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Método de extragdo subsequente de acidos graxos e DNA gendmico a partir
de dipteros
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1. INTRODUCAO

Chrysomya megacephala é uma espécie que apresenta distribuicdo
mundial e é reportada como um dos necrofagos predominantes na colonizacao de
carcacas. Os imaturos desenvolvem-se em substratos discretos e efémeros, em
matéria organica em decomposicdo, como fezes, carcacas e visceras (ALVES,
Ana Claudia; DOS SANTOS, Wellington, 2015). Por estar entre os primeiros e
predominantes insetos envolvidos na decomposi¢cdo cadavérica, pode ser
utilizado como evidéncia criminal, sendo de grande interesse a entomologia
forense (NETO, J.; GOMES, L., 2018). Os estagios imaturos podem auxiliar na
estimativa de intervalo pds-morte, como amostra bioldégica para andlise
toxicologica, e ainda, para extragcdo de DNA, auxiliando na identificacdo de
vitimas e/ou suspeitos tendo em vista que se alimentam diretamente do cadaver
(LU, Z. et al, 2014). A identificacdo adequada dos insetos é o elemento mais
importante no campo da entomologia pois permite a utilizagdo apropriada de
dados de desenvolvimento e distribuicdo (VAIRO, K.; MELLO-PATIU, C.; DE
CARVALHO, C., 2011). A quimiotaxonomia pode trazer muitos avangos para
facilitar o trabalho pericial criminal, auxiliando na diferenciagdo de ordens de
insetos através do perfil de acidos graxos, uma vez que a composicao lipidica é
intrinseca a cada espécie.

Em relacdo aos &cidos graxos, a identificacdo € realizada pela extragédo
desses compostos, utilizando metodologias baseadas em uma mistura de metanol
e cloroformio, porém a amostra necessita ser liofilizada e triturada (BRUM, A. A. S
et al, 2009). Outra metodologia utilizando éter de petroleo e diclorometano vem

sendo amplamente utilizada em insetos, onde ndo se tem necessidade de
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liofilizacdo e tritura do material, exigindo menor manipulacdo da amostra bioldgica
e apresentando a vantagem de manter a ela intacta, podendo ainda ser utilizada
para subsequentes analises taxonémicas e moleculares.

As metodologias convencionais utilizadas para extracao de DNA gendémico
também requerem que todo, ou parte do espécime seja triturado, seguido por
digestdo das membranas celulares com proteases, e posterior uso de cloroférmio
ou, alcool entre outros solventes organicos, para remoc¢ao de proteinas (BRITO,
L. G. et al, 2004) e aumento da retencdo de acidos nucléicos em membrana de
gel-silica. ApOs essas etapas, o DNA gendmico é separado e obtido em
guantidade e qualidade satisfatérias. Os métodos convencionais ainda
apresentam algumas desvantagens, como a destruicdo dos espécimes, que pode
fazer com que informagdes importantes sejam perdidas, e a exigéncia do uso de
solventes organicos, que nao s6 podem causar danos ao operador, como também
poluir o meio ambiente.

A auséncia de um protocolo eficaz para a extracdo tanto acidos graxos
guanto DNA gendmico a partir de um unico individuo diptero tornou necessario o
desenvolvimento de um método que resultasse na obtencdo de &cidos graxos e
DNA gendmico livres de contaminantes bioldgicos, podendo ser aplicado em
protocolos de bioquimica e biologia molecular, tais como cromatografia, reacéo
em cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento de DNA. Diante disso, a
presente invencéo teve como objetivo desenvolver um processo que permitisse a
obtencdo de &cidos graxos e DNA genbémico de forma subsequente, a partir de

individuos pertencentes a ordem Diptera.

2. METODOLOGIA

Cinco amostras de cada estagio de desenvolvimento da espécie C.
megacephala (48h, 96h e adultos machos e fémeas emergidos) foram coletadas e
imersas em éter de petréleo, em seguida foram transferidas para uma solugéo de
diclorometano em temperatura ambiente. Apos a incubagéo em diclorometano, as
amostras foram retiradas e armazenadas em tubos até a extragcado de DNA.

Para a extracdo de DNA gendmico a amostra foi lavada com alcool 70% e
posteriormente tratada com tampéo de lise celular ATL (contido no kit comercial
DNeasy Blood & Tissue Kit disponivel pela Qiagen, Hilden, Alemanha) e
proteinase K e incubada a 56°C para otimizar a lise das ceélulas. Posteriormente

as amostras foram passadas por colunas com membranas de gel-silica, foram



R

43 SEMANA
INTEGRADA

UFFEL 2018

utilizados os buffers AL, AW1 e AW2 (contidos no DNeasy Blood & Tissue,
disponivel comercialmente pela Qiagen Hilden, Alemanha) para a separacéao e
purificacdo do DNA. Apés essas etapas o DNA foi eluido da membrana pela
adicdo de agua estéril. A concentracdo e qualidade do DNA extraido foram
avaliadas por espectrofotometria. Posteriormente foi realizada a analise de
expressao do gene HSP 70 por PCR em tempo real (QPCR).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na etapa de extracdo de DNA, levando em consideragéo a razao entre as
absorbancias 260nm e 280nm, todas as amostras extraidas apresentaram
gualidade entre o intervalo considerado satisfatério de 1.7 a 1.9.

Em relagcdo a concentragdo, as amostras de larvas com 48 h de
desenvolvimento apresentaram média de 855 * 45 ng/ul, enquanto que amostras
extraidas de pré-pupas (96 h) apresentaram média de 1150 + 60 ng/ul. E as
amostras de DNA obtidas a partir de adultos macho e fémea apresentaram
concentracfes de 1860 = 50 ng/ul e 2115 + 120 ng/ul, respectivamente.

Protéinas de choque térmico (Heat Shock Proteins, Hsps) sdo importantes
chaperonas, as quais estdo envolvidas em diferentes vias de sinalizagcdo e
regulacdo de processos celulares. Estudos anteriores sugerem que algumas
proteinas de choque térmico, como a HSP70, podem estar envolvidas
diretamente no desenvolvimento de insetos (MARTINEZ-PAZ, P. et al.,2014). A
analise da expressdao do gene da HSP70 foi realizada para os 4 grupos
experimentais: larvas (48h), pré-pupas (96h) e adultos emergidos (machos e
fémeas). A eficiéncia das reacdes de qPCR se apresentaram dentro de um limite
considerado satisfatério para a analise da expressdo génica relativa. Os valores
de coeficiente de correlacdo obtidos confirmaram de n&o houve qualquer tipo de

contaminantes biologicos presentes nas amostras.

4. CONCLUSOES
Através da metodologia desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa foi
possivel realizar a extragdo subsequente de acidos graxos e DNA gendémico a
partir de dipteros com sucesso, e realizar a identificacdo do estagio de
desenvolvimento de C. megacephala através da comparacao dos perfis de acido
graxos bem como de expressdo génica obtidos com perfis previamente

conhecidos em experimentacéo e literatura no campo da pesquisa cientifica.
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A metodologia encontra-se registrada na forma de Patente de Invencao e
depositado no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI), sob o nimero

de acesso BR1020170264297, podendo vir a ser transferida para o setor privado.
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