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RESUMO

Cochliomyia hominivorax (COQUEREL, 1858), conhecida popularmente como mosca da
bicheira, € um diptero pertencente a familia Calliphoridae. Suas larvas sdo parasitos
obrigatorios de animais de sangue quente e sua area de distribuicdo estende-se por toda a
Ameérica Latina. Alguns estudos realizados com dipteros que produzem miiases chegaram a
conclusédo que a producdo de enzimas digestivas excretadas e secretadas pelas larvas tem
participacdo crucial para o estabelecimento e a sobrevivéncia desses parasitos nos
hospedeiros. Devido a falta de estudos com esta abordagem em C. hominivorax, este trabalho
teve como objetivo caracterizar e classificar as enzimas presentes na excrecdo e secrecao das
larvas desta mosca, analisando seu perfil bioquimico. Para a execucdo do mesmo, foi
estabelecida uma coldnia dessa espécie em condicBes de laboratorio, para colheita do material
necessario para a andlise. Essa col6nia foi estabelecida por meio da obtencdo de larvas de
terceiro estadio presentes em animais naturalmente infestados, e a partir do cultivo dessas,
foram obtidas as larvas de primeiro, segundo e terceiro estadios. A analise do perfil proteico
dos produtos de excrecdo e secrecdo (PE/S) foi realizada por eletroforese em gel de
poliacrilamida e a atividade proteolitica foi analisada utilizando gelatina, azocaseina e N-a-
benzoil-arginina-nitroanilida como substratos. Nos PE/S dos trés estadios foram detectadas
proteinas com peso molecular aparente que variou entre 116 e 20 kDa. No ensaio com
azocaseina em diferentes faixas de pH observou-se que a maior atividade proteolitica ocorre
em pH 7,5 para todos os estadios larvais. Para caracterizacdo das enzimas foram realizados
ensaios utilizando estes mesmos substratos, nos quais as amostras foram tratadas com o0s
inibidores Benzamidina, Pepstatin A, AEBSF, TLCK, TPCK, EDTA, Leupeptina e E-64. As
proteinases presentes no PE/S de L1 sdo em sua maioria serina proteases do tipo tripsina e
quimotripsina, enquanto que para os PE/S de L2 e L3 foi evidenciada a presencga de serina
proteases e aspartil proteases.

Palavras chave: Diptero, enzima, parasitos, mosca, miiase.
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ABSTRACT

The species Cochliomyia hominivorax, popularly known as screwworm fly, is a Diptera
belonging to the family Calliphoridae. Its larvae are obligated parasites of warm-blooded
animals and its geographic range extends throughout Latin America. Some studies
accomplished with flies that produce myiasis concluded that the production of digestive
enzymes secreted and / or excreted by the larvae has crucial contribution to the establishment
and survival of these parasites in the host. Due to the lack of information approaching this
subject on C. hominivorax, this project aimed to characterize and classify the enzymes in the
secretion and excretion (S/E) of the larva of this fly, analyzing its biochemical profile.A
colony of this species was established in laboratory conditions in order to accomplish this
study. The colony was established by obtaining third instar larvae (L3)on naturally infested
animals, and from the cultivation of these was obtained first (L1), second (L2) and third (L3)
larvae instars,. The profile of proteins of S/E was obtained by polyacrylamide gel
electrophoresis and proteolytic activity was analyzed using gelatin, azocasein and Na-
benzoyl-arginine-nitroanilide as substrate. In S/E of the three instars proteins were detected
with an apparent molecular weight ranging between 116 and 20 kDa. In the azocasein assay,
at different pH ranges, it was observed that the major proteolytic activity occurs at pH 7.5 for
all larvaeinstars. For characterization of the enzyme, assays were performed using these same
substrates in which the samples were treated with inhibitors Benzamidine, Pepstatin A,
AEBSF, TLCK, TPCK, EDTA, leupeptin and E-64. Proteinases present in the E/S of L1 are
mostly serine proteases trypsin and chymotrypsin, whereas for L2 and L3 the presence of
serine proteases and aspartyl proteases were observed.

Keywords: Diptera, enzyme, parasites, fly, myiasis.



1. INTRODUCAO

Cochliomyia hominivorax é um dos principais parasitos que causam injuria na
populacdo de animais em paises Sul Americanos, exceto no Chile'. O parasitismo por C.
hominivorax € de carater obrigatdrio no periodo larval, suas larvas se desenvolvem em tecidos
vivos de hospedeiros vertebrados, causando as miiases, que sdo caracterizadas por gerarem
irritaco, febre, crescimento reduzido, e em infestacdes graves podem levar até a morte®. As
miiases provocadas por larvas dessa mosca apresentam grande morbidade e mortalidade,
sobretudo em animais domésticos como bovinos e ovinos, acarretando grandes prejuizos
econdmicos ao agronegdcio®. Os seres humanos também sdo parasitados, sendo a doenca
comum em areas rurais e urbanas, atingindo com mais frequéncia individuos com disturbios
psiquiatricos™®, etilistas cronicos® , desnutridos, imunodeprimidos, e pessoas com precérios
habitos de higiene corporal e de baixo grau de instrucéo’, contudo, podem ocorrer também em
individuos saudaveis. Em reservas ecoldgicas, parques florestais e zooldgicos, animais
selvagens também sdo parasitados por esse diptero, tais como veados, tatus, tamanduas, pacas,
elefantes, lobos marinhos, avestruzes e varias espécies de felinos®

A espécie C. hominivorax é holometabola, ou seja, tem metamorfose completa.
Em temperaturas médias de 22°C, o ciclo de vida ocorre em aproximadamente 24 dias,
porém, dependendo das condi¢cBes ambientais, este pode se estender até por 50 dias. As
fémeas depositam seus ovos em bordas de ferimentos ou nas mucosas de animais enas
primeiras 24 horas, as larvas eclodem e comecam a se alimentar dos fluidos corporais e
tecidos vivos do hospedeiro®. Cada fémea coloca em média 200 ovos (variando de 10 a 500) e
qguando atraida pelo odor caracteristico de feridas ja infestadas, pode levar a infestacdes com
centenas ou milhares de larvas, sendo capaz de ocasionar a morte do hospedeiro’®. As larvas
completam seu desenvolvimento em um periodo que varia entre quatro a oito dias,
dependendo das condi¢bes ambientais. Abandonam a ferida e em seguida se enterram para
transformarem-se em pupas™’. Os adultos emergem em aproximadamente oito dias, estando
prontos para copular apos os primeiros trés dias.

Em estudos com vaérios dipteros que produzem miiases verificou-se que a
producdo de enzimas digestivas secretadas e/ou excretadas pelas larvas é responsavel pelo
estabelecimento e sobrevivéncia desses parasitos nos hospedeiros*?. Dessa forma, varios
pesquisadores investigaram essas substancias secretadas e/ou excretadas por larvas de dipteros
que produzem miiases. Alguns utilizam os resultados para fins de desenvolvimento de vacinas

contra esses parasitos, pois, até o presente momento, ndo foram desenvolvidas vacinas



comerciais que oferecam protecdo contra as mifases'®, outros usam as informag6es obtidas
para investigar a dindmica desse parasita no hospedeiro em questéo.

Sabe-se que larvas de C. hominivorax produzem enzimas proteoliticas que servem
como agentes facilitadores da sua manutencdo no hospedeiro, digerindo o tecido, fazendo com
que tenham maior facilidade para penetrar na pele do animal que estdo parasitando. Existe um
interesse na investigacdo de enzimas proteoliticas nos diferentes sistemas bioldgicos, pois ha a
possibilidade de que estas possam constituir um alvo potencial para producdo de drogas e de
imunégenos™. No entanto, estes estudos sdo ainda incipientes para grande parte dos dipteros
causadores de miiases, principalmente para C. hominivorax, 0 que torna importante a
realizacdo de pesquisas com esta mosca, ja que esta € uma espécie presente no Brasil e que
causa danos consideraveis aos animais e consequentemente a economia.

Diante do exposto acima, faz-se necessario um estudo mais aprofundado sobre as
substancias presentes no produto da secrecdo e/ou excrecdo das larvas de C. hominivorax,
possibilitando a caracterizacdo e classificacdo das proteases presentes nessas substancias. A
analise do perfil bioguimico dessas substancias além de auxiliar na ampliacdo do
conhecimento sobre 0 mecanismo parasitario, pode gerar aplicacdo dessas enzimas no

contexto da Medicina Veterinaria e Humana.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Definicdo de miiase e principais espécies causadoras

Miiase é definida como a infestacdo por larvas histiéfagas de dipteros (moscas)
em hospedeiros vertebrados, que encontram em tecidos vitalizados (biont6fagas) ou
necréticos (necrobiontdfagas) fonte nutricional para seu desenvolvimento e reserva energética
para a fase de pupa. Atualmente, as miiases podem ser vistas sob dois aspectos: clinico ou
parasitologico. Na primeira, a classificacdo esta fundamentada nos locais do corpo do
hospedeiro onde as larvas se instalam ou sdo encontradas, assim sendo designadas como
cuténeas, cavitarias (nasofaringeal, ocular e urogenital) ou intestinais. Quanto ao aspecto
parasitario, a infestacdo pode ser classificada como do tipo obrigatdria, facultativa e acidental
(quando leva em conta a biologia do inseto) ou priméria e secundaria. No caso das miiases
obrigatdrias (primérias), os imaturos se desenvolvem exclusivamente em tecidos vivos de
animais, ndo possuindo outra fonte de recurso alimentar, ou seja, ndo sobreviveriam se ndo
parasitassem um hospedeiro, enquanto que nas miiases facultativas (secundarias) as larvas
podem se desenvolver a partir de tecido necrosado do hospedeiro ou decarcacgas encontradas
na natureza®™’.
Além de C. hominivorax, estdo entre as principais espécies causadoras de miiases:
Chrysomya bezziana, Lucilia cuprina, Lucilia sericata, Dermatobia hominis, Hypoderma
bovis, Hypoderma lineatum, Oestrus ovis, Gasterophilus nasalis, Gasterophilus intestinalis e
Sarconesiopsis magellanica. A espécie C. bezziana conhecida também como “bicheira do
velho mundo”, causa miiase ulcerativa/traumatica de carater obrigatdrio, suas larvas sdo
biontofagas. Esta distribuida pela india, Peninsula Arabica, Indonésia, Filipinas e Nova
Guiné, ndo ocorrendo no Brasil. Tem como hospedeiros os ovinos e humanos®. L. cuprina ¢
classificada por produzir miiase de carater facultativo. Tem sua distribuicdo mais concentrada
na Africa do Sul e Australia, mas pode ser encontrada em outras partes do mundo, inclusive
no Brasil. O mecanismo de infestacdo se da por meio da deposi¢do de ovos em cadaveres, em
feridas negligenciadas e supuradas, ou ainda, em particular, sobre a 1a de ovelhas que possam
estar sujas com urina, fezes ou sangue. Pode causar mifase secundéaria em humanos®®. L.
sericata causadora de miiase usualmente de carater benigno, é conhecida principalmente por
sua utilizacdo em terapia larval, alimentando-se de tecido necrosado, é usada em resposta a
busca de métodos adequados para controlar infeccdes de feridas cronicas®®®. D. hominis
causa miiase de carater obrigatorio. Suas larvas sdo biont6fagas e a forma furuncular é a mais

comum. Entre os hospedeiros estdo humanos, bovinos, suinos, cées, gatos, cavalos, ovelhas,
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outros mamiferos e algumas aves?*?*. H. bovis e H. lineatum sdo duas espécies de grande
distribuicdo no Hemisfério Norte, onde causam prejuizos semelhantes aos determinados pela
D. hominis na Ameérica tropical. Suas larvas sdo biontéfagas, causando miiase obrigatoria em
ruminantes domésticos e selvagens e a infestacdo humana ocorre mais frequentemente em
pessoas que estdo em estreita proximidade com o gado®*. O. ovis é uma espécie cosmopolita,
suas larvas sdo biont6fagas e causam miiase cavitaria de carater obrigatorio. Tem como
hospedeiros ovinos, caprinos, e ocasionalmente humanos®. As larvas do género Gastrophilus
sdo parasitos obrigatorios do trato gastrintestinal de equideos, causando a gasterofilose.
Localizam-se no estémago de eqiiinos e s&o eliminadas com as fezes?®. S. magellanica é uma
mosca varejeira de importancia médica e forense, suas larvas sdo necrobiontdfagas e é uma
espécie que tem sido relatada em varios paises como Argentina, Bolivia, Chile, Colémbia,

UZ7

Equador e Pertd“’ e inclusive em localidades que e véao de 1.200 a 3.100 metros acima do nivel

do mar?s.

2.2 Cochliomyia hominivorax: biologia, distribuicdo e importancia

A espécie C. hominivorax faz parte da familia Calliphoridae, Ordem Diptera e ¢é
classificada como agente causador de miiase primaria obrigatoria em animais de sangue
quente. E biontofaga, se desenvolvendo exclusivamente nos tecidos vivos de animais
vertebrados, e é conhecida vulgarmente como “mosca da bicheira”. Atualmente sua
distribuicdo se estende por toda a América Latina, desde o México até o Norte do Chile e
Argentina®®.

C. hominivorax, antes de atingir a fase adulta, passa pelos estagios de ovo, larva,
pupa e adulto. O desenvolvimento larval inclui trés estadios (L1, L2 e L3) cuja duragdo desde
a eclosdo até o abandono do hospedeiro para evoluir ao estadgio de pupa leva cerca de
quatro dias. Fémeas gravidicas fazem suas posturas ao redor de feridas ou lesdes existentes
nos animais e, apos ecloséo, as larvas de primeiro estadio adentram o interior destas feridas,
de modo a se alimentar de liquidos provenientes de exsudato inflamatdrio, no caso das larvas
de primeiro estadio, e do préprio tecido vivo, no caso de larvas de segundo e terceiro estadios.
Apdbs completarem seu desenvolvimento, larvas maduras abandonam o hospedeiro e caem no
solo para pupar. Aproximadamente apos oito dias ha a emergéncia dos adultos. Sob condic¢bes
ideais de temperatura e umidade, todo o ciclo de vida pode ser completado em apenas 14 dias,

podendo levar a epidemias®.



Em condigdes de laboratorio observa-se que as posturas se iniciam do 7° ao 8° dia
de vida e variam de 88 a 330 ovos, com média de 191,10 ovos. O periodo de incubacdo dos
ovos varia de 14 a 18 horas a 27°C e 80,00 a 90,00% de umidade relativa, sendo a media de
ecloséo de 99,68%. O periodo larval varia de 3 a 4 dias, tendo 8,26% abandonado o meio a
partir do 3° dia, 89,10% no 6° dia e 2,64% no 5° dia. Vinte e quatro horas apés ecloséo,
61,00% das larvas foram L2, e 48 horas apos 50,00% foram L3. O periodo pré-pupa varia
entre 12 a 36 horas com média de 24 horas, a emergéncia dos adultos ocorre entre 6 a 10 dias
com média de 7,3 dias, a razdo sexual de 1:1 entre machos e fémeas foi constatada na criacdo
artificial. Entre o0 2° e 3° dia apds a emergéncia inicia-se a copula, entretanto, em temperatura
de 10°C as fémeas morrem antes de copular. Os machos apresentam se aptos a cépula entre o
4° ¢ 6° dia p6s-emergéncia™.

A condicdo climatica em grande parte do Brasil, durante maior parte do ano é
bastante favordvel para as infestacbes por este parasito, como j& descrito por varios
autores® %,

O parasitismo por C. hominivorax provoca alteragdes clinicas® hematoldgicas e
bioquimicas em bovinos®*.

No Brasil, a pecuaria possui expressiva importancia econémica; é caracterizada
como extensiva e ocupa grandes areas. Nestas condicOes, a miiase causada pela mosca C.
hominivorax destaca-se por acarretar prejuizos a bovinocultura, principalmente como agente
nas miiases umbilicais dos bezerros recém-nascidos, bem como diminuindo a producao
leiteira e os indices de fertilidade, reduzindo a taxa de conversdao alimentar e o ganho de
peso, podendo, eventualmente, levar os animais infestados a morte. No Brasil, 0s prejuizos
causados por esta mosca, ocorridas pela queda de produtividade, pelos custos dos
medicamentos para o tratamento como também pela méo de obra para 0 manejo dos animais

susceptiveis e/ou doentes somam 340 milhdes de délares por ano®.

2.3 Produtos de excrecao/secrecéo (PE/S)

As proteases ou enzimas proteoliticas sao substancias que catalisam a quebra das
ligacBes peptidicas das proteinas®®. Estas enzimas tém sido identificadas em diferentes
sistemas bioldgicos, desde virus até vertebrados. Enzimas proteoliticas de invertebrados tem
sido alvo de muitos estudos e uma atencdo especial tem sido direcionada para o grupo das
tripsinas por estas fazerem parte de uma série de processos fisioldgicos, desempenhando um
papel importante na hidrélise de proteinas alimentares***!. Os estudos de sequenciamento

gendmico tém revelado que as proteases correspondem a aproximadamente 2% dos genes



expressos e que elas apresentam pequenas variagdes entre 0s organismos. Estas proteinas
apresentam massas que variam de mondmeros de 10 kDa a complexos de vérias centenas de
kDa. De acordo com a natureza da atividade catalitica utilizada no processo de hidrdlise, as
proteases sdo classificadas nos seguintes grupos: serina proteases, aspartato proteases,
treonina proteases, metalo proteases e cisteina proteases™.

Proteases estdo sujeitas a inibicdo de sua acdo por agentes moleculares que
interferem com a catélise, diminuindo ou inibindo completamente as reacdes enzimaticas.
Ensaios em que se utilizam inibidores de proteases fornecem valiosas informacdes a respeito
dos mecanismos de acéo das enzimas. Os inibidores enzimaticos podem ser classificados em
reversiveis e irreversiveis. A inibicao do tipo reversivel pode ser competitiva, ndo competitiva
ou mista. Os inibidores do tipo competitivo atuam concorrendo pelo sitio ativo da enzima,
porque a sua estrutura molecular lembra a do substrato. Os inibidores ndo competitivos se
ligam a um sitio diferente do sitio ativo do substrato, alterando a cinética da reagdo. Os
inibidores mistos podem se ligar tanto a enzima como ao complexo enzima-substrato. Os
inibidores irreversiveis sdo ferramentas importantes na pesquisa em farmacologia. Esses tipos
de inibidores combinam-se com um grupo funcional na molécula da enzima e o destroem ou
formam com ele uma ligacdo covalente bastante estavel. O maior incentivo na pesquisa de
inibidores de proteases é que o controle dessas enzimas € um principio farmacoldgico eficaz
no tratamento de varias doencas. Assim, ensaios em que se utilizam gel de poliacrilamida e
substratos especificos servem para caracterizar a inibicdo da atividade proteolitica das
enzimas presentes em quaisquer PE/S™.

Proteases representam uma classe de enzimas com importantes papéis em
processos fisiologicos. Além disto, elas possuem aplicacdo comercial, estando entre os trés
maiores grupos de enzimas industriais. Estas enzimas estdo envolvidas em processos
bioldgicos essenciais, como a coagulacdo sanguinea, morte celular e diferenciacdo de tecidos.
Vérias etapas proteoliticas importantes ocorrem no mecanismo invasivo de tumores, assim
como no ciclo de infeccdo de um grande numero de virus e microrganismos patogénicos.
Estes fatos tornam as proteases um alvo quimioterapico valioso para o desenvolvimento de
novos compostos farmacéuticos. As enzimas proteoliticas também participam no catabolismo
de proteinas, tanto nas vias degradativas como nas biossintéticas, e na liberagdo de horménios
peptideos farmaceuticamente ativos a partir de proteinas precursoras. Certas modificacfes
especificas e seletivas de proteinas durante a ativacdo de enzimas ocorrem via protedlise, que

também colabora no transporte de proteinas secretérias na membrana®.



Os produtos de secrecdo e excrecdo de larvas de dipteros que causam miiases tém
fungéo primordial para o seu desenvolvimento nos hospedeiros, particularmente na nutrigao e
escape do sistema imune**. Em geral as proteases presentes nos produtos de secrecdo e
excrecdo sao usadas para a digestdo de nutrientes dentro e fora do tubo digestivo. Estas sdo
alvos potenciais para diagnostico e controle, incluindo vacinas ou outros farmacos que
poderiam interromper a penetracio ou desenvolvimento das larvas causadoras de mifases™®.

Varios pesquisadores tém se dedicado a investigar as substancias secretadas e/ou
excretadas pelas larvas de dipteros produtores de miiases com o intuito de identificar as
melhores fontes de imundgenos para fins do desenvolvimento de vacinas contra esses
parasitos.

Estudos realizados com PE/S de larvas de primeiro estddio de H. lineatum
culminaram com a caracterizacdo de trés proteases do grupo serina, denominadas
hipodermina A (HA), hipodermina B (HB) e hipodermina C (HC) que s&o produzidas durante
a migracdo das larvas de primeiro estadio e estdo envolvidas na digestdo extra-intestinal*®*’.
A utilizacdo dessas proteases purificadas na imunizacdo de bovinos propiciou niveis de
protecdo superiores a 90%*. Além de estarem envolvidas no desenvolvimento da resposta
imune efetiva, verificou-se que algumas dessas proteases, principalmente HA, estéo
envolvidas nos mecanismos de evasdo da resposta imume* tais como a clivagem de
imunoglobulinas e degradacdo de proteinas do sistema de complemento® e inibicdo da
proliferacéo de linfocitos>".

Kerlin e East®® demonstraram que o0 extrato total de secrecdo e excrecdo de L.
cuprina tem a capacidade de suprimir a proliferacdo de linfocitos in vitro e a producdo de
anticorpos em ovelhas. Testes de diagndstico utilizando extrato total de secrecdo e excrecao
foram usados para a selecdo de ovelhas resistentes a infestacdo por L. cuprina®. Outros
estudos feitos com L. cuprina, verificaram que a maioria das proteases secretadas e/ou
excretadas pelas larvas sdo do tipo serina proteases e incluem enzimas como tripsina,
quimotripsina®*e enzimas com atividade colagenolitica®. A constatacdo de que a inibicéo
dessas proteases pode provocar a morte das larvas e de que anticorpos contra essas moléculas

podem afetar a sobrevivéncia das larvas “in vitro™*

constituiram a base para que fosse
avaliada a possibilidade de se utilizar essas proteases na imunizagdo de animais. Com isso,
CASU et al.*® purificaram duas quimotripsinas a partir dos PE/S de larvas de primeiro estadio
e verificaram que, embora essas proteases induzissem a uma significativa producdo de
anticorpos, essa resposta ndo foi capaz de prevenir a infestacdo dos animais imunizados.

Outros estudos com PE/S de L. cuprina foram realizados para avaliar a atividade



antimicrobiana dessas substancias produzidas pelas larvas e foi demonstrado que o extrato
larval dessa espécie foi significativamente potente contra todas as bactérias testadas,
principalmente contra Pseudomonas aeruginosa””.

Uma caracterizacdo bioquimica preliminar, em larvas de O. ovis utilizando
gelatina-SDS-PAGE e analise da sensibilidade aos inibidores, demonstrou a presenca de pelo
menos seis principais serina proteinases, principalmente “tripsina-like”, secretadas do tubo
digestorio das larvas®™. Um teste de diagnéstico sorolégico para a deteccdo da infeccéo
provocada por O. ovis foi realizado por meio de reacbes antigeno-anticorpo detectaveis
através de reacOes enzimaticas (ELISA) e foi usado para analisar e comparar a producgdo de
imunoglobulina G (IgG) de anticorpos contra PE/S de todas as diferentes fases larvais nos
soros de ovelhas adultas®. Estudos utilizando PE/S de G. nasalis e G. intestinalis também
foram realizados com esta perspectiva, no qual antigenos de larvas de segundo estadio se
mostraram adequados para o diagnostico de gasterofilose em equinos®.

Estudos com L. sericata investigaram o efeito dos seus PE/S em fibroblastos
utilizando modelos in vitro, com o colageno e a fibronectina como substratos. Estes
mostraram que o PE/S desempenha um papel importante em processos tais como a
proliferacdo celular, remodelaco e reepitelizacéo do tecido®. Outros trabalhos seguindo essa
linha de pesquisa foram feitos com PE/S de larvas de S. magellanica que revelaram pela
primeira vez o efeito desses produtos sobre o comportamento dos fibroblastos. Os resultados
demonstraram que ha uma reducdo na adesdo celular de fibronectina e colageno devido a
atividade proteolitica dos PE/S, o que promoveria a formacdo de um tecido novo dentro da
ferida, além do aumento da migragéo de células e propagacédo de fibroblastos modificados,
bem como o aumento da proliferacio destes®’. Pesquisas com essas duas espécies de moscas
também foram feitas para avaliar a atividade antimicrobiana dos PE/S das larvas®*®. Para S.
magellanica o PE/S das larvas teve atividade potente contra seis estirpes bacterianas
avaliadas, correspondendo a trés espécies (Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa)®. Um estudo preliminar feito recentemente avaliou a
atividade antimicrobiana dos PE/S de larvas de terceiro estadio de trés espécies de
califorideos brasileiros, Chrysomya megacephala, Chrysomya albiceps e C. putoria e 0s
resultados deste estudo indicaram que esses califorideos possuem fatores antibacterianos
capazes de inibir in vitro tanto bactérias Gram-positivas como Gram-negativas'’.

No estudo feito por BRANT*, foram analisados os PE/S de larvas de D. hominis,
chegando a conclusdo de que nos produtos de larvas de primeiro estadio predominam

proteases da classe metalo proteases, enquanto que as serina proteases predominam em larvas



de segundo e terceiro estadios. Nas larvas de terceiro estadio, a atividade de proteases do tipo
tripsina mostrou-se mais expressiva.

Estudos com C. hominivorax séo ainda incipientes. Um estudo sobre avaliacédo in
vitro do efeito de inibidores de proteases contra larvas de primeiro estadio foi realizado e foi
verificado um predominio de enzimas do grupo das serina proteases e metalo proteases nesse
estadio larvar™,

Devido a falta de informacéo sobre a caracterizacdo de PE/S em larvas de C.
hominivorax, que é no Brasil uma espécie causadora de miiases tdo importante, este trabalho
objetiva iniciar os estudos sobre a caracterizacdo bioquimica desses produtos em cada estadio

do desenvolvimento larval do parasita.
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Analisar bioguimicamente o produto de excrecdo/secrecao de larvas da espécie C.

hominivorax, caracterizando e classificando as proteases presentes neste produto.

3.2 Objetivos especificos

e Caracterizar por SDS-PAGE o perfil protéico dos produtos de
excrecdo/secrecdo de larvas de primeiro, segundo e terceiro estaddios de C.
hominivorax;

e Investigar a atividade proteolitica dos PE/S de larvas de C. hominivorax em
géis contendo gelatina como substrato;

e Caracterizar as proteases por meio do tratamento das enzimas com inibidores
especificos de proteases em géis contendo gelatina como substrato;

e Avaliar a cinética e a inibicdo especifica da prote6lise dos PE/S das larvas em
ensaios com substratos croméforos e avaliar também essa atividade em diferentes
faixas de pH.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local e duracgdo do experimento

O experimento foi realizado no Centro de Parasitologia Veterinaria da Escola de
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias (CPV/EVZ/UFG) e no Laboratério
de Enzimologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas Il da Universidade Federal de Goias, no
periodo de fevereiro de 2014 a abril de 2015.

4.2 Obtencao de larvas de C. hominivorax

Larvas de terceiro estddio foram coletadas de animais naturalmente infestados,
provenientes do Hospital Veterinario da UFG e colocadas em recipientes de polietileno
contendo vermiculita e tampados com tecido voil até a pupacdo. No terceiro dia apds
pupacdo, as pupas foram colocadas em gaiolas até a emergéncia dos adultos. Além destas
larvas, para implementar a colbnia, foram utilizados cerca de 85 mL de pupas provenientes de
uma col6nia de C. hominivorax ja estabelecida na Universidade Estadual de Campinas. O
projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais - UFG pelo protocolo de
namero 006/14.

4.3 Manutencéo da colonia

No inicio do estabelecimento da col6nia, foi utilizada uma gaiola confeccionada
em madeira e tela metalica com dimensdes de 55 x 55 x 55 cm?3 (Figura 1-A). Nos ultimos
seis meses de criacdo foi utilizada uma gaiola fabricada com os mesmos materiais da gaiola
inicial, mas com dimens@es de 30 x30 x 30 cm? (Figura 1-B). A gaiola maior foi substituida
para que um namero menor de moscas fosse necessario para manter a colénia, diminuindo
assim a quantidade de dieta e a mdo de obra para manté-la. Foi utilizada uma densidade de
0,17 moscas/cm? de moscas de acordo com Mastrangelo®. Sobre o piso da gaiola foram
colocadas folhas de jornal ou papel toalha para evitar que com o decorrer do tempo de vida de
uma geracao, as moscas ficassem presas a dejetos produzidos por elas mesmas, mantendo a

limpeza da gaiola.
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FIGURA 1 — A- Gaiola de madeira e tela metalica (tipo mosquiteiro) com dimensées de 55 x
55 x 55 c¢cm3 utilizada no inicio do estabelecimento da colbnia. B- Gaiola de
madeira e tela metalica com dimensdes de 30 x 30 x 30 cm?3 utilizada nos
Gltimos seis meses de criacdo da mosca C. hominivorax.

4.3.1 Dieta para adultos

No primeiro dia ap6s a emergéncia, as moscas foram alimentadas com agua
destilada, solu¢do de mel (50%) e raspas de rapadura. Placas de Petri (60 x 15 mm) foram
utilizadas para acondicionar cada um desses substratos e em cada uma delas, foram dispostas
tiras de tecido voil para que as moscas ndo se aderissem & dieta, nem se afogassem na agua.
No terceiro dia apds a emergéncia, aproximadamente 2g de ovo em pé (Luz Alimentos®)

foram adicionados a solucdo de mel (50%). Os substratos foram trocados diariamente.

4.3.2 Periodo de cépula e oviposicéo

O substrato de oviposi¢cdo consistiu em uma mistura de dieta larval putrefata
obtida com farinha de carne (Fuga Couros — Sebo Hidrolandia) e sangue suino citratado
(Frigorifico Suino). Essa mistura era colocada em recipientes plasticos, cobertas com papel
filtro (que serviu para oferecer melhor adesdo e superficie para as moscas oviporem, além de
facilitar a retirada das massas de ovos) e aquecidas em estufa a 120 °C por 15 minutos. Logo
em seguida foram levadas a gaiola e deixadas por aproximadamente cinco horas. Apds esse

periodo, os recipientes com os ovos foram retirados das gaiolas e, com o auxilio de uma
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lamina de estilete, as massas de ovos foram descoladas do substrato e das paredes da tampa e
colocadas na dieta larval.

BT > i . .
FIGURA 2-A- Substrato de oviposicdo (dieta larval putrefata adicionada de sangue suino
citratado) acondicionados em tampas plasticas e aquecidos a 120 °C em
estufa. B- Massas de ovos depositadas sobre o papel filtro e nas paredes
laterais da tampa plastica.

4.3.3 Dieta larval

Foram utilizados dois tipos de dieta larval. No inicio do estabelecimento da
col6nia, foi utilizada uma dieta a base de carne bovina moida adicionada a uma dieta liquida
composta por 60 g de farinha de sangue (Fuga Couros — Sebo Hidrolandia), 40 g de ovo em
po, 40 g de leite em pd desnatado, 1mL de formaldeido e 800 mL de agua (para 1 L de dieta).
A carne moida era disposta em recipientes de polietileno de 12 cm por 13 cm, com capacidade
de 1L, e a dieta liquida era produzida batendo os substratos em liquidificador.
Aproximadamente 200 mL dessa dieta liquida era adicionada aos recipientes de polietileno
contendo carne, de maneira que cobrisse toda a carne. As massas de ovos foram colocadas
sobre papel de filtro picado em pedacos de dois centimetros e estes foram colocados sobre a
dieta”". Os recipientes de polietileno foram tampados com tecido voil e colocados em estufa
B.O.D (T =35 °C e UR de aproximadamente 75%).

A primeira troca de dieta ocorria 40 horas apos a ecloséo das larvas e diariamente
a partir do segundo dia pés eclosdo das larvas. Essas trocas eram feitas com auxilio de uma
peneira, para facilitar a retirada das larvas com o minimo de dieta anterior possivel. No quarto
dia apds eclosdo, as larvas foram retiradas dos recipientes de polietileno juntamente com o
resto de dieta larval e colocadas em vasilhas plésticas sobre vermiculita para permitir a

pupacao.
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Apos o estabelecimento da coldnia, foi utilizada uma dieta larval a base de Agar
nutriente, na qual se utilizava 75 g de hemécia em p6 (AP 301- APC do Brasil), 40 g de ovo
em pod, 30 g de leite em pd desnatado, 1,2 mL de formaldeido, 13 g de Agar e 900 mL de
agua. O Agar foi dissolvido em &gua fervente e misturado aos substratos e batidos em
liquidificador. ApoGs ser misturada, a dieta era colocada nos recipientes de polietileno e ao
resfriar, se solidificava. As massas de ovos foram entdo colocadas sobre esta dieta. Os potes
foram tampados com tecido voil e colocados em estufa B.O.D nas mesmas condicdes

utilizadas com a dieta inicial.

FIGURA 3- Dieta larval a base de Agar nutriente
contendo cerca de 10g de carne bovina moida
para permitir eclosdo de larvas de primeiro
estadio.

4.4 Obtencao dos produtos de excrecao/secrecao de larvas de C. hominivorax

Para a obtencdo dos PE/S das larvas de primeiro estadio, foram incubadas 400
larvas em meio composto de 4gua milli-Q estéril contendo 1% de penicilina/estreptomicina’.
Cada larva foi retirada da dieta larval com o auxilio de pinca anatdmica, lavada uma vez em
solucdo de hipoclorito a 10% por aproximadamente cinco segundos e em seguida em agua
destilada estéril pelo mesmo periodo de tempo. Ap6s as lavagens, as larvas foram colocadas
em béquer de 25 mL contendo 1 mL do meio. Apds 16 horas de incubacdo em temperatura
ambiente, as larvas foram descartadas e 0 meio contendo o PE/S foi recolhido. Para obtengéo
do PE/S das larvas de segundo estadio, foram incubadas 300 larvas em 2 mL do meio
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mencionado acima. Essas larvas foram lavadas por duas vezes em solucdo de hipoclorito a
10% e agua destilada estéril antes de serem adicionadas ao meio. Apds 24 horas de incubagdo
em temperatura ambiente, as larvas foram descartadas e 0 meio contendo o PE/S recolhido.
Os mesmos procedimentos foram feitos também para as larvas de terceiro estadio, mas estas
foram lavadas por trés vezes, sendo 110 incubadas em 10 mL de meio. Apds 48 horas de
incubacdo, as larvas de terceiro estadio foram descartadas e o PE/S recolhido. Para todos os
estadios, os meios contendo o PE/S foram centrifugados a 7000g por 20 minutos a 4°C e 0s
sobrenadantes recolhidos (Microcentrifuga 5417 EPPENDORF®). Apo6s devidamente

identificados, os PE/S foram estocados em freezer -80°C até o0 momento do uso.

FIGURA 4- A- Larvas de terceiro estadio incubadas em agua milli-Q estéril contendo 1% de
antibidtico. B- Produto da incubacdo das larvas de C. hominivorax apds
centrifugagdo — pellet e sobrenadante.

4.5 Dosagem de proteinas dos produtos de excre¢do/secrecao

Para quantificar as proteinas totais presentes nas amostras, foi utilizado o método
de Bradford™. A curva padréo foi construida com albumina de soro bovino e a leitura feita
com espectrofotbmetro UV/visivel no comprimento de onda de 595 nm. Apos a dosagem, as
amostras foram separadas em aliquotas contendo aproximadamente 50 pg de proteina e

algumas delas foram liofilizadas e armazenadas em freezer.
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4.6 Ensaios enzimaticos

4.6.1 Ensaio para atividade de proteases totais

Para avaliar a atividade proteolitica dos PE/S de larvas de C. hominivorax
utilizou-se a azocaseina como substrato’’. Em tubos de microcentrifuga foram incubados, a 37
°C, por 1h, 20 pL da amostra, 40uL de azocaseina a 0,25% e 40 plL de tampdo. Foram
utilizados quatro tipos de tampdes com pH diferentes, sendo eles o tampdo Tris-HCI (50mM)
pH 7,5; Fosfato (50mM) pH 6,0; Acetato de sodio pH 5,0 e pH 4,0. Apos a incubacgédo foram
adicionados em cada tubo 100 pL de Acido tricloroacético (TCA a 10%) e estocados a 4°C
por 10 minutos. Decorrido este intervalo, os tubos foram centrifugados a 2500 g por 30
minutos. Apos centrifuga¢do, 100 uL do sobrenadante foi transferido para microplaca
contendo 100 puL de NaOH (1M). A absorbancia de cada amostra foi lida em leitor de ELISA
a 450 nm. O ensaio foi realizado em duplicata assim como os controles, que foram preparados
substituindo-se as amostras pelo tampdo equivalente. Uma unidade proteolitica foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para produzir uma variacdo da absorbancia por mL

de amostra por minuto, sob condic¢des padrdes.

4.6.2 Efeito de inibidores de proteases sobre a clivagem da azocaseina

Diferentes inibidores de proteases foram testados quanto ao seu efeito sobre a
atividade proteolitica presente nos PE/S de larvas de C. hominivorax. Os ensaios de inibigao
foram realizados utilizando os seguintes inibidores: benzamidina a 10 mM (inibidor reversivel
de serina proteases), pepstatin a 0,1 M (inibidor de aspartico proteases), 4-(2-
aminoetil)benzenosulfonil fluoreto hidrocloreto - AEBSF a 10 mM (inibidor irreversivel de
serina proteases), N-o-tosil-L-fenilalanina clorometil cetona - TPCK al mM (inibidor
irreversivel de quimotripsina e algumas cisteino proteases), N-a-tosil-L-lisina clorometil
cetona - TLCK a 1 mM (inibidor irreversivel de tripsina), acido etileno diamino tetra acético -
EDTA a 10 mM (inibidor de metalo proteases), trans-epoxysuccinyl L-leucylamido-4-
guanidino butano - E-64 a 0,1 mM (inibe reversivel e competitivamente cisteino proteases) e
leupeptina a 0,1 mM (inibidor competitivo e reversivel de cisteina e serina proteases).

Em microtubos contendo 20 pL da amostra e 20 pL de azocaseina a 3% foram
adicionados 60 pL de cada um dos inibidores citados acima e incubados a 37 °C por 15 horas.
Ap0s incubacdo, aos microtubos foram adicionados 120 uL de TCA a 10% e transferidos para

a geladeira por 15 minutos. Apds esse intervalo o material foi centrifugado a 9000 g por cinco
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minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para outro microtubo ao qual foram
adicionados 100 pL de NaOH para interromper a reacdo. Em seguida, 100 pL da solugdo de
cada microtubo foi transferido para microplacas de polipropileno e a leitura foi realizada em
leitor de ELISA a 405 nm. Microtubos contendo os PE/S de cada estadio larval sem adigédo de
inibidores foram submetidos aos mesmos procedimentos para controle das reagdes. O controle

foi realizado em duplicata, assim como o ensaio com inibidores.

4.6.3 Ensaio para atividade de tripsina

Ensaios utilizando o substrato N-a-benzoil-L-anginil-p-nitroanilida (BAPNA)
foram realizados para investigar a cinética da atividade enzimatica especifica para tripsina dos
PE/S de larvas de C. hominivorax. O protocolo foi seguido de acordo com Caroci et al.”® com
algumas modificagdes. Em placas de polipropileno foram adicionados aos pogos 190 pL de
solucéo do substrato (BAPNA 3 mM em tampao Tris-HCI pH 8,15; CaCI2 1 mM) e 10 pL de
cada amostra dos PE/S das larvas em seus diferentes estadios. A absorbéancia foi medida a 405
nm e as leituras foram registradas a cada 10 minutos durante quatro horas. Para cada amostra
foram realizadas reacdes em triplicata e os resultados foram expressos com as médias das
absorbancias. O controle negativo da reacdo também foi realizado em triplicata, incluindo nos

pocos apenas substrato.

4.6.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para a visualizacdo do perfil eletroforético dos PE/S das larvas de primeiro,
segundo e terceiro estadios de C. hominivorax, foi realizada uma eletroforese em gel de
poliacrilamida de acordo com a metodologia de Laemmli”® utilizando gel de
acrilamida/bisacrilamida 12% na presenca de dodecil sulfato de sodio 10% (SDS). Para
aplicacdo no gel, amostras contendo 15 pg de proteina para larvas de primeiro estadio, 9 pg de
proteina para larvas de segundo estadio e 7 pg de proteina para larvas de terceiro estadio
foram diluidas, volume a volume, em tampéo da amostra (Tris-HCI 500 mM, pH 6,8; SDS
10%; 2-mercaptoetanol 120 mM; glicerol 10%; azul de bromofenol 0,05%) e foram entdo
submetidas a fervura por 2 minutos e em seguida aplicadas no gel num volume de 20 pL por
canaleta. A corrida eletroforética foi realizada em temperatura ambiente, sob corrente de 120
V, 40 mA e 60 W, no equipamento Mini-Protean da marca Bio-Rad® de acordo com as
instrucées do fornecedor. Um padrdo de peso molecular (#SM0431; Fermentas®) composto

pelas proteinas B-galactosidase (116 kDa), albumina bovina (66,2 kDa), albumina de ovo (45
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kDa), lactato desidrogenase (35 kDa), REase Bsp 981 (25 kDa), B-lactoglobulina (18,4 kDa) e
lisozima (14,4 kDa) foi incluido nas corridas a fim de se fazer uma estimativa comparativa

com o0s pesos moleculares das proteinas da amostra.

4.7 Coloracao dos géis

4.7.1 Prata

Apobs a eletroforese, o gel foi incubado em solucdo fixadora composta de metanol
a 50%, acido acético a 12% e formaldeido 0,1% por uma hora. Posteriormente o gel foi
incubado por 20 minutos em solucgéo de etanol a 50% (trés trocas) e em solucdo de tiossulfato
de sodio (0,2g/L) por um minuto. Apds esse procedimento, o gel foi lavado trés vezes com
agua destilada durante 20 segundos.

A impregnacdo com prata foi feita com nitrato de prata a 0,2% e formaldeido
0,075% por 20 minutos. Em seguida o gel foi lavado novamente com &gua destilada e
colocado em solucdo reveladora composta de carbonato de sodio a 6%, formaldeido a 0,1% e
tiossulfato de sodio (0,2g/L). Apods a coloracdo das bandas, o gel foi lavado duas vezes com
agua destilada e colocado em solucéo de parada composta de metanol a 50% e acido acético a
12%"%.

4.7.2 Comassie Blue

Apbs a eletroforese, o gel foi corado com Comassie Blue (solucdo de Azul de
Comassie G-250 0,1%, metanol 25%, acido acético 5%) ficando em agitacdo por uma hora.
Apos esse procedimento, o gel foi descorado com solucédo de acido acético a 10%.

4.8 Zimograma

Para analisar o perfil de hidrélise de proteases contidas nos produtos de
excrecdo/secrecdo de larvas de C. hominivorax foi realizado zimograma em gel de SDS-
PAGE copolimerizado com gelatina de acordo com WILLIAMS & COOMBS® com algumas
modifica¢fes. As amostras dos PE/S de cada estadio foram liofilizadas quando necessario a
fim de padronizar a concentracdo de proteinas em cada uma delas. Assim, amostras de cada
estadio larval sem tratamento prévio com inibidores de proteases foram padronizadas em 10,
20, 30 e 50 pg para aplicacdao no gel. Cada amostra foi diluida (v/v) em tampado da amostra

(Tris-HCI 500 mM, pH 6,8; SDS 10%; 2-mercaptoetanol 120 mM; glicerol 10%; azul de
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bromofenol 0,05%) ¢ aplicadas num volume de 20 plL por canaleta. A eletroforese foi
realizada aplicando-se as amostras em gel de acrilamida a 12% copolimerizado com gelatina a
0,5% e a corrida foi realizada sob uma corrente de 80 V. Apoés corrida, os geis foram
incubados em Triton X-100 (2,5% - v/v) a 37 °C por 30 minutos sob agitacdo constante. Para
detectar a atividade proteolitica, os géis foram incubados em tampédo Tris-HCI pH 8,15
contendo CaCl2 1 mM e ditiotreitol (DTT a 1 mM) durante 15 horas a 37°C™. Para a
visualizacdo das bandas de protedlise, os géis foram corados com comassie blue (solugéo de
Azul de Comassie G-250 0,1%, metanol 25%, acido acético 5%) por uma hora e descorados

com solucdo de &cido acético a 10%.

4.9 Efeito dos inibidores de proteases sobre os produtos de excrecéo/secrecdo de larvas

de C. hominivorax

A inibicdo da atividade proteolitica dos PE/S de larvas de C. hominivorax foi
analisada por meio de zimograma em géis de poliacrilamida a 12% copolimerizado com
gelatina a 0,5%, nos quais as amostras foram aplicadas apds incubacdo prévia com 0s
inibidores de proteases. Amostras dos trés estadios larvais contendo o equivalente 30 ug de
proteinas foram incubadas por uma hora a 37 °C com cada um dos inibidores. Apds a
incubacdo, as amostras foram diluidas em tampdo da amostra (Tris-HCI 500 mM, pH 6,8;
SDS 10%; 2-mercaptoetanol 120 mM; glicerol 10%; azul de bromofenol 0,05%) e aplicadas
ao gel num volume final de 20 pL. A corrida eletroforética foi realizada sob corrente de 80 V.
Apo6s corrida, os géis foram submetidos aos mesmos procedimentos descritos para o

zimograma.
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410 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram analisados utilizando o software Assistat Versdo 7.7 beta.
Variaveis com distribuicdo normal foram comparadas por ANOVA em delineamento
inteiramente casualizado, seguida pelo teste de Skott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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5. RESULTADOS

5.1 Ensaio para atividade de proteases totais

A atividade proteolitica dos PE/S dos trés estadios larvais de C. hominivorax
utilizando a azocaseina como substrato mostrou-se variavel em todas as faixas de pH. Para
larvas de primeiro e segundo estadio essa variagdo foi estatisticamente diferente em todos os
niveis de pH testados, sendo que em pH 7,5 verificou-se maior atividade proteolitica. Para
PE/S de larvas de terceiro estadio a atividade proteolitica em pH 7,5 foi igual estatisticamente
a atividade observada em pH 6,0, mas maiores do que no p]H 5,0 e 4,0 os quais foram

estatisticamente iguais.
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FIGURA 5- Atividade proteolitica dos PE/S de larvas de primeiro, segundo e terceiro
estadios (L1, L2 e L3) de C. hominivorax sobre a azocaseina em diferentes
faixas de pH.Cada marcador indica a média da absorvancia obtida nas
duplicatas. Letras iguais representam que ndo houve diferenca estatistica
significante entre as médias (ANOVA seguida de Scott-Knott, p<0,05)

5.2 Efeito dos inibidores de proteases sobre a clivagem da azocaseina
Os dados obtidos pela incubacdo dos PE/S de larvas de primeiro estadio com os
inibidores de proteases mostraram que os reagentes AEBSF e TPCK inibiram similarmente a

atividade proteolitica. Em seguida, os inibidores Pepstatin-A e TLCK inibiram cerca de 50% a
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atividade proteolitica dessas larvas, ndo diferindo estatisticamente entre si. Benzamidina,

EDTA, Leupeptina e E-64 inibiram a atividade proteolitica de forma igual estatisticamente,

porém em porcentagem inferior aos demais inibidores. Para PE/S de larvas de segundo

estadio, a incubacdo com Pepstatin-A, AEBSF e TPCK causou a maior reducdo da atividade

proteolitica, ndo tendo diferenca significativa entre os trés inibidores. O reagente TLCK inibiu

a atividade dos PE/S dessas larvas de forma intermediaria e o restante dos inibidores ndo

diferiram estatisticamente entre si, inibindo de forma bastante inferior comparando-os aos trés

inibidores supracitados.Incubando os PE/S de larvas de terceiro estadio com Pepstatin A,

AEBSF e TPCK também se verificou maior inibicdo da atividade proteolitica, seguido do

TLCK, que inibiu em menor porcentagem a atividade proteolitica desse produto. Para este

ultimo estadio larval os demais inibidores ndo diferiram estatisticamente do controle.
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FIGURA 6 — Taxa de inibi¢éo da atividade proteolitica obtidos pela incubacdo da azocaseina

com os PE/S de L1 (A), L2 (B), L3 (C) tratados com diferentes inibidores de
proteases. Cada marcador indica a media da taxa de inibigdo obtida com a
incubacdo dos inibidores. Letras mindsculas iguais representam que ndo houve
diferenca estatistica significante entre as medias (ANOVA seguida de Scott-
Knott, p<0,05)
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5.3 Ensaio para atividade de tripsina

O ensaio com BAPNA mostrou que nos PE/S de larvas de primeiro estadio a
atividade enzimatica especifica para tripsina € pequena, no entanto cresce com o decorrer do
tempo. Para os PE/S de larvas de segundo estddio a atividade enzimatica especifica se
mostrou maior do que para larvas de primeiro estadio e se manteve praticamente constante
com o decorrer dotempo. A atividade enzimatica especifica para tripsina teve seu pico aos 60
minutos para larvas de terceiro estadios e com o decorrer do tempo foi diminuindo, ficando

constante apos as duas primeiras horas de incubacéo.
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FIGURA 7- Ensaio de atividade especifica dos PE/S de larvas de primeiro, segundo e
terceiro estadio (L1, L2 e L3) sobre o substrato BAPNA ao longo de
quatro horas.

5.4 SDS-PAGE dos PE/S de larvas de C. hominivorax

Os perfis eletroforéticos dos PE/S de larvas de primeiro estadio de C. hominivorax
estdo apresentados na Figura8. Em larvas de primeiro estadio evidencia-se a presenca de
bandas de proteinascompesos moleculares aparentes variando entre 115 kDa a 24 kDa. O
perfil protéico dos PE/S de larvas de segundo estadio revela a presenca de proteinas cujas
bandas encontram-se distribuidas entre 116 e 20 kDa. Nos PE/S de larvas de terceiro
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estadiovisualizam-se proteinas evidentes entre 116 kDa e 23 kDa, destacando-se dentro deste
intervalo bandas com 68, 65, 38 e 35 kDa.
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FIGURA 8 — Perfil proteico dos produtos de excrecdo/secrecdo de larvas de
primeiro, segundo e terceiro estaddios (L1, L2 e L3) de C.
hominivorax. Marcador molecular (M) e padrdo de peso
molecular aparente (kDa) indicado a esquerda (SDS-PAGE —
Comassie Blue/Prata).

5.5 Zimograma dos PE/S de larvas de primeiro, segundo e terceiro estadios

A andlise do zimograma (Figura 9) mostra o perfil de hidrélise da gelatina
(bandas referentes as enzimas capazes de digerir a gelatina presente no gel) produzidos por
amostras dos PE/S de larvas de primeiro, segundo e terceiro estadio de C. hominivorax, nas

concentracoes de 10, 20, 30 e 50pg.



Figura 9 - Gel de atividade proteolitica dos PE/S
de larvas de C. hominivorax. (A): 10
ung; (B): 20 pg; (C): 30 pg; (D): 50
pg. a- L1, b- L2, c- L3. Setas
indicam as bandas de hidrélise da
gelatina produzidos pelos PE/S das
larvas.
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A utilizagdo de diferentes concentracfes de PE/S ndo produziu alteragdo no
padrdo de migracdo das enzimas para amostras das larvas de primeiro estddio de C.
hominivorax, entretanto, quando utilizados em concentra¢fes maiores, produziram hidrdlise
ainda mais intensa do substrato. A analise do zimograma de amostras dos PE/S de larvas de
segundo estadiopermitiu identificar duas bandas referentes as enzimas capazes de digerir a
gelatina presente no gel. Para amostras dos PE/S de larvas de terceiro estadio pOde-se

observar a presenca detrés bandas de hidrolise.

5.6 Efeito de inibidores de proteases sobre o padréo de hidrdlise do PE/S de larvas de C.
hominivorax

Na Figura 10 encontram-se os perfis de hidrdlise de gelatina produzidos pelos
PE/S de larvas de primeiro, segundo e terceiro estadios. Para o PE/S de larvas de primeiro
estadio nota-se que os inibidores que produziram maior inibicdo da atividade enzimatica
foram AEBSF, TLCK e EDTA. Comparando-se os padrGes de hidrolise produzidos pela
amostra de larvas de segundo estadio tratadas com os inibidores, nota-se que os inibidores que
produziram maior inibicdo da atividade enzimatica foram AEBSF e TLCK, inibindo boa parte
da atividade proteolitica dessas larvas. A andlise do gel em que os inibidores de proteases
foram adicionados a amostra dos PE/S de larvas de terceiro estadio permite-nos observar o
desaparecimento de bandas quando utilizados os inibidores AEBSF e TLCK.



FIGURA 10- Efeito dos inibidores de proteases sobre a atividade
proteolitica dos PE/S de L1, L2 e L3 de C.
hominivorax. a- L1; b- L2; c- L3. Amostra ndo
tratada - controle: (A). Amostras tratadas com
inibidores: (B):Benzamidina; (C):Pepstatin A,
(D): AEBSF; (E):TLCK; (F):TPCK; (G):
EDTA; (H): Leupeptina; (I): E-64.
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6.0 DISCUSSAO

Neste estudo o perfil bioquimico de algumas proteinases produzidas por larvas de
diferentes estadios de C. hominivoraxfoi caracterizado. Poucos estudos foram realizados com
as espécies causadoras de miiaes maisimportantes no Brasil, no que se refere a caracterizacdo
dos PE/S. As proteinas produzidas por larvas de D. hominis foram parcialmente estudadas por
Brant’! e as de C. hominivorax por Oliveira e Giglioti'>. No presente trabalho, foram
realizados estudos que ainda ndo tinham sido feitos com C. hominivorax, ou seja, além da
eletroforese (SDS-PAGE), foram feitos ensaios com dois substratos diferentes, azocaseina
para avaliagcdo da atividade de proteases totais em diferentes faixas de pH e BAPNA para
avaliacdo de atividade especifica para tripsina, além dos zimogramas com e sem inibidores de
proteases para os trés estadios larvais.

Comparando os resultados obtidos no ensaio com azocaseina em faixas de pH que
variaram de 4,0 a 7,5 com outros dipteros que produzem miiases verifica-se que o resultado
foi semelhante em varias espécies de moscas causadoras de miiases. Por exemplo, para
produtos de excrecdo e secrecdo de larvas de terceiro estadio de O. ovis a atividade enzimatica
méxima foi observada em pH 8,0°®. O pH 6timo para enzimas digestivas de insetos abrange
uma ampla faixa variando de acida a alcalina,no entanto, muitas proteases secretadas
(especialmente serina proteases) e amino peptidases tém atividade 6tima em meio neutro ou
alcalino®. O pH 6timo observado para as proteases oriundas de produtos de excrecdo e
secrecdo de L. sericata, L. cuprina e Oxysarcodexia thornax (Diptera: Sarcophagidae) esteve
entre 7,0 e 9,52°°%8%84 Estudos caracterizando enzimas hidroliticas em produtos de glandulas
salivares de O. ovis obtiveram atividade proteolitica méxima em pH 8,0% o que se assemelha
com os resultados obtidos para C. hominivorax.

Pesquisas com cultura in vitro de larvas de primeiro estadio de O. ovis obtiveram

maior sobrevivéncia larval em pH 7,7%°. Em L. cuprina, Guerrini et al.?’

relataram que o maior
crescimento e sobrevivéncia das larvas foi conseguido com pH 8,0-9,0 em ovelhas infestadas
artificialmente. Hipodermina (A) e (B) produzidas por H. lineatum tiveram atividade 6tima
em pH 8,5%. Em Hypoderma, por exemplo, o pH étimo de colagenase foi entre 8,0 e 8,5 e
diminuiu 22% em pH 9,0%%. Estes resultados corroboram com os encontrados para C.
hominivorax no presente estudo. Em contraste ao mencionado anteriormente, a atividade de
tripsina e quimotripsina de produtos de excrecdo e secregédo de larvas de C. bezziana foi alta

sobre uma ampla gama de pH, variando entre 5,0 a 10,0*2.
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A atividade proteolitica dos PE/S de D. hominis sem a avaliacdo de pH mostrou
uma atividade muito baixa para PE/S de larvas de primeiro estadio que se manteve constante
no decorrer de 24 horas, uma atividade intermediaria em larvas de segundo estadio e a maior
atividade foi observada para PE/S de larvas de terceiro estadio, similar ao encontrado no
presente estudo para C. hominivorax’.

A andlise do SDS-PAGE dos PE/S de larvas de C. hominivorax revela a presenca
de proteinas cujas bandas encontram-se distribuidas entre 116 e 20 kDa para os trés estadios
larvais. Em estudos feitos com PE/S de D. hominis foram identificadas bandas protéicas que
situavam em uma faixa de distribuico entre 100 e 14 kDa'' e a partir do sobrenadante de
macerado total de larvas de D. hominis em SDS-PAGE a 12% corado por prata foram
reveladas proteinas entre 14 a 94 kDa em larvas de segundo estadio e 21 a 63 kDa em larvas
de terceiro estadio®, resultados que se assemelham com os valores de pesos moleculares
encontrados para os PE/S de larvas de C. hominivorax. Estudos com PE/S de outros dipteros
como S. magellanica revelaram perfil de proteinas produzidos por larvas de terceiro estadio
caracterizado por bandas de 23 kDa a 63 kDa". Para C. bezziana foram identificadas bandas
entre 65 e 14 kDa'. Analisando 0 SDS-PAGE dos PE/S de larvas segundo e terceiro estadios
de O. ovis verificou-se a presenca de um complexo conjunto de bandas de proteinas que
variaram em peso molecular de 79,0 a 14,6 kDa®. A analise de PE/S de larvas de terceiro
estadio de C. megacephala produziu uma Unica banda a 16 kDa , uma banda entre 16 kDa e
23 kDa e uma ampla faixa entre 23 kDa e 45 kDa'>. Comparando os pesos moleculares das
proteinas identificadas nos PE/S desses dipteros nota-se que as espécies biontéfagas como C.
hominivorax, D. hominis, O. ovis e C. bezziana produzem proteinas com massas moleculares
superiores as espécies necrobiontdfagas. E provavel que essa diferenca esteja relacionada a
biologia destas espécies, ja que espécies necrobiontdéfagas geralmente ndo penetram
ativamente nos tecidos, alimentando-se superficialmente.

Ao analisarmos o efeito de inibidores de proteases sobre a clivagem da azocaseina
para PE/S de larvas de primeiro estadio de C. hominivorax observa-se que a maior taxa de
inibicdo foi verificada com os seguintes inibidores: AEBSF (inibidor irreversivel de serina
proteases); TPCK (inibidor irreversivel de quimotripsina e algumas cisteino proteases) 0s
quais foram estatisticamente iguais em sua inibicdo, evidenciando que as proteinases
presentes no PE/S de larvas de primeiro estadio sdo em sua maioria serina proteases do tipo
quimotripsina. Esses resultados sdo semelhantes aos observados no zimograma, em que 0S
perfis de hidrolise de gelatina produzidos pelos PE/S de larvas de primeiro estadio tratados

com os diferentes inibidores de proteases mostraram a inibicdo de amostras tratadas com
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AEBSF e TLCK, confirmando a presenca de serina proteases nos PE/S dessas larvas. Os
resultados corroboram os obtidos por varios autores que estudaram parasitos invasores de
tecidos® incluindo as principais espécies causadoras de mifases.

Em H. lineatum, a degradacéo de proteinas (C3) do sistema complemento *>* foi
atribuida a uma enzima digestiva produzida pelas larvas de primeiro estadio e caracterizada
como uma protease (HyA) da classe das serinaproteases. Em O. ovis*? e em L. cuprina®, a
clivagem de IgG foi atribuida a uma protease digestiva identificada como serina protease.

Estudos realizados por Cuervo et al.®

identificaram também que as principais proteases
expressas por O. thornax pertencem & classe de serina proteases. Pires et al.”* detectaram
atividades de cisteina e serina proteinases em larvas de segundo e terceiro estadios de D.
hominis, e mostraram uma maior atividade de serina proteinase quando comparada a atividade
de cisteina proteinase para esta espécie. Esses resultados corroboram com o encontrado pra C.
hominivorax e confirmam o perfil esperado de enzimas do tipo serina proteases que ja foram
descritos para outros insetos® .

A andlise do efeito dos inibidores sobre a clivagem da azocaseina pelos PE/S de
segundo estadio permitiu concluir que a incubacdo com Pepstatin-A (inibidor de aspartico
proteases), TPCK (inibidor irreversivel de quimotripsina e algumas cisteino proteases) e
AEBSF (inibidor irreversivel de serina proteases) causaram maior reducdo da atividade
proteolitica, sendo que esta inibicdo foi igual estatisticamente para os trés inibidores. Para 0s
PE/S de larvas de terceiro estadio esses trés inibidores também foram os que causaram maior
taxa de inibicdo. Por outro lado ndo houve inibicdo da atividade enzimatica com Pepstatin-A
no zimograma tanto para larvas de segundo estadio quanto para larvas de terceiro estadio. A
presenca de aspartil proteases em secrecdes larvais também foi verificada para L. sericata, em
que foram detectadas quatro enzimas proteoliticas, compreendendo duas serina proteases,
uma aspartil proteinase e uma metalo proteinase, com pesos moleculares que variavam de 20
a 40 kDa e atividade ao longo de uma larga faixa de pH®. Para a espécie D. hominis foram
detectadas metalo proteases em PE/S de larvas de primeiro estadio e serina proteases em
larvas de segundo e terceiro estadios indicando que também houve diferenca de proteases de
estadios imaturos para os subsequentes nessa espécie em questio’.

Essas diferengas de proteinases encontradas entre os estadios larvares de C.

hominivorax também corroboram com YOUNG et al. %

que identificaram que ha uma
modificacdo no padrdo de proteinas durante o desenvolvimento larval de L. cuprina, passando
de uma predominancia de proteinas com alta massa molecular para um com proteinas de

massas inferiores & medida que ocorre o desenvolvimento larval. Esses autores também
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inferiram que o padrdo de proteinas secretadas por larvas desta espécie muda dramaticamente
e 0 aparecimento e desaparecimento de certas moléculas refletem a funcdo que estas
desempenham em diferentes estadios de desenvolvimento.

A hidrolise de gelatina pelos PE/S de larvas de C. hominivorax, caracterizada por
maiores bandas de hidrélise, especialmente referente a larvas de terceiro estadio, indicam uma
atividade proteolitica mais ampla que a observada em larvas de primeiro estadio. A cinética
da atividade proteolitica da azocazeina na qual quantidade de cromoforo liberado foi
substancialmente inferior em larvas de primeiro estadio, reforcam essa constatacdo. Essa
maior atividade proteolitica constatada nas larvas de segundo e terceiro estadios também foi
observada nos PE/S de larvas de D. hominis™ e de larvas de terceiro estadio de O. ovis®®. Esta
maior atividadefoi interpretada pelos ultimos autores como relacionada ao grande crescimento
da larva de terceiro estadio que ja no inicio do seu desenvolvimento adquire cerca de 45% do
seu peso final. Levando em conta que as proteases sdo produzidas em fungdo de
requerimentos fisiologicos do parasita, pode-se inferir que as larvas de segundo e terceiro
estadiosde C. hominivorax apresentem um repertorio de enzimas maior em decorréncia da
maior necessidade de ingestdo de nutrientes advindos da digestdo do tecido de seus
hospedeiros.

Considerando a proximidade filogenética'®*'® de C. hominivorax com O. ovis e
D. hominis, pode-se sugerir que a maior atividade proteolitica dos PE/S das larvas de segundo
e terceiro estadios de C. hominivorax deve-se a alta taxa de crescimento em decorréncia da
maior ingestao de nutrientes.

No ensaio utilizando substrato sintético especifico para a deteccdo de atividade
triptica (BAPNA), avaliando a cinética da atividade dos PE/S medida ao longo de quatro
horas de incubacdo mostrou que este substrato revelou que a atividade triptica esta presente
em todos os estadios larvais, sendo que em larvas de primeiro estadio a atividade triptica €
baixa, porém aumenta com o decorrer do tempo. A atividade em larvas de segundo estadio é
intermediéria e tende a estabilizar-se com o tempo. A atividade triptica & maior para larvas de
terceiro estadio, e tende a decair com o tempo. Estes resultados sdo similares ao encontrados
para a espécie D. hominis no qual a incubagdo com o substrato BAPNA revelou uma
atividade triptica mais pronunciada em larvas de terceiro estadio, em comparagdo com 0s
estadios anteriores’®. Os resultados em questao refletem a maior atividade tréfica das larvas
de terceiro estadio para as duas espécies, 0 que € compativel com o0 expressivo

desenvolvimento que ocorre nesse estadio.
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As limitacdes de metodos tradicionais de controle de parasitos como resisténcia a
inseticidas, custos elevados, grande impacto ecoldgico devido aos residuos toxicos e agressao
a outras espécies indicam a necessidade de elaboracdo de novas técnicas mais eficientes. A
caracterizacdo bioguimica dos PE/S de todos os estadios larvais de C. hominivorax melhora o

conhecimento da fisiologia desse parasita e sua interacdo com o hospedeiro.
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7.0 CONCLUSOES

Os PE/S de larvas de primeiro e segundo estadio de C. hominivorax apresentam
maior atividade proteolitica em pH 7,5. Com a diminuicdo do pH a atividade proteolitica
decresce substancialmente. Para larvas de terceiro estadio a atividade proteolitica se mostrou
estatisticamente igual em pH 7,5 e 6,0 e diminui proporcionalmente com diminui¢éo do pH.

A atividade enzimatica especifica para tripsina € pequena para larvas de primeiro
estadio, porém cresce com o decorrer do tempo. A atividade enzimatica em larvas de segundo
estadio € intermediaria e se mantém praticamente constante com o tempo. Para larvas de
terceiro estadio a atividade especifica para tripsina € maior do que os demais estadios, ficando
constante apos as duas primeiras horas.

Os perfis proteicos dos PE/S dos trés estadios larvais mostra a presenca de bandas
de proteina com pesos moleculares aparentes variando de 20 a 116 kDa.

O zimograma evidencia maiores bandas de hidrélise para PE/S de larvas de
terceiro estadio.

As proteinases presentes no PE/S de larvas de primeiro estadio sdo em sua
maioria serina proteases do tipo quimotripsina. Para larvas de segundo e terceiro estadios as

proteinases sdo em geral serina e aspartico proteases.
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