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RESUMO 

 

Cochliomyia hominivorax (COQUEREL, 1858), conhecida popularmente como mosca da 

bicheira, é um díptero pertencente à família Calliphoridae. Suas larvas são parasitos 

obrigatórios de animais de sangue quente e sua área de distribuição estende-se por toda a 

América Latina. Alguns estudos realizados com dípteros que produzem miíases chegaram à 

conclusão que a produção de enzimas digestivas excretadas e secretadas pelas larvas tem 

participação crucial para o estabelecimento e a sobrevivência desses parasitos nos 

hospedeiros. Devido à falta de estudos com esta abordagem em C. hominivorax, este trabalho 

teve como objetivo caracterizar e classificar as enzimas presentes na excreção e secreção das 

larvas desta mosca, analisando seu perfil bioquímico. Para a execução do mesmo, foi 

estabelecida uma colônia dessa espécie em condições de laboratório, para colheita do material 

necessário para a análise. Essa colônia foi estabelecida por meio da obtenção de larvas de 

terceiro estádio presentes em animais naturalmente infestados, e a partir do cultivo dessas, 

foram obtidas as larvas de primeiro, segundo e terceiro estádios. A análise do perfil proteico 

dos produtos de excreção e secreção (PE/S) foi realizada por eletroforese em gel de 

poliacrilamida e a atividade proteolítica foi analisada utilizando gelatina, azocaseína e N-a-

benzoil-arginina-nitroanilida como substratos. Nos PE/S dos três estádios foram detectadas 

proteínas com peso molecular aparente que variou entre 116 e 20 kDa. No ensaio com 

azocaseína em diferentes faixas de pH observou-se que a maior atividade proteolítica ocorre 

em pH 7,5 para todos os estádios larvais. Para caracterização das enzimas foram realizados 

ensaios utilizando estes mesmos substratos, nos quais as amostras foram tratadas com os 

inibidores Benzamidina, Pepstatin A, AEBSF, TLCK, TPCK, EDTA, Leupeptina e E-64. As 

proteinases presentes no PE/S de L1 são em sua maioria serina proteases do tipo tripsina e 

quimotripsina, enquanto que para os PE/S de L2 e L3 foi evidenciada a presença de serina 

proteases e aspartil proteases. 

 

Palavras chave: Díptero, enzima, parasitos, mosca, miíase. 
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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. INTRODUÇÃO 

Cochliomyia hominivorax é um dos principais parasitos que causam injúria na 

população de animais em países Sul Americanos, exceto no Chile
1
. O parasitismo por C. 

hominivorax é de caráter obrigatório no período larval, suas larvas se desenvolvem em tecidos 

vivos de hospedeiros vertebrados, causando as miíases, que são caracterizadas por gerarem 

irritação, febre, crescimento reduzido, e em infestações graves podem levar até a morte
2
. As 

miíases provocadas por larvas dessa mosca apresentam grande morbidade e mortalidade, 

sobretudo em animais domésticos como bovinos e ovinos, acarretando grandes prejuízos 

econômicos ao agronegócio
3
. Os seres humanos também são parasitados, sendo a doença 

comum em áreas rurais e urbanas, atingindo com mais frequência indivíduos com distúrbios 

psiquiátricos
4,5

, etilistas crônicos
6
 , desnutridos, imunodeprimidos, e pessoas com precários 

hábitos de higiene corporal e de baixo grau de instrução
7
, contudo, podem ocorrer também em 

indivíduos saudáveis. Em reservas ecológicas, parques florestais e zoológicos, animais 

selvagens também são parasitados por esse díptero, tais como veados, tatus, tamanduás, pacas, 

elefantes, lobos marinhos, avestruzes e várias espécies de felinos
8

. 

A espécie C. hominivorax é holometábola, ou seja, tem metamorfose completa. 

Em temperaturas médias de 22°C, o ciclo de vida ocorre em aproximadamente 24 dias, 

porém, dependendo das condições ambientais, este pode se estender até por 50 dias. As 

fêmeas depositam seus ovos em bordas de ferimentos ou nas mucosas de animais enas 

primeiras 24 horas, as larvas eclodem e começam a se alimentar dos fluidos corporais e 

tecidos vivos do hospedeiro
9
. Cada fêmea coloca em média 200 ovos (variando de 10 a 500) e 

quando atraída pelo odor característico de feridas já infestadas, pode levar a infestações com 

centenas ou milhares de larvas, sendo capaz de ocasionar a morte do hospedeiro
10

. As larvas 

completam seu desenvolvimento em um período que varia entre quatro a oito dias, 

dependendo das condições ambientais. Abandonam a ferida e em seguida se enterram para 

transformarem-se em pupas
11

. Os adultos emergem em aproximadamente oito dias, estando 

prontos para copular após os primeiros três dias.  

Em estudos com vários dípteros que produzem miíases verificou-se que a 

produção de enzimas digestivas secretadas e/ou excretadas pelas larvas é responsável pelo 

estabelecimento e sobrevivência desses parasitos nos hospedeiros
12

. Dessa forma, vários 

pesquisadores investigaram essas substâncias secretadas e/ou excretadas por larvas de dípteros 

que produzem miíases. Alguns utilizam os resultados para fins de desenvolvimento de vacinas 

contra esses parasitos, pois, até o presente momento, não foram desenvolvidas vacinas 
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comerciais que ofereçam proteção contra as miíases
13

, outros usam as informações obtidas 

para investigar a dinâmica desse parasita no hospedeiro em questão.  

Sabe-se que larvas de C. hominivorax produzem enzimas proteolíticas que servem 

como agentes facilitadores da sua manutenção no hospedeiro, digerindo o tecido, fazendo com 

que tenham maior facilidade para penetrar na pele do animal que estão parasitando. Existe um 

interesse na investigação de enzimas proteolíticas nos diferentes sistemas biológicos, pois há a 

possibilidade de que estas possam constituir um alvo potencial para produção de drogas e de 

imunógenos
14

. No entanto, estes estudos são ainda incipientes para grande parte dos dípteros 

causadores de miíases, principalmente para C. hominivorax, o que torna importante a 

realização de pesquisas com esta mosca, já que esta é uma espécie presente no Brasil e que 

causa danos consideráveis aos animais e consequentemente à economia. 

Diante do exposto acima, faz-se necessário um estudo mais aprofundado sobre as 

substâncias presentes no produto da secreção e/ou excreção das larvas de C. hominivorax, 

possibilitando a caracterização e classificação das proteases presentes nessas substâncias. A 

análise do perfil bioquímico dessas substâncias além de auxiliar na ampliação do 

conhecimento sobre o mecanismo parasitário, pode gerar aplicação dessas enzimas no 

contexto da Medicina Veterinária e Humana. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Definição de miíase e principais espécies causadoras 

Miíase é definida como a infestação por larvas histiófagas de dípteros (moscas) 

em hospedeiros vertebrados,  que encontram em tecidos vitalizados (biontófagas) ou 

necróticos (necrobiontófagas) fonte nutricional para seu desenvolvimento e reserva energética 

para a fase de pupa. Atualmente, as miíases podem ser vistas sob dois aspectos: clínico ou 

parasitológico. Na primeira, a classificação está fundamentada nos locais do corpo do 

hospedeiro onde as larvas se instalam ou são encontradas, assim sendo designadas como 

cutâneas, cavitárias (nasofaringeal, ocular e urogenital) ou intestinais.  Quanto ao aspecto 

parasitário, a infestação pode ser classificada como do tipo obrigatória, facultativa e acidental 

(quando leva em conta a biologia do inseto) ou primária e secundária. No caso das miíases 

obrigatórias (primárias), os imaturos se desenvolvem exclusivamente em tecidos vivos de 

animais, não possuindo outra fonte de recurso alimentar, ou seja, não sobreviveriam se não 

parasitassem um hospedeiro, enquanto que nas miíases facultativas (secundárias) as larvas 

podem se desenvolver a partir de tecido necrosado do hospedeiro ou decarcaças encontradas 

na natureza
15-17

. 

Além de C. hominivorax, estão entre as principais espécies causadoras de miíases: 

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 miíase ulcerativa/traumática de caráter obrigatório, suas larvas são 

biontófagas. Está distribuída pela Índia, Península Arábica, Indonésia, Filipinas e Nova 

Guiné, não ocorrendo no Brasil. Tem como hospedeiros os ovinos e humanos
18

. L. cuprina é 

classificada por produzir miíase de caráter facultativo. Tem sua distribuição mais concentrada 

na África do Sul e Austrália, mas pode ser encontrada em outras partes do mundo, inclusive 

no Brasil. O mecanismo de infestação se dá por meio da deposição de ovos em cadáveres, em 

feridas negligenciadas e supuradas, ou ainda, em particular, sobre a lã de ovelhas que possam 

estar sujas com urina, fezes ou sangue. Pode causar miíase secundária em humanos
19

. L. 

sericata causadora de miíase usualmente de caráter benigno, é conhecida principalmente por 

sua utilização em terapia larval, alimentando-se de tecido necrosado, é usada em resposta à 

busca de métodos adequados para controlar infecções de feridas crônicas
20,21

. D. hominis 

causa miíase de caráter obrigatório. Suas larvas são biontófagas e a forma furuncular é a mais 

comum. Entre os hospedeiros estão humanos, bovinos, suínos, cães, gatos, cavalos, ovelhas, 
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outros mamíferos e algumas aves
22,23

. H. bovis e H. lineatum são duas espécies de grande 

distribuição no Hemisfério Norte, onde causam prejuízos semelhantes aos determinados pela 

D. hominis na América tropical. Suas larvas são biontófagas, causando miíase obrigatória em 

ruminantes domésticos e selvagens e a infestação humana ocorre mais frequentemente em 

pessoas que estão em estreita proximidade com o gado
24

. O. ovis é uma espécie cosmopolita, 

suas larvas são biontófagas e causam miíase cavitária de caráter obrigatório. Tem como 

hospedeiros ovinos, caprinos, e ocasionalmente humanos
25

. As larvas do gênero Gastrophilus 

são parasitos obrigatórios do trato gastrintestinal de eqüídeos, causando a gasterofilose. 

Localizam-se no estômago de eqüinos e são eliminadas com as fezes
26

. S. magellanica é uma 

mosca varejeira de importância médica e forense, suas larvas são necrobiontófagas e é uma 

espécie que tem sido relatada em vários países como Argentina, Bolívia, Chile, Colômbia, 

Equador e Perú
27

 e inclusive em localidades que e vão de 1.200 a 3.100 metros acima do nível 

do mar
28

. 

 

2.2 Cochliomyia hominivorax: biologia, distribuição e importância 

A espécie C. hominivorax faz parte da família Calliphoridae, Ordem Diptera e é  

classificada como agente causador  de miíase primária obrigatória em animais de sangue 

quente. É biontófaga, se desenvolvendo exclusivamente nos tecidos vivos de animais 

vertebrados, e é conhecida vulgarmente como “mosca da bicheira”. Atualmente sua 

distribuição se estende por toda a América Latina, desde o México até o Norte do Chile e 

Argentina
29. 

C. hominivorax, antes de atingir a fase adulta, passa pelos estágios de ovo, larva, 

pupa e adulto. O desenvolvimento larval inclui três estádios (L1, L2 e L3) cuja duração desde 

a eclosão até o abandono do hospedeiro para evoluir ao estágio de pupa leva cerca de 

quatro dias. Fêmeas gravídicas fazem suas posturas ao redor de feridas ou lesões existentes 

nos animais e, após eclosão, as larvas de primeiro estádio adentram o interior destas feridas, 

de modo a se alimentar de líquidos provenientes de exsudato inflamatório, no caso das larvas 

de primeiro estádio, e do próprio tecido vivo, no caso de larvas de segundo e terceiro estádios. 

Após completarem seu desenvolvimento, larvas maduras abandonam o hospedeiro e caem no 

solo para pupar. Aproximadamente após oito dias há a emergência dos adultos. Sob condições 

ideais de temperatura e umidade, todo o ciclo de vida pode ser completado em apenas 14 dias, 

podendo levar a epidemias
30

. 



5 
 

 

Em condições de laboratório observa-se que as posturas se iniciam do 7º ao 8º dia 

de vida e variam de 88 a 330 ovos, com média de 191,10 ovos. O período de incubação dos 

ovos varia de 14 a 18 horas a 27°C e 80,00 a 90,00% de umidade relativa, sendo a média de 

eclosão de 99,68%. O período larval varia de 3 a 4 dias, tendo 8,26% abandonado o meio a 

partir do 3º dia, 89,10% no 6º dia e 2,64% no 5º dia. Vinte e quatro horas após eclosão, 

61,00% das larvas foram L2, e 48 horas após 50,00% foram L3. O período pré-pupa varia 

entre 12 a 36 horas com média de 24 horas, a emergência dos adultos ocorre entre 6 a 10 dias 

com média de 7,3 dias, a razão sexual de 1:1 entre machos e fêmeas foi constatada na criação 

artificial. Entre o 2° e 3° dia após a emergência inicia-se a cópula, entretanto, em temperatura 

de 10°C as fêmeas morrem antes de copular. Os machos apresentam se aptos a cópula entre o 

4° e 6° dia pós-emergência
16

. 

A condição climática em grande parte do Brasil, durante maior parte do ano é 

bastante favorável para as infestações por este parasito, como já descrito por vários    

autores
31-33

.
 

O parasitismo por C. hominivorax provoca alterações clínicas
34

 hematológicas e 

bioquímicas em bovinos
35,36

. 

No Brasil, a pecuária possui expressiva importância econômica; é caracterizada 

como extensiva e ocupa grandes áreas. Nestas condições, a miíase causada pela mosca C. 

hominivorax destaca-se por acarretar prejuízos à bovinocultura, principalmente como agente 

nas miíases umbilicais dos bezerros recém-nascidos, bem como diminuindo a produção  

leiteira  e  os índices  de fertilidade, reduzindo a taxa de conversão alimentar e o ganho de 

peso, podendo, eventualmente, levar os animais infestados à morte. No Brasil, os prejuízos 

causados por esta mosca, ocorridas pela queda de produtividade, pelos custos dos 

medicamentos para o tratamento como também pela mão de obra para o manejo dos animais 

susceptíveis e/ou doentes somam 340 milhões de dólares por ano
37

. 

 

2.3 Produtos de excreção/secreção (PE/S) 

As proteases ou enzimas proteolíticas são substâncias que catalisam a quebra das 

ligações peptídicas das proteínas
38

. Estas enzimas têm sido identificadas em diferentes 

sistemas biológicos, desde vírus até vertebrados. Enzimas proteolíticas de invertebrados tem 

sido alvo de muitos estudos e uma atenção especial tem sido direcionada para o grupo das 

tripsinas por estas fazerem parte de uma série de processos fisiológicos, desempenhando um 

papel importante na hidrólise de proteínas alimentares
39-41

. Os estudos de sequenciamento 

genômico têm revelado que as proteases correspondem a aproximadamente 2% dos genes 
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expressos e que elas apresentam pequenas variações entre os organismos. Estas proteínas 

apresentam massas que variam de monômeros de 10 kDa a complexos de várias centenas de 

kDa. De acordo com a natureza da atividade catalítica utilizada no processo de hidrólise, as 

proteases são classificadas nos seguintes grupos: serina proteases, aspartato proteases, 

treonina proteases, metalo proteases e cisteína proteases
42

. 

Proteases estão sujeitas à inibição de sua ação por agentes moleculares que 

interferem com a catálise, diminuindo ou inibindo completamente as reações enzimáticas. 

Ensaios em que se utilizam inibidores de proteases fornecem valiosas informações a respeito 

dos mecanismos de ação das enzimas. Os inibidores enzimáticos podem ser classificados em 

reversíveis e irreversíveis. A inibição do tipo reversível pode ser competitiva, não competitiva 

ou mista. Os inibidores do tipo competitivo atuam concorrendo pelo sítio ativo da enzima, 

porque a sua estrutura molecular lembra a do substrato. Os inibidores não competitivos se 

ligam a um sítio diferente do sítio ativo do substrato, alterando a cinética da reação. Os 

inibidores mistos podem se ligar tanto à enzima como ao complexo enzima-substrato. Os 

inibidores irreversíveis são 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 ligação covalente bastante estável. O maior incentivo na pesquisa de 

inibidores de proteases é que o controle dessas enzimas é um princípio farmacológico eficaz 

no tratamento de várias doenças. Assim, ensaios em que se utilizam gel de poliacrilamida e 

substratos específicos servem para caracterizar a inibição da atividade proteolítica das 

enzimas presentes em quaisquer PE/S
14

. 

Proteases representam uma classe de enzimas com importantes papéis em 

processos fisiológicos. Além disto, elas possuem aplicação comercial, estando entre os três 

maiores grupos de enzimas industriais. Estas enzimas estão envolvidas em processos 

biológicos essenciais, como a coagulação sanguínea, morte celular e diferenciação de tecidos. 

Várias etapas proteolíticas importantes ocorrem no mecanismo invasivo de tumores, assim 

como no ciclo de infecção de um grande número de vírus e microrganismos patogênicos. 

Estes fatos tornam as proteases um alvo quimioterápico valioso para o desenvolvimento de 

novos compostos farmacêuticos. As enzimas proteolíticas também participam no catabolismo 

de proteínas, tanto nas vias degradativas como nas biossintéticas, e na liberação de hormônios 

peptídeos farmaceuticamente ativos a partir de proteínas precursoras. Certas modificações 

específicas e seletivas de proteínas durante a ativação de enzimas ocorrem via proteólise, que 

também colabora no transporte de proteínas secretórias na membrana
43

. 
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Os produtos de secreção e excreção de larvas de dípteros que causam miíases têm 

função primordial para o seu desenvolvimento nos hospedeiros, particularmente na nutrição e 

escape do sistema imune
44

. Em geral as proteases presentes nos produtos de secreção e 

excreção são usadas para a digestão de nutrientes dentro e fora do tubo digestivo. Estas são 

alvos potenciais para diagnóstico e controle, incluindo vacinas ou outros fármacos que 

poderiam interromper a penetração ou desenvolvimento das larvas causadoras de miíases
45

. 

Vários pesquisadores têm se dedicado a investigar as substâncias secretadas e/ou 

excretadas pelas larvas de dípteros produtores de miíases com o intuito de identificar as 

melhores fontes de imunógenos para fins do desenvolvimento de vacinas contra esses 

parasitos. 

Estudos realizados com PE/S de larvas de primeiro estádio de H. lineatum 

culminaram com a caracterização de três proteases do grupo serina, denominadas 

hipodermina A (HA), hipodermina B (HB) e hipodermina C (HC) que são produzidas durante 

a migração das larvas de primeiro estádio e estão envolvidas na digestão extra-intestinal
46,47

. 

A utilização dessas proteases purificadas na imunização de bovinos propiciou níveis de 

proteção superiores a 90%
48

. Além de estarem envolvidas no desenvolvimento da resposta 

imune efetiva, verificou-se que algumas dessas proteases, principalmente HA, estão 

envolvidas nos mecanismos de evasão da resposta imume
49

 tais como a clivagem de 

imunoglobulinas e degradação de proteínas do sistema de complemento
50 

e inibição da 

proliferação de linfócitos
51

. 

 Kerlin e East
52

 demonstraram que o extrato total de secreção e excreção de L. 

cuprina tem a capacidade de suprimir a proliferação de linfócitos in vitro e a produção de 

anticorpos em ovelhas. Testes de diagnóstico utilizando extrato total de secreção e excreção 

foram usados para a seleção de ovelhas resistentes a infestação por L. cuprina
53

. Outros 

estudos feitos com L. cuprina, verificaram que a maioria das proteases secretadas e/ou 

excretadas pelas larvas são do tipo serina proteases e incluem enzimas como tripsina, 

quimotripsina
54

e enzimas com atividade colagenolítica
55

. A constatação de que a inibição 

dessas proteases pode provocar a morte das larvas e de que anticorpos contra essas moléculas 

podem afetar a sobrevivência das larvas “in vitro”
54

 constituíram a base para que fosse 

avaliada a possibilidade de se utilizar essas proteases na imunização de animais. Com isso, 

CASU et al.
56

 purificaram duas quimotripsinas a partir dos PE/S de larvas de primeiro estádio 

e verificaram que, embora essas proteases induzissem a uma significativa produção de 

anticorpos, essa resposta não foi capaz de prevenir a infestação dos animais imunizados. 

Outros estudos com PE/S de L. cuprina foram realizados para avaliar a atividade 
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antimicrobiana dessas substâncias produzidas pelas larvas e foi demonstrado que o extrato 

larval dessa espécie foi significativamente potente contra todas as bactérias testadas, 

principalmente contra Pseudomonas aeruginosa
57

. 

Uma caracterização bioquímica preliminar, em larvas de O. ovis utilizando 

gelatina-SDS-PAGE e análise da sensibilidade aos inibidores, demonstrou a presença de pelo 

menos seis principais serina proteinases, principalmente “tripsina-like”, secretadas do tubo 

digestório das larvas
58

. Um teste de diagnóstico sorológico para a detecção da infecção 

provocada por O. ovis foi realizado por meio de reações antígeno-anticorpo detectáveis 

através de reações enzimáticas (ELISA) e foi usado para analisar e comparar a produção de 

imunoglobulina G (IgG) de anticorpos contra PE/S de todas as diferentes fases larvais nos 

soros de ovelhas adultas
59

. Estudos utilizando PE/S de G. nasalis e G. intestinalis também 

foram realizados com esta perspectiva, no qual antígenos de larvas de segundo estádio se 

mostraram adequados para o diagnóstico de gasterofilose em equinos
60

. 

Estudos com L. sericata investigaram o efeito dos seus PE/S em fibroblastos 

utilizando modelos in vitro, com o colágeno e a fibronectina como substratos. Estes 

mostraram que o PE/S desempenha um papel importante em processos tais como a 

proliferação celular, remodelação e reepitelização do tecido
61

. 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 há uma redução na adesão celular de fibronectina e colágeno devido a 

atividade proteolítica dos PE/S, o que promoveria a formação de um tecido novo dentro da 

ferida, além do aumento da migração de células e propagação de fibroblastos modificados, 

bem como o aumento da proliferação destes
62

. Pesquisas com essas duas espécies de moscas 

também foram feitas para avaliar a atividade antimicrobiana dos PE/S das larvas
63-68

. Para S. 

magellanica o PE/S das larvas teve atividade potente contra seis estirpes bacterianas 

avaliadas, correspondendo a três espécies (Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus 

aureus e Pseudomonas aeruginosa)
69

. Um estudo preliminar feito recentemente avaliou a 

atividade antimicrobiana dos PE/S de larvas de terceiro estádio de três espécies de 

califorídeos brasileiros, Chrysomya megacephala, Chrysomya albiceps e C. putoria e os 

resultados deste estudo indicaram que esses califorídeos possuem fatores antibacterianos 

capazes de inibir in vitro tanto bactérias Gram-positivas como Gram-negativas
70

. 

No estudo feito por BRANT
71

, foram analisados os PE/S de larvas de D. hominis, 

chegando à conclusão de que nos produtos de larvas de primeiro estádio predominam 

proteases da classe metalo proteases, enquanto que as serina proteases predominam em larvas 
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de segundo e terceiro estádios. Nas larvas de terceiro estádio, a atividade de proteases do tipo 

tripsina mostrou-se mais expressiva. 

Estudos com C. hominivorax são ainda incipientes. Um estudo sobre avaliação in 

vitro do efeito de inibidores de proteases contra larvas de primeiro estádio foi realizado e foi 

verificado um predomínio de enzimas do grupo das serina proteases e metalo proteases nesse 

estádio larvar
72

. 

Devido à falta de informação sobre a caracterização de PE/S em larvas de C. 

hominivorax, que é no Brasil uma espécie causadora de miíases tão importante, este trabalho 

objetiva iniciar os estudos sobre a caracterização bioquímica desses produtos em cada estádio 

do desenvolvimento larval do parasita. 
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3. OBJETIVO 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Análisar bioquimicamente o produto de excreção/secreção de larvas da espécie C. 

hominivorax, caracterizando e classificando as proteases presentes neste produto. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 Caracterizar por SDS-PAGE o perfil protéico dos produtos de 

excreção/secreção de larvas de primeiro, segundo e terceiro estádios de C. 

hominivorax; 

 Investigar a atividade proteolítica dos PE/S de larvas de C. hominivorax em 

géis contendo gelatina como substrato; 

 Caracterizar as proteases por meio do tratamento das enzimas com inibidores 

específicos de proteases em géis contendo gelatina como substrato; 

 Avaliar a cinética e a inibição específica da proteólise dos PE/S das larvas em 

ensaios com substratos cromóforos e avaliar também essa atividade em diferentes 

faixas de pH. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Local e duração do experimento 

O experimento foi realizado no Centro de Parasitologia Veterinária da Escola de 

Veterinária e Zootecnia da Universidade Federal de Goiás (CPV/EVZ/UFG) e no Laboratório 

de Enzimologia do Instituto de Ciências Biológicas II da Universidade Federal de Goiás, no 

período de fevereiro de 2014 a abril de 2015. 

 

4.2 Obtenção de larvas de C. hominivorax 

Larvas de terceiro estádio foram coletadas de animais naturalmente infestados, 

provenientes do Hospital Veterinário da UFG e colocadas em recipientes de polietileno 

contendo vermiculita e tampados com tecido voil até a pupação. No terceiro dia após 

pupação, as pupas foram colocadas em gaiolas até a emergência dos adultos. Além destas 

larvas, para implementar a colônia, foram utilizados cerca de 85 mL de pupas provenientes de 

uma colônia de C. hominivorax já estabelecida na Universidade Estadual de Campinas. O 

projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais - UFG pelo protocolo de 

número 006/14. 

 

4.3 Manutenção da colônia 

No início do estabelecimento da colônia, foi utilizada uma gaiola confeccionada 

em madeira e tela metálica com dimensões de 55 x 55 x 55 cm³ (Figura 1-A). Nos últimos 

seis meses de criação foi utilizada uma gaiola fabricada com os mesmos materiais da gaiola 

inicial, mas com dimensões de 30 x30 x 30 cm³ (Figura 1-B). A gaiola maior foi substituída 

para que um número menor de moscas fosse necessário para manter a colônia, diminuindo 

assim a quantidade de dieta e a mão de obra para mantê-la. Foi utilizada uma densidade de 

0,17 moscas/cm² de moscas de acordo com Mastrangelo
30

. 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 geração, 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 metálica (tipo mosquiteiro) com dimensões de 55 x 

55 x 55 cm³ utilizada no início do estabelecimento da colônia. B- Gaiola de 

madeira e tela metálica com dimensões de 30 x 30 x 30 cm³ utilizada nos 

últimos seis meses de criação da mosca C. hominivorax. 

 

4.3.1 Dieta para adultos 

No primeiro dia após a emergência, as moscas foram alimentadas com água 

destilada, solução 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 não se aderissem à dieta, nem se afogassem na água. 

No terceiro dia após a emergência, aproximadamente 2g de ovo em pó (Luz Alimentos
®
) 

foram adicionados à solução de mel (50%).  Os substratos foram trocados diariamente. 

 

4.3.2 Período de cópula e oviposição 

O substrato de oviposição consistiu em uma mistura de dieta larval putrefata 

obtida com farinha de carne (Fuga Couros – Sebo Hidrolândia) e sangue suíno citratado 

(Frigorífico Suíno). Essa mistura era colocada em recipientes plásticos, cobertas com papel 

filtro (que serviu para oferecer melhor adesão e superfície 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 à gaiola e deixadas por aproximadamente cinco horas. Após esse 

período, os recipientes com os ovos foram retirados das gaiolas e, com o auxílio de uma 

A 

A 

B 
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lâmina de estilete, as massas de ovos foram descoladas do substrato e das paredes da tampa e 

colocadas na dieta larval. 

 

 
FIGURA 2–A- Substrato de oviposição (dieta larval putrefata adicionada de sangue suíno 

citratado) acondicionados em tampas plásticas e aquecidos a 120 °C em 

estufa. B- Massas de ovos depositadas sobre o papel filtro e nas paredes 

laterais da tampa plástica. 

 

4.3.3 Dieta larval 

Foram utilizados dois tipos de dieta larval. No início do estabelecimento da 

colônia, foi utilizada uma dieta a base de carne bovina moída adicionada a uma dieta líquida 

composta por 60 g de farinha de sangue (Fuga Couros – Sebo Hidrolândia), 40 g de ovo em 

pó, 40 g de leite em pó desnatado, 1mL de formaldeído e 800 mL de água (para 1 L de dieta). 

A carne moída era disposta em recipientes de polietileno de 12 cm por 13 cm, com capacidade 

de 1L, e a dieta líquida era produzida batendo os substratos em liquidificador. 

Aproximadamente 200 mL dessa dieta líquida 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 pedaços de dois centímetros e estes foram colocados sobre a 

dieta
73,74

. 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 após a eclosão das larvas e diariamente 

a partir do segundo dia pós eclosão das larvas. Essas trocas eram feitas com auxilio de uma 

peneira, para facilitar a retirada das larvas com o mínimo de dieta anterior possível. No quarto 

dia após eclosão, as larvas foram retiradas dos recipientes de polietileno juntamente com o 

resto de dieta larval e colocadas em vasilhas plásticas sobre vermiculita para permitir a 

pupação.  

A B

   



14 
 

 

Após o estabelecimento da colônia, foi utilizada uma dieta larval a base de Agar 

nutriente, na qual se utilizava 75 g de hemácia em pó (AP 301- APC do Brasil), 40 g de ovo 

em pó, 30 g de leite em pó desnatado, 1,2 mL de formaldeído, 13 g de Agar e 900 mL de 

água. O Agar foi dissolvido em água fervente e misturado aos substratos e batidos em 

liquidificador. Após ser misturada, a dieta era colocada nos recipientes de polietileno e ao 

resfriar, se solidificava. As massas de ovos foram então colocadas sobre esta dieta. Os potes 

foram tampados com tecido voil e colocados em estufa B.O.D nas mesmas condições 

utilizadas com a dieta inicial.  

 

 
FIGURA 3– Dieta larval a base de Agar nutriente 

contendo cerca de 10g de carne bovina moída 

para permitir eclosão de larvas de primeiro 

estádio. 

 

 

4.4 Obtenção dos produtos de excreção/secreção de larvas de C. hominivorax 

Para a obtenção dos PE/S das larvas de primeiro estádio, foram incubadas 400 

larvas em meio composto de água milli-Q estéril contendo 1% de penicilina/estreptomicina
75

. 

Cada larva foi retirada da dieta larval com o auxílio de pinça anatômica, lavada uma vez em 

solução de hipoclorito a 10% por aproximadamente cinco segundos e em seguida em água 

destilada estéril pelo mesmo período de tempo. Após as lavagens, as larvas foram colocadas 

em béquer de 25 mL contendo 1 mL do meio. Após 16 horas de incubação em temperatura 

ambiente, as larvas foram descartadas e o meio contendo o PE/S foi recolhido. Para obtenção 

do PE/S das larvas de segundo estádio, foram incubadas 300 larvas em 2 mL do meio 
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mencionado acima. Essas larvas foram lavadas por duas vezes em solução de hipoclorito a 

10% e água destilada estéril antes de serem adicionadas ao meio. Após 24 horas de incubação 

em temperatura ambiente, as larvas foram descartadas e o meio contendo o PE/S recolhido. 

Os mesmos procedimentos foram feitos também para as larvas de terceiro estádio, mas estas 

foram lavadas por três vezes, sendo 110 incubadas em 10 mL de meio. Após 48 horas de 

incubação, as larvas de terceiro estádio foram descartadas e o PE/S recolhido. Para todos os 

estádios, os meios contendo o PE/S foram centrifugados a 7000g por 20 minutos a 4°C e os 

sobrenadantes recolhidos (Microcentrífuga 5417 EPPENDORF®). Após devidamente 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4– A- Larvas de terceiro estádio incubadas em água milli-Q estéril contendo 1% de 

antibiótico. B- Produto da incubação das larvas de C. hominivorax após 

centrifugação – pellet e sobrenadante. 

 

4.5 Dosagem de proteínas dos produtos de excreção/secreção 

Para quantificar as proteínas totais presentes nas amostras, foi utilizado o método 

de Bradford
76

. A curva padrão foi construída com albumina de soro bovino e a leitura feita 

com espectrofotômetro UV/visível no comprimento de onda de 595 nm. Após a dosagem, as 

amostras foram separadas em alíquotas contendo aproximadamente 50 μg de proteína e 

algumas delas foram liofilizadas e armazenadas em freezer. 

 

 

A

   

B 
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4.6 Ensaios enzimáticos 

 

4.6.1 Ensaio para atividade de proteases totais 

Para avaliar a atividade proteolítica dos PE/S de larvas de C. hominivorax 

utilizou-se a azocaseína como substrato
77

. Em tubos de microcentrífuga foram incubados, a 37 

ºC, por 1h, 20 μL da amostra, 40μL de azocaseína a 0,25% e 40 μL de tampão. Foram 

utilizados quatro tipos de tampões com pH diferentes, sendo eles o tampão Tris-HCl (50mM) 

pH 7,5; Fosfato (50mM) pH 6,0; Acetato de sódio pH 5,0 e pH 4,0. Após a incubação foram 

adicionados em cada tubo 100 μL de Ácido 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. Após centrifugação, 100 μL do sobrenadante foi transferido para microplaca 

contendo 100 μL de NaOH (1M). A absorbância 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 tampão equivalente. Uma unidade proteolítica foi definida 

como a quantidade de enzima necessária para produzir uma variação da absorbância por mL 

de amostra por minuto, sob condições padrões. 

 

4.6.2 Efeito de inibidores de proteases sobre a clivagem da azocaseína 

Diferentes inibidores de proteases foram testados quanto ao seu efeito sobre a 

atividade proteolítica presente nos PE/S de larvas de C. hominivorax. Os ensaios de inibição 

foram realizados utilizando os seguintes inibidores: benzamidina a 10 mM (inibidor reversível 

de serina proteases), pepstatin a 0,1 M (inibidor de aspártico proteases), 4-(2-

aminoetil)benzenosulfonil fluoreto hidrocloreto - AEBSF a 10 mM (inibidor irreversível de 

serina proteases), N-α-tosil-L-fenilalanina clorometil cetona - TPCK a1 mM (inibidor 

irreversível de quimotripsina e algumas cisteíno proteases), N-α-tosil-L-lisina clorometil 

cetona - TLCK a 1 mM (inibidor irreversível de tripsina), ácido 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 reversível e competitivamente cisteíno proteases) e 

leupeptina a 0,1 mM (inibidor competitivo e reversível de cisteína e serina proteases).  

Em microtubos contendo 20 μL da amostra e 20 μL de azocaseína a 3% foram 

adicionados 60 μL de cada um dos inibidores citados acima e incubados a 37 °C por 15 horas. 

Após incubação, aos microtubos foram adicionados 120 μL de TCA a 10% e transferidos para 

a geladeira por 15 minutos. Após 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 μL de NaOH para interromper a reação. Em seguida, 100 μL da solução 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 estádio larval sem adição de 

inibidores foram submetidos aos mesmos procedimentos para controle das reações. 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-α-benzoil-L-anginil-p-nitroanilida (BAPNA) 

foram realizados para investigar a cinética da atividade enzimática específica para tripsina dos 

PE/S de larvas de C. hominivorax. O protocolo foi seguido de acordo com Caroci et al.
78 

com 

algumas modificações. Em placas de polipropileno foram adicionados aos poços 190 μL de 

solução do substrato (BAPNA 3 mM em tampão Tris-HCl pH 8,15; CaCl2 1 mM) e 10 μL de 

cada amostra dos PE/S das larvas em seus diferentes estádios. A absorbância foi medida a 405 

nm e as leituras foram registradas a cada 10 minutos durante quatro horas. Para cada amostra 

foram realizadas reações em triplicata e os resultados foram expressos com as médias das 

absorbâncias. O controle negativo da reação também foi realizado em triplicata, incluindo nos 

poços apenas substrato. 

 

4.6.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

Para a visualização do perfil eletroforético dos PE/S das larvas de primeiro, 

segundo e terceiro estádios de C. hominivorax, foi realizada uma eletroforese em gel de 

poliacrilamida de acordo com a metodologia de Laemmli
79 

utilizando gel de 

acrilamida/bisacrilamida 12% na presença de dodecil sulfato de sódio 10% (SDS). Para 

aplicação no gel, amostras contendo 15 μg de proteína para larvas de primeiro estádio, 9 μg de 

proteína para larvas de segundo estádio e 7 μg de proteína para larvas de terceiro estádio 

foram diluídas, volume a volume, em tampão da amostra (Tris-HCl 500 mM, pH 6,8; SDS 

10%; 2-mercaptoetanol 120 mM; glicerol 10%; azul de bromofenol 0,05%) e foram então 

submetidas à fervura por 2 minutos e em seguida aplicadas no gel num volume de 20 μL 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 

instruções do fornecedor. Um padrão de peso molecular (#SM0431; Fermentas
®
) composto 

pelas proteínas β-galactosidase (116 kDa), albumina bovina (66,2 kDa), albumina de ovo (45 
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kDa), lactato desidrogenase (35 kDa), REase Bsp 98I (25 kDa), β-lactoglobulina (18,4 kDa) e 

lisozima (14,4 kDa) foi incluído nas corridas a fim de se fazer uma estimativa comparativa 

com os pesos moleculares das proteínas da amostra. 

 

4.7 Coloração dos géis 

 

4.7.1  Prata 

Após a eletroforese, o gel foi incubado em solução fixadora composta de metanol 

a 50%, ácido acético a 12% e formaldeído 0,1% por uma hora. Posteriormente o gel foi 

incubado por 20 minutos em solução de etanol a 50% (três trocas) e em solução de tiossulfato 

de sódio (0,2g/L) por um minuto. Após esse procedimento, o gel foi lavado três vezes com 

água destilada durante 20 segundos. 

A impregnação com prata foi feita com nitrato de prata a 0,2% e formaldeído 

0,075% por 20 minutos. Em seguida o gel foi lavado novamente com água destilada e 

colocado em solução reveladora composta de carbonato de sódio a 6%, formaldeído a 0,1% e 

tiossulfato de sódio (0,2g/L). Após a coloração das bandas, o gel foi lavado duas vezes com 

água destilada e colocado em solução de parada composta de metanol a 50% e ácido acético a 

12%
80

. 

 

4.7.2  Comassie Blue 

Após a eletroforese, o gel foi corado com Comassie Blue (solução de Azul de 

Comassie G-250 0,1%, metanol 25%, ácido acético 5%) ficando em agitação por uma hora. 

Após esse procedimento, o gel foi descorado com solução de ácido acético a 10%.  

 

4.8 Zimograma 

Para analisar o perfil de hidrólise de proteases contidas nos produtos de 

excreção/secreção de larvas de C. hominivorax foi realizado zimograma em gel de SDS-

PAGE copolimerizado com gelatina de acordo com WILLIAMS & COOMBS
81

 com algumas 

modificações. As amostras dos PE/S de cada estádio foram liofilizadas quando necessário a 

fim de padronizar a concentração de proteínas em cada uma delas. Assim, amostras de cada 

estádio larval sem tratamento prévio com inibidores de proteases foram padronizadas em 10, 

20, 30 e 50 μg para aplicação no gel.  Cada amostra foi diluída (v/v) em tampão da amostra 

(Tris-HCl 500 mM, pH 6,8; SDS 10%; 2-mercaptoetanol 120 mM; glicerol 10%; azul de 
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bromofenol 0,05%) e aplicadas num volume de 20 μL 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. Após corrida, os géis foram 

incubados em Triton X-100 (2,5% - v/v) a 37 °C por 30 minutos sob agitação constante. Para 

detectar a atividade proteolítica, os géis foram incubados em tampão Tris-HCl pH 8,15 

contendo CaCl2 1 mM e ditiotreitol (DTT a 1 mM) durante 15 horas a 37°C
79

. Para a 

visualização das bandas de proteólise, os géis foram corados com comassie blue (solução de 

Azul de Comassie G-250 0,1%, metanol 25%, ácido acético 5%) por uma hora e descorados 

com solução de ácido acético a 10%. 

 

4.9 Efeito dos inibidores de proteases sobre os produtos de excreção/secreção de larvas 

de C. hominivorax 

 

A inibição da atividade proteolítica 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 após incubação prévia com os 

inibidores de proteases. Amostras dos três estádios larvais contendo o equivalente 30 μg de 

proteínas foram incubadas por uma hora a 37 °C com cada um dos inibidores. Após a 

incubação, as amostras foram diluídas em tampão da amostra (Tris-HCl 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 μL. A corrida eletroforética foi realizada sob corrente de 80 V. 

Após corrida, os géis foram submetidos aos mesmos procedimentos descritos para o 

zimograma. 
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4.10 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

Os dados foram analisados utilizando o software Assistat Versão 7.7 beta. 

Variáveis com distribuição normal foram comparadas por ANOVA em delineamento 

inteiramente casualizado, seguida pelo teste de Skott-Knott ao nível de 5% de probabilidade. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Ensaio para atividade de proteases totais 

A atividade proteolítica dos PE/S dos três estádios larvais de C. hominivorax 

utilizando a azocaseína como substrato mostrou-se variável em todas as faixas de pH. Para 

larvas de primeiro e segundo estádio essa variação foi estatisticamente diferente em todos os 

níveis de pH testados, sendo que em pH 7,5 verificou-se maior atividade proteolítica. Para 

PE/S de larvas de terceiro estádio a atividade proteolítica em pH 7,5 foi igual estatisticamente 

à atividade observada em pH 6,0, mas maiores do que no p]H 5,0 e 4,0 os quais foram  

estatisticamente iguais. 

 

 
FIGURA 5– Atividade proteolítica dos PE/S de larvas de primeiro, segundo e terceiro 

estádios (L1, L2 e L3) de C. hominivorax sobre a azocaseína em diferentes 

faixas de pH.Cada marcador indica a média da absorvância obtida nas 

duplicatas. Letras iguais representam que não houve diferença estatística 

significante entre as médias (ANOVA seguida de Scott-Knott, p<0,05) 

 

5.2 Efeito dos inibidores de proteases sobre a clivagem da azocaseína 

Os dados obtidos pela incubação dos PE/S de larvas de primeiro estádio com os 

inibidores de proteases mostraram que os reagentes AEBSF e TPCK inibiram similarmente  a 

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

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

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

estádio, a incubação com Pepstatin-A, AEBSF e TPCK causou a maior redução da atividade 

proteolítica, não tendo diferença significativa entre os três inibidores. O reagente TLCK inibiu 

a atividade dos PE/S dessas larvas de forma intermediária e o restante dos inibidores não 

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

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

AEBSF e TPCK também se verificou maior inibição da atividade proteolítica, seguido do 

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

último estádio larval os demais inibidores não diferiram estatisticamente do controle.  

 

 

FIGURA 6 – Taxa de inibição da atividade proteolítica obtidos pela incubação da azocaseína 

com os PE/S de L1 (A), L2 (B), L3 (C) tratados com diferentes inibidores de 

proteases. Cada marcador indica a média da taxa de inibição obtida com a 

incubação dos inibidores. Letras minúsculas iguais representam que não houve 

diferença estatística significante entre as médias (ANOVA seguida de Scott-

Knott, p<0,05) 

 

 

 

A B 
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5.3 Ensaio para atividade de tripsina 

O ensaio com BAPNA mostrou que nos PE/S de larvas de primeiro estádio a 

atividade enzimática específica para tripsina é pequena, no entanto cresce com o decorrer do 

tempo. Para os PE/S de larvas de segundo estádio a atividade enzimática específica se 

mostrou maior do que para larvas de primeiro estádio e se manteve praticamente constante 

com o decorrer dotempo. A atividade enzimática específica para tripsina teve seu pico aos 60 

minutos para larvas de terceiro estádios e com o decorrer do tempo foi diminuindo, ficando 

constante após as duas primeiras horas de incubação. 

 

 
FIGURA 7– Ensaio de atividade específica dos PE/S de larvas de primeiro, segundo e 

terceiro estádio (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 estádio de C. hominivorax 

estão apresentados na Figura8. Em larvas de primeiro estádio evidencia-se a presença de 

bandas de proteínascompesos moleculares aparentes variando entre 115 kDa a 24 kDa. O 

perfil protéico dos PE/S de larvas de segundo estádio revela a presença de proteínas cujas 

bandas encontram-se distribuídas entre 116 e 20 kDa. Nos PE/S de larvas de terceiro 
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estádiovisualizam-se proteínas evidentes entre 116 kDa e 23 kDa, destacando-se dentro deste 

intervalo bandas com 68, 65, 38 e 35 kDa. 

 

FIGURA 8 – Perfil proteico dos produtos de excreção/secreção de larvas de 

primeiro, segundo e terceiro estádios (L1, L2 e L3) de C. 

hominivorax. Marcador molecular (M) e padrão de peso 

molecular aparente (kDa) indicado à esquerda (SDS-PAGE –

Comassie Blue/Prata). 

 

 

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

A análise do zimograma (Figura 9) mostra o perfil de hidrólise da gelatina 

(bandas referentes às enzimas capazes de digerir a gelatina presente no gel) produzidos por 

amostras dos PE/S de larvas de primeiro, segundo e terceiro estádio de C. hominivorax, nas 

concentrações de 10, 20, 30 e 50μg.  
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Figura 9 - Gel de atividade proteolítica dos PE/S 

de larvas de C. hominivorax. (A): 10 

μg; (B): 20 μg; (C): 30 μg; (D): 50 

μg. a- L1, b- L2, c- L3. Setas 

indicam as bandas de hidrólise da 

gelatina produzidos pelos PE/S das 

larvas. 

 

 

 

A                  B                 C                  D 

a 

b 
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A utilização de diferentes concentrações de PE/S não produziu alteração no 

padrão de migração das enzimas para amostras das larvas de primeiro estádio de C. 

hominivorax, entretanto, quando utilizados em concentrações maiores, produziram hidrólise 

ainda mais intensa do substrato. A análise do zimograma de amostras dos PE/S de larvas de 

segundo estádiopermitiu identificar duas bandas referentes às enzimas capazes de digerir a 

gelatina presente no gel. Para amostras dos PE/S de larvas de terceiro estádio pôde-se 

observar a presença detrês bandas de hidrólise. 

 

5.6 Efeito de inibidores de proteases sobre o padrão de hidrólise do PE/S de larvas de C. 

hominivorax 

Na Figura 10 encontram-se os perfis de hidrólise de gelatina produzidos pelos 

PE/S de larvas de primeiro, segundo e terceiro estádios. Para o PE/S de larvas de primeiro 

estádio nota-se que os inibidores que produziram maior inibição da atividade enzimática 

foram AEBSF, TLCK e EDTA. Comparando-se os padrões de hidrólise produzidos pela 

amostra de larvas de segundo estádio tratadas com os inibidores, nota-se que os inibidores que 

produziram maior inibição da atividade enzimática foram AEBSF e TLCK, inibindo boa parte 

da atividade proteolítica dessas larvas. A análise do gel em que os inibidores de proteases 

foram adicionados à amostra dos PE/S de larvas de terceiro estádio permite-nos observar o 

desaparecimento de bandas quando utilizados os inibidores AEBSF e TLCK. 
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FIGURA 10– Efeito dos inibidores de proteases sobre a atividade 

proteolítica dos PE/S de L1, L2 e L3 de C. 

hominivorax. a- L1; b- L2; c- L3. Amostra não 

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  DISCUSSÃO 

 

Neste estudo o perfil bioquímico de algumas proteinases produzidas por larvas de 

diferentes estádios de C. hominivoraxfoi caracterizado. Poucos estudos foram realizados com 

as espécies causadoras de miíaes  maisimportantes no Brasil, no que se refere à caracterização 

dos PE/S. As proteínas produzidas por larvas de D. hominis foram parcialmente estudadas por 

Brant
71 

e as de C. hominivorax por Oliveira e Giglioti
14

. No presente trabalho, foram 

realizados estudos que ainda não tinham sido feitos com C. hominivorax, ou seja, além da 

eletroforese (SDS-PAGE), foram feitos ensaios com dois substratos diferentes, azocaseína 

para avaliação da atividade de proteases totais em diferentes faixas de pH e BAPNA para 

avaliação de atividade específica para tripsina, além dos zimogramas com e sem inibidores de 

proteases para os três estádios larvais. 

Comparando os resultados obtidos no ensaio com azocaseína em faixas de pH que 

variaram de 4,0 a 7,5 com outros dípteros que produzem miíases verifica-se que o resultado 

foi semelhante em várias espécies de moscas causadoras de miíases. Por exemplo, para 

produtos de excreção e secreção de larvas de terceiro estádio de O. ovis a atividade enzimática 

máxima foi observada em pH 8,0
58

. O pH ótimo para enzimas digestivas de insetos abrange 

uma ampla faixa variando de ácida a alcalina,no entanto, muitas proteases secretadas 

(especialmente serina proteases) e amino peptidases têm atividade ótima em meio neutro ou 

alcalino
82

. O pH ótimo observado para as proteases oriundas de produtos de excreção e 

secreção de L. sericata, L. cuprina e Oxysarcodexia thornax (Diptera: Sarcophagidae) esteve 

entre 7,0 e 9,5
20,58,83,84

. Estudos caracterizando enzimas hidrolíticas em produtos de glândulas 

salivares de O. ovis obtiveram atividade proteolítica máxima em pH 8,0
85

 o que se assemelha 

com os resultados obtidos para C. hominivorax. 

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

maior sobrevivência larval em pH 7,7
86

. Em L. cuprina, Guerrini et al.
87 

relataram que o maior 

crescimento e sobrevivência das larvas foi conseguido com pH 8,0-9,0 em ovelhas infestadas 

artificialmente. Hipodermina (A) e (B) produzidas por H. lineatum tiveram atividade ótima 

em pH 8,5
88

. Em Hypoderma, por exemplo, o pH ótimo de colagenase foi entre 8,0 e 8,5 e 

diminuiu 22% em pH 9,0
89,90

. 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 excreção e secreção de larvas de C. bezziana foi alta 

sobre uma ampla gama de pH, variando entre 5,0 a 10,0
12

. 



29 
 

 

A atividade proteolítica dos PE/S de D. hominis sem a avaliação de pH mostrou 

uma atividade muito baixa para PE/S de larvas de primeiro estádio que se manteve constante 

no decorrer de 24 horas, uma atividade intermediária em larvas de segundo estádio e a maior 

atividade foi observada para PE/S de larvas de terceiro estádio, similar ao encontrado no 

presente estudo para C. hominivorax
71

. 

A análise do SDS-PAGE dos PE/S de larvas de C. hominivorax revela a presença 

de proteínas cujas bandas encontram-se distribuídas entre 116 e 20 kDa para os três estádios 

larvais. Em estudos feitos com PE/S de D. hominis foram identificadas bandas protéicas que 

situavam em uma faixa de distribuição entre 100 e 14 kDa
71 

e a partir do sobrenadante de 

macerado total de larvas de D. hominis  em SDS-PAGE a 12% corado por prata foram 

reveladas proteínas entre 14 a 94 kDa em larvas de segundo estádio e 21 a 63 kDa em larvas 

de terceiro estádio
91

, 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 proteínas produzidos por larvas de terceiro estádio 

caracterizado por bandas de 23 kDa a 63 kDa
92

. Para C. bezziana foram identificadas bandas 

entre 65 e 14 kDa
12

. Analisando o SDS-PAGE dos PE/S de larvas segundo e terceiro estádios 

de O. ovis verificou-se a presença de um complexo conjunto de bandas de proteínas que 

variaram em peso molecular de 79,0 a 14,6 kDa
93

. A análise de PE/S de larvas de terceiro 

estádio de C. megacephala produziu uma única banda a 16 kDa , uma banda entre 16 kDa e 

23 kDa e uma ampla faixa entre 23 kDa e 45 kDa
75

. Comparando os pesos moleculares das 

proteínas identificadas nos PE/S desses dípteros nota-se que as espécies biontófagas como C. 

hominivorax, D. hominis, O. ovis e C. bezziana produzem proteínas com massas moleculares 

superiores às espécies necrobiontófagas. É provável que essa diferença esteja relacionada à 

biologia destas espécies, já que espécies necrobiontófagas geralmente não penetram 

ativamente nos tecidos, alimentando-se superficialmente. 

Ao analisarmos o efeito de inibidores de proteases sobre a clivagem da azocaseína 

para PE/S de larvas de primeiro estádio de C. hominivorax observa-se que a maior taxa de 

inibição foi verificada com os seguintes inibidores: AEBSF (inibidor irreversível de serina 

proteases); TPCK (inibidor irreversível de quimotripsina e algumas cisteíno proteases) os 

quais foram estatisticamente iguais em sua inibição, evidenciando que as proteinases 

presentes no PE/S de larvas de primeiro estádio são em sua maioria serina proteases do tipo 

quimotripsina. Esses resultados são semelhantes aos observados no zimograma, em que os 

perfis de hidrólise de gelatina produzidos pelos PE/S de larvas de primeiro estádio tratados 

com os diferentes inibidores de proteases mostraram a inibição de amostras tratadas com 
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AEBSF e TLCK, confirmando a presença de serina proteases nos PE/S dessas larvas. Os 

resultados corroboram os obtidos por vários autores que estudaram parasitos invasores de 

tecidos
94 

incluindo as principais espécies causadoras de miíases. 

Em H. lineatum, a degradação de proteínas (C3) do sistema complemento 
95,96

 foi 

atribuída a uma enzima digestiva produzida pelas larvas de primeiro estádio e caracterizada 

como uma protease (HyA) da classe das serinaproteases. Em O. ovis
12

 e em L. cuprina
97

, a 

clivagem de IgG foi atribuída a uma protease digestiva identificada como serina protease. 

Estudos realizados por Cuervo et al.
84

 identificaram também que as principais proteases 

expressas por O. thornax pertencem à classe de serina proteases. Pires et al.
91

 detectaram 

atividades de cisteína e serina proteinases em larvas de segundo e terceiro estádios de D. 

hominis, e mostraram uma maior atividade de serina proteinase quando comparada a atividade 

de cisteína 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 já foram 

descritos para outros insetos
98-101

. 

A análise do efeito dos inibidores sobre a clivagem da azocaseína pelos PE/S de 

segundo estádio permitiu concluir que a incubação com Pepstatin-A (inibidor de aspártico 

proteases), TPCK (inibidor irreversível de quimotripsina e algumas cisteíno proteases) e 

AEBSF (inibidor irreversível de serina proteases) causaram maior redução da atividade 

proteolítica, sendo que esta inibição foi igual estatisticamente para os três inibidores. Para os 

PE/S de larvas de terceiro estádio esses três inibidores também foram os que causaram maior 

taxa de inibição. Por outro lado não houve inibição da atividade enzimática com Pepstatin-A 

no zimograma tanto para larvas de segundo estádio quanto para larvas de terceiro estádio. A 

presença de aspartil proteases em secreções larvais também foi verificada para L. sericata, em 

que foram detectadas quatro enzimas proteolíticas, 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
20

. Para a espécie D. hominis foram 

detectadas metalo proteases em PE/S de larvas de primeiro estádio e serina proteases em 

larvas de segundo e terceiro estádios indicando que também houve diferença de proteases de 

estádios imaturos para os subsequentes nessa espécie em questão
71

. 

Essas diferenças de proteinases encontradas entre os estádios larvares de C. 

hominivorax também corroboram com YOUNG et al.,
102

 que identificaram que há uma 

modificação no padrão de proteínas durante o desenvolvimento larval de L. cuprina, passando 

de uma predominância de proteínas com alta massa molecular para um com proteínas de 

massas inferiores à medida que ocorre o desenvolvimento larval. Esses autores também 



31 
 

 

inferiram que o padrão de proteínas secretadas por larvas desta espécie muda dramaticamente 

e o aparecimento e desaparecimento de certas moléculas refletem a função que estas 

desempenham em diferentes estádios de desenvolvimento. 

A hidrólise de gelatina pelos PE/S de larvas de C. hominivorax, caracterizada por 

maiores bandas de hidrólise, especialmente referente à larvas de terceiro estádio, indicam uma 

atividade proteolítica mais ampla que a observada em larvas de primeiro estádio. A cinética 

da atividade proteolítica da azocazeína na qual quantidade de cromóforo liberado foi 

substancialmente inferior em larvas de primeiro estádio, reforçam essa constatação. Essa 

maior atividade proteolítica constatada nas larvas de segundo e terceiro estádios também foi 

observada nos PE/S de larvas de D. hominis
71 

e de larvas de terceiro estádio de O. ovis
58

. Esta 

maior atividadefoi interpretada pelos últimos autores como relacionada ao grande crescimento 

da larva de terceiro estádio que já no início do seu desenvolvimento adquire cerca de 45% do 

seu peso final. Levando em conta que as proteases são produzidas em função de 

requerimentos fisiológicos do parasita, pode-se inferir que as larvas de segundo e terceiro 

estádiosde C. hominivorax apresentem um repertório de enzimas maior em decorrência da 

maior necessidade de ingestão de nutrientes advindos da digestão do tecido de seus 

hospedeiros. 

Considerando a proximidade filogenética
102-105 

de C. hominivorax com O. ovis e 

D. hominis, pode-se sugerir que a maior atividade proteolítica dos PE/S das larvas de segundo 

e terceiro estádios de C. hominivorax deve-se à alta taxa de crescimento em decorrência da 

maior ingestão de nutrientes. 

No ensaio utilizando substrato sintético específico para a detecção de atividade 

tríptica (BAPNA), avaliando a cinética da atividade dos PE/S medida ao longo de quatro 

horas de incubação mostrou que este substrato revelou que a atividade tríptica está presente 

em todos os estádios larvais, sendo que em larvas de primeiro estádio a atividade tríptica é 

baixa, porém aumenta com o decorrer do tempo. A atividade em larvas de segundo estádio é 

intermediária e tende a estabilizar-se com o tempo. A atividade tríptica é maior para larvas de 

terceiro estádio, e tende a decair com o tempo. Estes resultados são similares ao encontrados 

para a espécie D. hominis no qual a incubação com o substrato BAPNA revelou uma 

atividade tríptica mais pronunciada em larvas de terceiro estádio, em comparação com os 

estádios anteriores
71

. Os resultados em questão refletem a maior atividade trófica das larvas 

de terceiro estádio para as duas espécies, o que é compatível com o expressivo 

desenvolvimento que ocorre nesse estádio. 
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As limitações de métodos tradicionais de controle de parasitos como resistência a 

inseticidas, custos elevados, grande impacto ecológico devido aos resíduos tóxicos e agressão 

a outras espécies indicam a necessidade de elaboração de novas técnicas mais eficientes. A 

caracterização bioquímica dos PE/S de todos os estádios larvais de C. hominivorax melhora o 

conhecimento da fisiologia desse parasita e sua interação com o hospedeiro.  
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7.0  CONCLUSÕES 

 

Os PE/S de larvas de primeiro e segundo estádio de C. hominivorax apresentam 

maior atividade proteolítica em pH 7,5. Com a diminuição do pH a atividade proteolítica 

decresce substancialmente. Para larvas de terceiro estádio a atividade proteolítica se mostrou 

estatisticamente igual em pH 7,5 e 6,0 e diminui proporcionalmente com diminuição do pH. 

A atividade enzimática específica para tripsina é pequena para larvas de primeiro 

estádio, porém cresce com o decorrer do tempo. A atividade enzimática em larvas de segundo 

estádio é intermediária e se mantém praticamente constante com o tempo. Para larvas de 

terceiro estádio a atividade específica para tripsina é maior do que os demais estádios, ficando 

constante após as duas primeiras horas. 

Os perfis proteicos dos PE/S dos três estádios larvais mostra a presença de bandas 

de proteína com pesos moleculares aparentes variando de 20 a 116 kDa.  

O zimograma evidencia maiores bandas de hidrólise para PE/S de larvas de 

terceiro estádio. 

As proteinases presentes no PE/S de larvas de primeiro estádio são em sua 

maioria serina proteases do tipo quimotripsina. Para larvas de segundo e terceiro estádios as 

proteinases são em geral serina e aspártico proteases. 
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