANAL DE 

SÓDIO (NaV) EM CROMOSSOMOS POLITENICOS DE Anopheles darlingi 

 
 

INTRODUÇÃO 

Estudos citogenéticos em cromossomos são importantes para a compreensão da 

citotaxonomia, organização genômica e evolução de mosquitos (Rafael et al., 2008) . As 

abordagens citogenéticas clássicas em mosquitos se intensificaram a partir do primeiro registro 

de espécies crípticas no complexo Anopheles maculipennis, da Europa (revisão, Collins et al., 

2000). Mosquitos do subgênero Nyssorhynchus apresentam variação cromossômica na 

morfologia do cromossomo X (acrocêntrico e submetacêntrico), enquanto que o Y é puntiforme 

(Rafael e Tadei, 1998; Rafael et al. 2005). O Anopheles darlingi, apresenta cariótipo com 2n=6 

cromossomos, contendo o par I (cromossomos menores), o par II (cromossomos maiores) e o 

par III (cromossomos intermediários) sendo dois pares de cromossomos autossômicos (II e III) 

e um par de cromossomos sexuais heteromórficos, onde XX caracteriza as fêmeas e XY os 

machos (Rafael e Tadei, 1998). O cromossomo X, mitótico é submetacêntrico em Anopheles 

aquasalis (Kitzmiller e Chow, 1971) e Anopheles nuneztovari (Rafael e Tadei, 1998; 2000), 

enquanto que é acrocêntrico em A. darlingi (Rafael e Tadei 1998), Anopheles argyritarsis, 

Anopheles cruzii (Ramírez, 1989) e Anopheles albitarsis (Rafael e Tadei, 2000). 

Nas últimas décadas, devido à necessidade de conhecer a variabilidade cromossômica e 

evolução de espécies de mosquitos de importância epidemiológica, a Citogenética Molecular, 

por meio do método de Hibridização in situ (ISH), teve início em 1970, com estudos de 

cromossomos politênicos, por meio de sondas de sequências de RNAr e DNAr complementares 

e específicas (Jones e Robertson, 1970; Pardue et al., 1970). O método de FISH (Fluorescent 

in situ Hybridization), que utiliza sondas marcadas com flourocromos que se anelam a 

determinado DNA/RNA alvos, surgiu posteriormente. 

O método de FISH é uma ferramenta muito útil, para identificar genes específicos ou 

sequências de regiões cromossômicas (Guerra, 2004), desenvolver mapas físicos 

cromossômicos e genéticos (Munstermann e Conn, 1997), estudar a evolução cromossômica e 

sintenia gênica, esta última caracterizada pela conservação da ordem e conteúdo gênico 

(Sharakhov et al.,2002) em cromossomos de mosquitos. O método de FISH em cromossomos 

politênicos e mitóticos de populações de A. darlingi e A. nuneztovari, de Manaus e Novo Airão 

(AM) e Macapá (AP) foi padronizado por Rafael et al. (2003). 
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Os cromossomos politênicos são formados pelo emparelhamento de cromátides 

homólogas, que sofrem sucessivas replicações do DNA. Citam-se os núcleos politênicos 

salivares e de células nutridoras de ovários de mosquitos anofelinos, cujos cromossomos são 

alvos de diversos estudos, por causa da presença de inversões cromossômicas de importância 

no processo de especiação desses mosquitos (Krzywinski e Besansky, 2003). Espécies 

morfologicamente semelhantes podem ser separadas pela análise do padrão de bandas das 

inversões fixadas nos cromossomos politênicos (White, 1973; 1980). Citam-se a 

heterogeneidade genética de espécies do complexo Anopheles gambiae, contribuindo para a 

determinação de 8 espécies crípticas: A. gambiae s. s., Anopheles arabiensis, Anopheles melas, 

Anopheles merus, Anopheles bwambae, Anopheles coluzzii, Anopheles amharicus e Anopheles 

quadriannulatus (Della Torre et al., 2002; Coetzee et al., 2013). 

Análises de variabilidade cromossômica em A. darlingi da Amazônia mostraram a 

ocorrência de polimorfismo de inversões em núcleos politênicos salivares, com altas 

frequências de inversões heterozigotas (Guedes et al., 1957; Kreutzer et al., 1972; Tadei et al. 

1982, 1985, Rafael et al., 2010). Tadei et al. (1982, 1985), descreveram três inversões: uma no 

cromossomo X (Xb), uma no cromossomo 2 (2Rd), e Rafael et al. (2010) descreveram mais 

uma inversão no cromossomo 3 (3Lc); além disso, foram descritas novas subseções 

cromossômicas. Outras inversões paracêntricas no cromossomo 3, sendo duas no braço direito 

e duas no braço esquerdo foram descritas (Cornel et al., 2016) corroborando dados de que, 

populações de A. darlingi da Amazônia são altamente polimórficas quando comparadas às 

populações do sul do país. Nestas últimas foram descritas nove inversões independentes e um 

arranjo complexo (Guedes et al., 1957; Kreutzer et al., 1972). 

O fotomapa é uma ferramenta útil para mapear fisicamente sequências gênicas de 

maneira mais precisa (Rafael et al., 2010), do que o mapa de referência de Kreutzer et al., 

(1972), que descreveram os núcleos politênicos de A. darlingi da Amazônia central, que 

apresentam alto grau de polimorfismo de inversões. O Fotomapa dos cromossomos politênicos 

de A. darlingi foi construído, a partir de amostras de A. darlingi de área periférica da bacia 

amazônica brasileira, porque possuem menos polimorfismo de inversões cromossômicas 

(Rafael et al., 2010). 

Análises citogenéticas envolvendo o mapeamento físico cromossômico em mosquitos, 

vetores da malária na América do Sul, ainda são escassas (Rafael et al., 2008). Citam-se o 

mapeamento físico de genes para o DNA repetitivo (DNAr) em cromossomos e mitóticos 

politênicos de A. darlingi e A. nuneztovari (Rafael et al., 2003), HSP70 (Rafael et al., 2004), 
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Anopheles albitarsis (Rafael et al., 2008) e genes de sequências únicas actina (Bridi et al., 

2013), miosina e arrestina em A. darlingi (Grangeiro, 2013). 

Neste trabalho foi mapeado fisicamente o Supercontig (Scaffold), do canal de sódio 

(NaV) de A. darlingi, em núcleos politênicos de A. darlingio Supercontig (Scaffold), do canal 

de sódio NaV em núcleos politênicos de A. darlingi, para auxiliar na construção do mapa físico 

cromossômico em andamento desse mosquito no LCGEM-INPA, e comparar regiões de 

sintenia de NaV no genoma de A. gambiae. 

 
OBJETIVO 

Mapear fisicamente o Scaffold, da subunidade I do canal de sódio de A. darlingi e 

determinar se há sintenia desse gene em termos ortólogos nos cromossomos de A. darlingi e A. 

gambiae. 

 
METODOLOGIA 

Captura de Material 

As capturas de A. darlingi foram realizadas no bairro Puraquequara (S 03º 03’ 06.95’’ 

e W 59º 52’ 31.38’’), Zona Leste, Município de Manaus, Estado do Amazonas (Figura 1). 

Figura 1 - Mapa dos locais de captura de Anopheles darlingi, no bairro Puraquequara, Manaus, Estado do 

Amazonas. 

 

Desenvolvimento de Anopheles darlingi 

Após a captura dos exemplares em campo, as fêmeas adultas de A. darlingi foram 

transportadas ao Insetário do Laboratório de Vetores de Malária e Dengue da CSAS / INPA e 

identificadas, segundo as chaves taxonômicas de Forattini (1962), Gorham et al. (1967), Faran 

e Linthicum (1981) e Consoli e Oliveira (1994). As fêmeas foram alimentadas com sangue de 
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pato doméstico (Cairina moschata). A oviposição foi realizada dentro de copos plásticos, 

contendo papel de filtro umedecido, e cada desova foi transferida para copos contendo água e 

papel filtro nas bordas. Após a eclosão dos ovos, as larvas foram alimentadas com ração 

comercial para peixe ornamental. 

 
Preparações de lâminas com cromossomos politênicos de Anopheles darlingi 

As preparações dos cromossomos politênicos de A. darlingi foram realizadas, segundo 

French et al. (1962) com modificações para A. darlingi (Rafael et al., 2004). As glândulas 

salivares foram extraídas do protórax de larvas de 4° estádio, utilizadas para as preparações 

cromossômicas. Sobre as glândulas foram adicionados 3 fixadores: I (1,5 mL Carnoy: 5 mL 

água destilada), II (2 mL Carnoy: 2 mL água destilada) e III (2 mL ácido lático 90%: 2 mL água 

destilada: 1 ml de ácido acético). Foi adicionada lamínula siliconada sobre as glândulas 

salivares, e estas foram esmagadas entre lâmina e lamínula. Em seguida, a lamínula foi 

removida em nitrogênio líquido e a lâmina foi desidratada em Etanol a 50%, 75% e 100%, por 

3 minutos, cada. Após a secagem da lâmina, esta foi mantida em freezer a 20ºC negativos. 

 
Hibridização in situ Fluorescente- FISH 

Preparo da sonda 

A sequência do Scaffold (subunidade I) do canal de sódio de A. darlingi, clone de 

Fosmideo, inserido no vetor de clonagem pCMV SPORT6 (INVITROGEN) foi obtida do 

genoma desse mosquito (Marinotti et al., 2013), e utilizada como sonda. A sequência está 

depositada no site: www.vectorbase.org, com o numero de acesso ADAC000755. 

 
Crescimento das colônias de Escherichia coli e extração do cDNA plasmidial 

Bactérias E. coli, contendo clones (10 µg) em meio Circle Grow (CG) foram inoculadas 

em 1,5 ml de CG, com Cloranfenicol (50mg/mL para 100 mL de meio CG) em placas de 96 

poços. A placa foi mantida a 37°C com agitação a 170 rpm, por 22 horas. A extração do DNA 

phosmidial foi realizada com o kit “Concert Rapid Plasmid Miniprep System”, de acordo com 

as instruções do fabricante. Foi realizada a corrida do DNA phosmidial em gel de agarose a 1%, 

para verificar a sua integridade, e a quantificação desse DNA foi verificada em equipamento 

NanoDropTM. 

http://www.vectorbase.org/
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Marcação do DNA por Nick Translation System 

Em tubos de 1,5 mL foram adicionados 10x reaction buffer da DNA polymerase I 

(Fermentas), dNTPs mix, BSA 0.5 mg/mL, DNA (500 ng a 1 µg), Cye3r, DNAse I (0.02U), 

DNA polimerase e completado o volume total para 25 uL. A sonda foi incubada a 15 oC, por 

2h30 min. 

 
Purificação da sonda marcada 

Foram acrescentados DNA de Salmon (1/10) do vol total e NaAc (3M) na sonda, que 

esteve protegida de luminosidade. Em seguida, a sonda foi purificada com Etanol (100% PA) 

a 1/10 do volume total da reação, e misturada a reação invertendo os tubos. A sonda foi mantida 

a 80 ºC negativos por 2 horas ou overnight. 

O material foi centrifugado a 4o C, 14,000 rpm, 10 min. O sobrenadante foi descartado 

e o pellet (sonda) seco à vácuo, 5 a 10 min. A sonda foi diluída em 2x solução de Hibridização 

(0.2 g Sulfato Dextran + Formamida ultra pura+ H20 + 20 x SSC) previamente aquecida a 

37oC. O material foi misturado e centrifugado rapidamente. 

 
Pré-tratamento das lâminas 

O pré-tratamento das lâminas consistiu na desnaturação dos cromossomos politênicos 

de A. darlingi. As lâminas foram fixadas em Etanol e Ácido Acético (3:1), por 10 minutos, e 

secas ao ar, depois desidratadas em Etanol 100% por 10 minutos. Após serem secas ao ar, as 

lâminas foram mergulhadas em cubeta, contendo PBS 1x (Tampão Fosfato salino), por 20 

minutos. Cada lâmina foi colocada em cubeta, contendo paraformaldeido 4%, por 1 minuto. As 

lâminas foram desidratadas em etanol a 50%, 70%, 90% e 100% duas vezes, por 5 minutos cada 

e, secas ao ar. 

 
Desnaturação da sonda e hibridização in situ 

Foram misturados 10 μL da sonda marcada com Cye3r e 20 μL de Sulfato Dextran 20% 

(em formamida) pré-aquecidos a 42°C. O tubo contendo a sonda será centrifugado brevemente. 

As lâminas foram aquecidas a 90 °C, por 5 segundos e, imediatamente foi adicionado 

30 μL da sonda sobre a lâmina que foi coberta com lamínula 22x22 mm. O DNA alvo e a sonda 

foram desnaturados a 90 °C, durante 10 minutos. As lâminas foram transferidas para a câmera 

úmida pré-aquecida com SSC 2x e incubadas a 37 °C, durante 18 horas. 
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Lavagem das lâminas 

As lâminas foram lavadas, removendo-se as lamínulas em SSC 0,2X, em T.A. 

(Temperatura Ambiente). Em seguida, as lâminas serão lavadas em SSC 0,2X a 42 °C, por 20 

minutos por duas vezes, e a última lavagem será em PBS 1% a T.A, por 10 minutos. 

 
Detecção dos sinais 

Foram adicionados 100 µL de YOYO 10X (Invitrogen – 895247, USA) previamente 

diluído em PBS 1X sobre cada lâmina, que foram cobertas com parafilme, em T.A. por 10 

minutos. Em seguida, o parafilme foi removido com jatos de PBS 1x. Imediatamente foram 

adicionados 10 µL de Prolong Gold antifade (Life – P36934, USA) e uma lamínula de 

22x22mm. As lâminas permaneceram a T.A, durante 10 minutos. Posteriormente, mantidas a 

4°C e protegidas da luz. 

 
Microfotografias 

A detecção e microfotografias de sinais de hibridizações nos cromossomos politênicos 

foram feitas com auxílio de máquina fotográfica digital (Axio Cam MRc, Carl Zeiss) e 

analisados em microscópio de luz Axioplan Zeiss, campo claro, com objetiva de 40x e 100x, e 

ocular projectiva 10x/25. 

 
Análise dos Dados 

Mapeamento físico cromossômico 

A localização in situ do gene NaV nos cromossomos politênicos de A. darlingi foi 

realizada, por meio do Fotomapa desse mosquito (Rafael et al., 2010). 

 
Mapeamento in silico cromossômico 

 

Realizou-se a busca da sequência ortóloga do gene NaV de A. darlingi (Scaffold 

ADAC000755) em relação ao A. gambiae (AGAP002577), no banco de dados: 

www.vectorbase.org e, em seguida, realizda a análise in silico da homologia entre ambos 

supercontigs, por meio do Blastx. A análise ontológica foi realizada pelo Gene Ontology (GO), 

por meio do software Blast2go (Conesa et al., 2005), que mostra os números de acesso ao 

alinhamento. 

http://www.vectorbase.org/
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RESULTADOS 

De um total de 57 preparações citológicas, apenas 15 lâminas foram submetidas ao 

método de FISH, com a sonda da subunidade I do canal de sódio, devido a perda expressiva de 

material cromossômico, durante a retirada das lamínulas das lâminas em nitrogênio líquido. 

Destas, apenas 7 preparações citológicas mostraram sinal de hibridização em núcleos 

politênicos salivares de A. darlingi. As localizações dos sinais de hibridizações foram realizadas 

por meio do fotomapa de A. darlingi (Rafael et al.,2010), como mostra a Figura 2. 

O supercontig do gene NaV de A. darlingi foi mapeado em dois sítios dos cromossomos 

politênicos desse mosquito. O primeiro, no braço 2L (região 16 B), adjacente à região de 

despareamento de banda (16C) e, o outro ocorreu no braço 3R (região 31 A), conforme a Figura 

3. 

 

 

 

 

 

Figura 2. Localização física da sonda, (subunidade I de Nav (ADAC000755) de A. darlingi no fotomapa desse 

mosquito (Rafael et al., 2010). 
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Figura 3- Mapeamento físico da sonda supercontig da subunidade I do canal de sódio, (ADAC000755) no 

braço 2L (região 16 B) e braço 3R (região 31A) dos cromossomos politênicos de A. darlingi. 
 

A análise de mapeamento in silico da homologia do supercontig, do canal de sódio 

(Scaffold ADAC000755 ) de A. darlingi mostrou alto grau de identidade com o gene NaV de 

A. gambiae (AGAP002577), mapeando no braço 2R (região 12C) desse mosquito. 
 

Figura 4. Mapeamento in silico comparativo do Supercontig, de Nav (Scaffold ADAC000755) de A. darlingi no 

braço 2R (região 12C) de A. gambiae (AGAP002577). Fonte: www.vectorbase.org, acesso: 09/02/17. 

http://www.vectorbase.org/
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DISCUSSÃO 

O Supercontig, gene NaV foi utilizado para este estudo devido a sua importância para a 

compreensão de populações de anofelinos, que conferem resistências a inseticidas 

neurotóxicos, como o DDT e piretróides. Uma população que possui resistência a inseticidas, 

caracteriza-sepor apresentar uma frequência crescente de indivíduos capazes de suportar doses 

de substâncias tóxicas, que seriam letais para a maioria dos representantes da população normal 

(Subramanyam e Hagstrum, 1996) sendo, portanto, um aspecto importante na composição 

genética dessa população, em resposta à pressão de seleção (Crow, 1957). 

Em populações de mosquitos de maneira geral, podemos observar que, em 

cromossomos politênicos, a principal resposta a pressões ambientais é o surgimento de 

inversões cromossômicas, o que tem sido amplamente estudado em anofelinos (Tadei et al., 

2016; Cornel et al., 2016). Teoricamente, a ocorrência de recombinações dentro de uma alça de 

inversão deveria diminuir a frequência de gametas normais e funcionais (Garcia, 2006). No 

entanto, a alta frequência deste tipo de polimorfismo nas espécies sugere que estes 

polimorfismos se mantêm de forma balanceada nas populações (Ananina et al., 2004). 

Os polimorfismos cromossômicos são adaptativos e balanceados, ou seja, a quantidade 

de polimorfismo em uma espécie ocorre em associação com a variedade de nichos ecológicos, 

que suas populações ocupam. Sendo assim, as inversões resultariam em blocos de genes 

coadaptados que confeririam adaptações específicas a nichos ou a condições ecológicas 

particulares. Em A. darlingi, sabem-se que os polimorfismos de inversões estão ligados à 

capacidade vetorial e à sua ampla distribuição (Tadei et al., 1982; Rafael et al., 2010; Bridi et 

al., 2016; Cornel et al., 2016). 

A variabilidade cromossômica encontrada na natureza não pode ser explicada por um 

único mecanismo evolutivo, por isto, estudos têm sido realizados sobre vários fatores 

relacionados ao polimorfismo de inversões, tais como adaptabilidade a diversos ambientes, 

capacidade vetorial, dentre outros, (Cornel et al., 2016), que estão, frequentemente sob seleção. 

No entanto, as múltiplas formas pelas quais os polimorfismos de inversões cromossômicas são 

mantidos continuam sendo uma importante questão a ser investigada (Tadei et al., 1982; Rafael 

et al., 2010; Cornel et al., 2016). 

Além das inversões cromossômicas, há dois eventos que estão associados às respostas 

de adaptabilidade dos mosquitos, por estresse a fator bióticos e/ou abióticos: os puffs e o 

despareamento de cromátides irmãs (Feder e Hoffmann, 1999). 

Os puffs são locais em que o gene entra em atividade transcricional, havendo 

uma intensa síntese de RNA; dessa forma, essas regiões consistem não apenas de DNA mas, 
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também, de RNA recém-sintetizados. Estas estruturas não são permanentes, podendo se formar 

e sofrer regressão, bem como surgir em outro local do genoma. Isso é uma evidência de que a 

atividade dos genes varia de acordo com as necessidades da célula (Feder e Hoffmann, 1999). 

O despareamento das cromátides (bandas) é um dos processos centrais do mecanismo 

adaptativo, que depende da ativação de um conjunto de genes que codificam as chamadas 

“proteínas de estresses” ou chaperonas. Nestas regiões de despareamento, as chaperonas se 

mantêm associadas ao DNA, para aumentar as chances de sobrevivência dos organismos, por 

garantir a manutenção das estruturas terciárias e quaternárias de suas moléculas, incluindo o 

DNA (Feder e Hoffmann, 1999). 

Dados citogenéticos da literatura não registram a descrição de despareamento de bandas 

na região do 16B do braço 2L de A. darlingi. No presente estudo caracterizamos uma região de 

despareamento de banda (16C, braço 2L). Isto pode ser explicado porque, assim como as 

inversões cromossômicas, regiões de desparamento podem, também, apresentar variação de 

uma população a outra, dependendo da necessidade de sua adaptação ao ambiente (Cornel et 

al., 2016; Tadei et al., 2016). Sabe-se que, na fase de imaturos (larvas) há uma intensa e 

constante atividade de síntese proteica, para garantir o desenvolvimento larval (Beermann, 

1956). Qualquer oscilação ambiental físico-química como pH da água, temperatura, 

concentração de matéria orgânica e de sais minerais em criadouros, etc. (Tadei et al., 2016), 

pode ativar a expressão diferencial de genes codificadores de proteínas, para proteção e/ou 

reparo da molécula do DNA, garantindo que, locais de intensa atividade transcricional sejam 

protegidos (Montooth et al., 2006). 

A sonda do gene NaV mapeou por hibridização in situ o sítio 16B, adjacente à região de 

despareamento (16C, braço 2L), e no sitio 31A (braço 3R), que ao compararmos com a 

hibridização in silico de NaV (região 12C, braço 2R) em A. gambiae, banco de dados do 

Vectorbase, este último possui no seu genoma apenas uma cópia desse gene, apesar dos 

supercontigs (sequencias ortólogas) de ambas espécies possuírem 82,5 % de similaridade entre 

si (Figura 3). 

Outros estudos de mapeamento físico com uma abordagem comparativa em relação a 

sintenia (conservação da ordem e conteúdo gênico) entre espécies de anofelinos (Sharakhov et 

al.,2002), também apresentam diferenças nos locais de marcação. Citam-se os dados do 

mapeamento físico de genes para o DNA repetitivo (DNAr) (Rafael et al., 2003), HSP70 

(Rafael et al., 2004), actina (Bridi et al., 2013), miosina e arrestina (Grangeiro, 2013), GNBP 

(Bridi e Rafael; 2016 ) e Vitelogenica (Azevedo, et al., dados não publicados) de A. darlingi 

em relação ao A. gambiae. Em nosso estudo, a falta de sintenia do gene NaV de A. darlingi em 
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relação ao de A. gambiae pode ser explicada, por meio de respostas específicas às diversas 

interações ambientais de A. darlingi, do continente sul Americano e de A. gambiae, do 

continente africano. 

Tadei et al., 2016 apontaram mudanças ambientais e outros fatores envolvidos na 

ocorrência e controle de vetores, incluindo de A. darlingi, da Amazônia central, tais como 

dinâmica das águas e aspectos físico-químicos dos criadouros, que influenciam a densidade 

populacional e processos adaptativos, além de pressões naturais, A. darlingi também sofre 

pressão de seleção artificial em decorrência das medidas de controle vetorial, com inseticidas 

sintéticos (Tadei et al., 2016). Nesse sentido, o gene da subunidade I de NaV de A. darlingi 

estaria sujeito à pressão mutacional? Mais estudos enfocando a capacidade vetorial de A. 

darlingi em relação à divergência dos genes e de seleção purificadora poderiam elucidar essa 

questão. 

Devido ao uso extensivo de piretróides para controle de populações de A. darlingi da 

Amazônia central, sugere-se que o aumento da produção proteica das chaperonas associadas 

aos cromossomos politênicos na região 16C, braço 2L, é uma resposta ao estresse do mosquito 

a esses fatores, para proteção da estrutura da molécula do DNA no sítio do gene Nav já que o 

produto proteico deste gene é a molécula alvo de inseticidas neurotóxicos (Vlassova et. al., 

1983; Montooth et al., 2006). Neste sentido, um estudo de resposta cromossômica a estresses 

térmicos de Drosophila mostrou a importância dos produtos proteicos, para proteção e 

conservação de sequências do DNA, que codificam proteínas fisiológicas essenciais ao sistema 

nervoso do mosquito ao longo da evolução (Ffrench Constant et al., 1998). 

Nesse sentido, o sinal mapeado (16B) próximo à região de despareamento (16C, 2L) 

pode indicar que esteja ocorrendo uma associação das proteínas de estresse ou chaperonas nesse 

sítio, para garantir a conformação da estrutura do DNA e o equilíbrio fisiológico do produto 

proteico do gene NaV. 

Estudos de mapeamento físico cromossômico, envolvendo inversões, puffs e 

despareamento de cromátides favorecem um melhor entendimento de processos evolutivos. 

Nesse sentido, tanto o mapeamento in situ duplicado do gene de NaV de A. darlingi (braços 2L 

e 3R) quanto a sua disparidade de marcação em relação ao sítio in silico de A. gambiae (braço 

2R), sugerem que estes são eventos ocorridos por meio de quebras e inversões de pedaços 

cromossômicos nestes anofelinos em resposta às pressões ambientais. 

O fato do gene NaV possuir duas cópias mapeadas nas regiões (16B, 2L; 31A, 3R) do 

genoma de A. darlingi, corrobora a inferência de que o ambiente e suas particularidades 

influenciam diretamente na estrutura dos seus cromossomos politênicos (Tadei et al., 1982; 
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Cornel et al., 2016; Azevedo et al., dados não publicados). Neste sentido, mais estudos podem 

auxiliar ao preenchimento de gaps do genoma e no entendimento da história evolutiva desse 

gene. 

 
CONCLUSÃO 

A ocorrência de uma nova região de despareamento (16C, braço 2L) de A. darlingi 

pode ser um mecanismo de respostas específicas desse mosquito a estresses ambientais, entre 

outros aspectos, já que o despareamento de bandas pode ocorrer com frequência em dípteros, 

que vivem em diferentes nichos ecológicos. 

O mapeamento físico do gene NaV em dois sítios: regiões 16B (braço 2L), adjacente à 

região de despareamento (16C, braço 2L) e em 31A (braço 3R) de A. darlingi comparado à 

hibridização in silico (12C, braço 2R) de A. gambiae não mostrou sintênia gênica, embora esse 

achado seja seja útil como marcador genético para estudos da organização genômica, 

variabilidade cromossômica e biologia evolutiva desses mosquitos. 
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