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Resumo

A espécie Cochliomyia hominivorax, conhecida popularmente como mosca da bicheira, ¢ um
parasita obrigatdrio de animais de sangue quente e sua distribui¢do geografica estende-se por toda a
América do Sul, excetuando-se o Chile. O parasitismo por esta mosca provoca perdas econdmicas
significativas e tem grande importancia no Brasil. Sdo poucos os estudos com foco nos produtos de
excrecdo e secre¢do desta espécie e este trabalho teve como objetivo estudar as enzimas presentes
no produto de secre¢do e excrecdo (E/S) dos trés estadios larvais de C. hominivorax. O perfil de
proteinas foi obtido por eletroforese em gel de poliacrilamida e a atividade proteolitica foi analisada
utilizando-se gelatina, azocaseina e Na-benzoil-arginina-nitroanilida (BAPNA) como substrato. Nos
produtos de E/S dos trés estadios, as proteinas foram detectadas com um peso molecular aparente que
variou entre 116 e 20 kDa. No ensaio de azocaseina, em diferentes faixas de pH, a maior atividade
proteolitica ocorreu em pH 7,5 para todos os estadios larvais. Os ensaios foram realizados usando-
se estes mesmos substratos e as amostras foram tratadas com os inibidores Benzamidina, Pepstatin
A, 4-(2-aminoetil)benzenosulfonil fluoreto hidrocloreto (AEBSF), N-o-tosil-L-lisina clorometil
cetona (TLCK), N-a-tosil-L-fenilalanina clorometil cetona (TPCK), Acido etilenodiamino tetra
acético (EDTA), Leupeptina e Trans-epoxysuccinyl L-leucylamido-4-guanidino butano (E-64). As
proteinases presentes nos produtos E/S de L1 sdo em sua maioria serina proteases do tipo tripsina e
quimotripsina, enquanto que para os produtos E/S de L2 e L3 foi evidenciada a presenca de serina
proteases e aspartil proteases.
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Abstract

The species Cochliomyia hominivorax, also known as screwworm fly, is an obligate parasite of warm-
blooded animals and its geographic range extends thoughout South America, except Chile. This fly
causes significant economic losses and has great importance in Brazil. Few studies have focused on
the excretion and secretion products of this species, and this research aimed to study the enzymes
present in the secretion and excretion (E/S) products of the three larval instars of C. hominivorax.
The E/S profile of proteins was obtained by polyacrylamide gel electrophoresis and proteolytic
activity was analyzed using gelatin, azocasein and Na-benzoyl-arginine-nitroanilide as substrates.
In E/S products of the three instars, proteins were detected with an apparent molecular weight
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ranging between 116 and 20 kDa. In the azocasein assay, at different pH ranges, the major proteolytic
activity occurred at pH 7.5 for all larval instars. Assays were performed using the same substrates
in which the samples were treated with the inhibitors Benzamidine, Pepstatin A, 4-(2-Aminoethyl)
benzenesulfonyl fluoride hydrochloride (AEBSF), N-a-tosyl-L-lysine chloromethyl ketone (TLCK),
N-a- tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone (TPCK), Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA),
and Leupeptin-trans-Epoxysuccinyl-leucylamido(4-guanidino) butane (E-64). Proteinases present in
the E/S product of first larvae instar are mostly serine trypsin and chymotrypsin proteases, whereas
for second and third instars serine proteases and aspartyl proteases were predominantly observed.
Biochemical characterization of E/S products of all larval stages of C. hominivorax helps to improve
the understanding of the physiology and the interaction of this parasite with host tissues.
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Introducao

Cochliomyia hominivorax faz parte da familia Calliphoridae, Ordem Diptera, e é agente causador
de miiase primaria obrigatéria em animais de sangue quente. E um dos principais parasitas que
causam injuria na populacdo de animais domésticos e silvestres em paises sul americanos, exceto
no Chile!V. No Brasil, os prejuizos causados por esta mosca, ocorridos pela queda de produtividade,
pelos custos dos medicamentos para o tratamento, como também pela mao de obra para o manejo
de bovinos susceptiveis e/ou doentes, somam 340 milhdes de dolares por ano®®.

Em estudos com vdrios dipteros que causam miiases, verificou-se que a producdo de enzimas
excretadas e/ou secretadas (E/S) pelas larvas ¢ responsavel pelo estabelecimento e sobrevivéncia
desses parasitas nos hospedeiros®.

Estudos realizados com produtos E/S de larvas de primeiro estadio de Hypoderma lineatum
permitiram a caracterizagdo de trés proteases do grupo serina, denominadas hipodermina A,
hipodermina B e hipodermina C, que sdo produzidas durante a migragao das larvas de primeiro
estadio e estdo envolvidas na digestdo extra-intestinal*. A utilizagdo dessas proteases purificadas
na imunizagao de bovinos propiciou niveis de prote¢do superiores a 90%.

Kerlin e East® demonstraram que o extrato total contendo a secregdo e excrecdo de Lucilia cuprina
tem a capacidade de suprimir a proliferagdo de linfécitos in vitro e a produgdo de anticorpos em
ovelhas. Testes de diagndstico utilizando este mesmo extrato foram usados para a sele¢do de ovelhas
resistentes a infestagdo por L. Cuprina'”. Em outros estudos feitos com L. cuprina, foi verificado
que a maioria das proteases secretadas e/ou excretadas pelas larvas sdo do tipo serina proteases,
incluindo tripsina e quimotripsina®, além de enzimas com atividade colagenolitica®. Casu et al.('?
purificaram duas quimotripsinas a partir dos E/S de larvas de primeiro estadio e verificaram que,
embora essas proteases induzissem a uma significativa produ¢do de anticorpos, essa resposta nao
foi capaz de prevenir a infestacdo dos animais imunizados.

Estudos com Lucilia sericata investigaram o efeito dos seus produtos E/S em fibroblastos, utilizando
modelos in vitro com o coladgeno e a fibronectina como substratos. Foi demonstrado que o produto
E/S desempenha um papel importante em processos como a proliferacdo celular, remodelacado e
reepitelizacdo do tecido!V.

Uma caracterizagdo bioquimica preliminar com larvas de Oestrus ovis utilizando gelatina-SDS-
PAGE e anélise da sensibilidade aos inibidores demonstrou a presenga de pelo menos seis serina
proteinases, principalmente “tripsina-like”, secretadas do tubo digestorio das larvas!?.

Brant!'® analisaram os produtos E/S de larvas de Dermatobia hominis e concluiram que nos produtos
de larvas de primeiro estddio predominam proteases da classe metalo proteases, enquanto que
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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 sdo ainda incipientes, o que torna importante a realizacao de pesquisas
com esta mosca, ja que esta ¢ uma espécie presente no Brasil e que causa danos econdmicos
significativos a agropecudria nacional.

A anélise do perfil bioquimico dessas substancias, além de auxiliar na ampliagdo do conhecimento
sobre 0 mecanismo parasitario, pode levar a aplicacdo dessas enzimas no contexto da Medicina
Veterinaria e Humana. Este trabalho teve como objetivo, portanto, estudar as enzimas presentes no
produto de secregao e excregao (E/S) dos trés estadios larvais de C. Hominivorax, obtendo o perfil
de proteinas e avaliando-se também a atividade proteolitica dos produtos E/S das larvas.

Material e Métodos

Larvas de terceiro estadio foram coletadas de bezerros naturalmente infestados de fazendas
proximas ao municipio de Caiaponia, Goids e colocadas em recipientes de polipropileno contendo
vermiculita e tampados com tecido voile até a pupacdo?. Apds emergéncia dos adultos, uma
colonia desta espécie foi mantida para obtencao de larvas de primeiro, segundo e terceiro estadios.
Foram utilizados substratos a base de mel, ovo em po e 4gua para os adultos e para o estagio larval
uma dieta a base de sangue spray dried, carne moida (corte patinho), ovo em p6 e leite em po
desnatado. O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Goias pelo protocolo de numero 006/14.

Quatrocentas larvas de primeiro estadio (L1), 300 de segundo (L2) e 110 de terceiro (L3) foram
lavadas em solucdo de hipoclorito a 10% e, em seguida, em agua destilada estéril. Apos as lavagens,
as larvas de L1, L2 e L3 foram incubadas a temperatura ambiente em 1, 2 e 10 mL, respectivamente,
de meio composto de agua milli-Q estéril contendo 1% de penicilina/estreptomicina®. As L1 foram
incubadas por 16 horas, as L2 por 24 h, enquanto as L3 permaneceram no meio por 48 horas. Apods
o periodo de incubagao, as larvas foram descartadas e o meio contendo o produto E/S foi recolhido,
centrifugado a 7000g por 20 minutos a 4 °C e o sobrenadante recolhido (Microcentrifuga 5417
EPPENDORF®). Os produtos E/S foram estocados em freezer a -80 °C até o momento do uso.
Para quantificar as proteinas totais presentes nas amostras, foi utilizado o método de Bradford>. A
curva padrao foi construida com albumina de soro bovino.

Para se avaliar a atividade proteolitica dos produtos E/S de larvas de C. Hominivorax, utilizou-se a
azocaseina como substrato!'®. Em tubos de microcentrifuga, 20 uL. da amostra, 40 pL de azocaseina
a 0,25% e 40 pL de tampao foram incubados a 37 °C por 1h. Foram utilizados os tampdes Tris-
HCI (50mM) pH 7,5; fosfato (50mM) pH 6,0; acetato de sodio pH 5,0 e pH 4,0. Apos a incubacao,
foram adicionados em cada tubo 100 pL de acido tricloroacético (TCA) a 10% e os tubos foram
estocados a 4 °C por 10 minutos. Decorrido este intervalo, os tubos foram centrifugados a 2500 g
por 30 minutos. Apds centrifugagdo, 100 pL do sobrenadante foram transferidos para microplaca
contendo 100 pL. 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 tampao equivalente. Uma unidade proteolitica foi definida como
a quantidade de enzima necessaria para produzir uma variagdo da absorbancia por mL de amostra
por minuto, sob condi¢gdes padrdes.

Foram feitos ensaios de inibicdo com os seguintes inibidores: benzamidina a 10 mM, pepstatin
a 100 mM, 4-(2-aminoetil)benzenosulfonil fluoreto hidrocloreto—AEBSF a 10 mM, N-o-tosil-L-
fenilalanina clorometil cetona—TPCK a 1 mM, N-o-tosil-L-lisina clorometil cetona - TLCK a 1
mM, écido etileno diamino tetra acético - EDTA a 10 mM, trans-epoxysuccinyl L-leucylamido-4-
guanidino butano - E-64 a 0,1 mM e leupeptina a 0,1 mM. Em microtubos contendo 20 pL da amostra
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e 20 pL de azocaseina a 3%, foram adicionados 60 pL dos inibidores citados acima e incubados
a 37 °C por 15 horas. Apods incubagdo, aos microtubos foram adicionados 120 pL de TCA a 10%
e transferidos para a geladeira por 15 minutos. Apds esse intervalo, o material foi centrifugado a
9000 g por cinco minutos a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para outro microtubo, ao qual
foram adicionados 100 uL. de NaOH para interromper a reacdo. Em seguida, 100 pL da solugdo de
cada microtubo foram transferidos para microplacas de polipropileno e a leitura foi realizada em
leitor de ELISA a 405 nm. Microtubos contendo os produtos E/S de cada estadio larval, sem adi¢ao
de inibidores, foram submetidos aos mesmos procedimentos para controle das reagdes. O controle
foi realizado em duplicata, assim como o ensaio com inibidores.

Ensaios utilizando o substrato N-a-benzoil-L-anginil-p-nitroanilida (BAPNA) também foram
realizados para se investigar a cinética da atividade enzimatica especifica para tripsina. Em placas
de polipropileno, foram adicionados aos pogos 190 uL de solugdo do substrato (BAPNA 3 mM
em tampao Tris-HCI pH 8,15; CaCl, 1 mM) e 10 pL de cada amostra dos produtos E/S das larvas
em seus diferentes estadios. A absorbancia foi medida a 405 nm e as leituras foram registradas a
cada 10 minutos durante quatro horas. Para cada amostra, foram realizadas reagdes em triplicata e os
resultados foram expressos com as médias das absorbancias. O controle negativo da reacao também
foi realizado em triplicata, incluindo nos pogos apenas o substrato. Os tratamentos foram distribuidos
seguindo o delineamento inteiramente casualizado. Para as variaveis com distribui¢ao normal foi
aplicado teste F a analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Skott-Knott (P < 0,05). As
analises foram realizadas pelo software Assistat versao 7.7 beta.

Para a visualizacdo do perfil eletroforético dos produtos E/S das larvas, foi realizada uma
eletroforese em gel de poliacrilamida de acordo com a metodologia de Laemmli'”, utilizando-
se gel de acrilamida/bisacrilamida 12% na presenca de dodecil sulfato de sédio 10% (SDS).
Amostras contendo 15 pg de proteina para L1, 9 ug de proteina para L2 e 7 pg de proteina para
L3, foram diluidas, volume a volume em tampao da amostra (Tris-HCI 500 mM, pH 6,8; SDS
10%; 2-mercaptoetanol 120 mM; glicerol 10%; azul de bromofenol 0,05%). Foram aquecidas a
temperatura de 100 °C por dois minutos ¢ 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 instru¢des do
fornecedor. Os géis foram corados com nitrato de prata e comassie blue.

Para se analisar o perfil de hidrélise de proteases contidas nos produtos E/S das larvas, foi realizado
zimograma em gel de SDS-PAGE de acordo com Williams e Coombs"®, com algumas modificagdes.
Cada amostra foi diluida (v/v) em tampao da amostra (Tris-HCI 500 mM, pH 6,8; SDS 10%;
2-mercaptoetanol 120 mM; glicerol 10%; azul de bromofenol 0,05%) e aplicadas num volume
de 20 pL 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.
Ap6s a corrida, os géis 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 tampao
Tris-HCI pH 8,15 contendo CaCl, 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 (solugdo de
Azul de Comassie G-250 0,1%, metanol 25%, acido acético 5%) por uma hora e descorados com
solucdo de acido acético a 10%.

A 1nibi¢do da atividade proteolitica dos produtos E/S 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 incubagdo prévia com os inibidores de proteases. Amostras dos trés estadios larvais,
contendo o equivalente 30 ng de proteinas, foram incubadas por uma hora a 37 °C com cada um
dos inibidores. Apds a incubagdo, as amostras foram diluidas em tampao da amostra (Tris-HCl
500 mM, pH 6,8; SDS 10%; 2-mercaptoetanol 120 mM; glicerol 10%; azul de bromofenol 0,05%)
e aplicadas no gel num volume final de 20 pL. A corrida eletroforética foi realizada sob corrente
de 80V. Apos a corrida, os géis foram submetidos aos mesmos procedimentos descritos para o
zimograma.
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Resultados

A atividade proteolitica dos produtos E/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 diferente em todos os niveis de pH testados, sendo que em pH 7,5 verificou-se a maior
atividade proteolitica. Para produto E/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 pH 5,0 e 4,0 os quais ndo
diferiram significativamente (P > 0,05) (Figura 1).
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Figura 1. Atividade proteolitica dos produtos E/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 absorbincia obtida nas duplicatas. Letras 1guais representam que
nio houve diferenca estatistica significante entre as médias (ANOVA seguida de Scott-Knott,

p<0,05).

O ensaio com BAPNA mostrou que, nos produtos E/S de larvas de primeiro estadio, a atividade enzimatica
especifica para tripsina € pequena, mas cresce com o decorrer do tempo. Para os produtos E/S de larvas de
segundo estadio, a atividade enzimatica especifica se mostrou maior do que para larvas de primeiro estadio e se
manteve praticamente constante com o decorrer do tempo. A atividade enzimatica especifica para tripsina teve
seu pico aos 60 minutos para larvas de terceiro estadio e, com o decorrer do tempo, foi diminuindo, ficando
constante ap0s as duas primeiras horas de incubagao (Figura 2).
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Figura 2. Ensaio de atividade especifica dos produtos E/S de larvas de primeiro, segundo e
terceiro estadio (L1, L2 e L3) sobre o substrato BAPNA ao longo de quatro horas.

Cienc. anim. bras., Goiania, v.17, n.4, p. 581-592 out./dez. 2016



586 TEIXEIRA, D.G. et al.

No geral, os perfis da taxa de inibi¢do da atividade proteolitica foram semelhantes para os produtos
E/S dos trés estadios larvais (Figura 3).

i

]

] d
£ z o T ¢ -
= &b = I
4 a4 a0 1
-E 30 ¢ GE € i
E 0 2 1
Y - vy R
El 205 -
e l;. E m T i 1 1 " 5

T de imilbydao | %)
-
a

Inibidores

Figura 3. Taxa de inibicdo da atividade proteolitica obtidos pela incubacio da azocaseina com
os produtos E/S de L1 (A). L2 (B), L3 (C) tratados com diferentes inibidores de proteases.
Cada marcador indica a media da taxa de mmbigio obtida com a incubacio dos mmbidores.

Letras mimisculas iguais representam que nfdo houve diferenca significativa entre as médias
(ANOVA seguida de Scott-Knott, p<0_03).

Os dados obtidos pela incubagdo dos produtos E/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 ¢ TLCK inibiram em cerca de 50% a atividade proteolitica
dessas larvas, ndo diferindo significativamente entre si (P > 0,05). Benzamidina, EDTA, Leupeptina
e E-64 inibiram a atividade proteolitica de forma igual, porém em porcentagem inferior aos demais
inibidores. Para produtos E/S de larvas de segundo estadio, a incubagdo com Pepstatin-A, AEBSF e
TPCK causou a maior reducao da atividade proteolitica, nao tendo diferenca significativa entre os trés
inibidores. O reagente TLCK inibiu a atividade dos produtos E/S dessas larvas de forma intermediéria
e o restante dos inibidores ndo diferiram entre si (P > 0,05), inibindo de forma bastante inferior em
comparag¢do com os trés inibidores anteriores. Incubando os produtos E/S de larvas de terceiro estadio
com Pepstatin A, AEBSF e TPCK, também se verificou maior inibi¢do da atividade proteolitica,
seguido do TLCK, que inibiu em menor porcentagem a atividade proteolitica desse produto. Para este
ultimo estadio larval, os demais inibidores nao diferiram do controle (P > 0,05).

Os perfis proteicos dos produtos E/S de larvas de primeiro estadio de C. hominivorax estdo apresentados
na Figura 4. Em larvas de primeiro estddio, evidenciou-se a presenca de bandas de proteinas com
pesos moleculares aparentes variando entre 115 kDa a 24 kDa. O perfil protéico dos produtos E/S
de larvas de segundo estadio revelou a presenca de proteinas cujas bandas encontram-se distribuidas
entre 116 e 20 kDa. Nos produtos E/S de larvas de terceiro estadio visualizam-se proteinas entre 116
kDa e 23 kDa, destacando-se dentro deste intervalo bandas com 68, 65, 38 e 35 kDa.
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Figura 4. Perfil proteico dos produtos de excreciio’secrecdo de larvas de primeiro, segundo e
tercewro estadios (L1, L2 e L3) de C. hominiverax. Marcador molecular (M) e padrio de peso

molecular aparente (kDa) indicado a esquerda (SDS-PAGE —Comassie Blue/Prata).

A andlise do zimograma mostra o perfil de hidrélise da gelatina produzidos por amostras dos produtos
E/S de L1, L2 e L3, nas concentragdes de 10, 20, 30 e 50 ug. Em maiores concentragdes, houve maior
degradacdo do substrato, com a formacao de um niimero maior de bandas de hidrélise para amostras
de produto E/S de L3 (Figura 5).

Na Figura 6, encontram-se os perfis de hidrolise de gelatina produzidos pelos produtos E/S de larvas
de L1, L2 e L3. Para o produto E/S de larvas de L1, os inibidores que produziram maior inibi¢ao
da atividade enzimatica foram AEBSF, TLCK e EDTA. Comparando-se os padrdes de hidrolise
produzidos pela amostra de L2 tratadas com os inibidores, notou-se que os inibidores que produziram
maior inibicdo da atividade enzimdtica foram AEBSF e TLCK, inibindo boa parte da atividade
proteolitica dessas larvas. A analise do gel em que os inibidores de proteases foram adicionados a
amostra dos produtos E/S de L3 permitiu observar o desaparecimento de bandas quando utilizados
os inibidores AEBSF e TLCK.

Figura 5. Gel de attvidade proteolitica dos produtos E/S de larvas de primeiro, segundo e
terceiro estadios de C. hominivorax. Concentragio de proteinases em ordem crescente: (A}10
ng: (B) 20 pg; (C) 30 peg; (I 30 pe. Estadios larvares: a- L1, b- L2, ¢- L3. Bandas de hidrolise
mais evidentes sdo indicadas pelas setas.
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Figura 6. Efzito dos inibidores de proteases sobre a atividade proteolitica dos produtos E/S de

primeiro, segundo e terceiro estadios de C. hominiverax. a- Proteases de L1; b- Proteases de
L2; ¢c- Proteases de L3 Amostra nio tratada com imibidores de proteases - controle: (A).
Amostras tratadas com inibidores de proteases: (B)-Benzamidina; (C)-Pepstatin A; (D)-
AEBSF; (E)-TLCK; (F)-TPCK; (G)-EDTA; (H)-Leupeptina; (I)-E-64.

Discussao

Poucos estudos foram realizados com as espécies causadoras de mifaes mais importantes no Brasil
quanto a caracterizacao dos produtos E/S. Neste estudo, caracterizou-se o perfil bioquimico de algumas
proteinases produzidas por larvas de diferentes estadios de C. hominivorax. A maior atividade frente a
azocaina dos produtos E/S de C. hominivorax foi observadano pH 7,5 o que ¢ semelhante ao observado
em outros dipteros que produzem miiases. Por exemplo, em O. ovis, a atividade enzimética maxima
dos produtos E/S de L3 foi observada em pH 8,0%%. O pH 6timo observado para as proteases oriundas
de produtos E/S de L. sericata, L. cuprina e Oxysarcodexia thornax esteve entre 7,0 € 9,5%2122, Ainda
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** ¢ ainda o pH 6timo de colagenase ficou entre
8,0 e 8,59, Em contraste ao mencionado anteriormente, a atividade de tripsina ¢ quimotripsina de
produtos de excregdo e secre¢dao de larvas de C. bezziana foi alta sobre uma ampla gama de pH,
variando entre 5,0 a 10,0,

Segundo Brant et al.'¥, a atividade proteolitica dos produtos E/S de D. hominis foi muito baixa para
larvas de primeiro estadio emanteve-se constante no decorrer de 24 horas, uma atividade intermediaria
foi observada em larvas de segundo estadio e a maior atividade foi obtida para larvas de terceiro
estadio, o que ¢ similar ao encontrado no presente estudo para C. hominivorax.

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

As proteinases presentes no produto E/S de larvas de primeiro estadio, evidenciadas tanto pela
clivagem da azocaseina quanto pelo zimograma, indicam que elas sdo em sua maioria serina proteases
do tipo quimotripsina. Os resultados corroboram os obtidos por varios autores que estudaram
parasitas invasores de tecidos®?, incluindo as principais espécies causadoras de miiases. Em H.
lineatum, a degradagdo de proteinas (C3) do sistema complemento®!-*¥ foi atribuida a uma enzima
digestiva produzida pelas larvas de primeiro estadio e caracterizada como uma protease 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 a classe de serina proteases.
Pires et al.?” detectaram atividades de cisteina ¢ serina proteinases em larvas de segundo e terceiro
estadios de D. hominis € mostraram uma maior atividade de serina proteinase quando comparada a
atividade de cisteina proteinase para esta espécie.

A andlise do efeito dos inibidores sobre a clivagem da azocaseina pelos produtos E/S de segundo e
terceiro estadios permitiu concluir que as proteases de L2 e L3 s3o em sua maioria aspartico e serina
proteases. A presenga de aspartil proteases em secregdes 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 ampla faixa de pH®". Assim como verificado no presente trabalho, varios
autores observaram diferenca de proteases entre os diferentes estadios. Para a espécie D. hominis,
foram detectadas metalo proteases em produto E/S de larvas de primeiro estadio e serina proteases
em larvas de segundo e terceiro estadios'?. Young et al.®® verificaram que ha uma modifica¢do no
padrdo de proteinas durante o desenvolvimento larval de L. cuprina, passando de uma predominancia
de proteinas com alta massa molecular para um padrao com proteinas de massas inferiores a medida
que ocorre o desenvolvimento larval. Esses autores também inferiram que o padrdo de proteinas
secretadas por larvas desta espécie muda dramaticamente ¢ o aparecimento ¢ desaparecimento de
certas moléculas refletem a funcao que estas desempenham em diferentes estadios de desenvolvimento.

A hidrdlise de gelatina pelos produtos E/S de larvas de C. hominivorax, caracterizada por maiores
bandas de hidrolise, especialmente nas larvas de terceiro estadio, indicam uma atividade proteolitica
mais intensa do que a observada em larvas de primeiro estadio. A cinética da atividade proteolitica da
azocazeina, na qual a quantidade de cromoforo liberado foi significativamente inferior em larvas de
primeiro estadio, reforcam essa constatacdo. Essa maior atividade proteolitica observada nas larvas
de segundo e terceiro estadios também foi verificada nos produtos E/S de larvas de D. hominis"?
e de O. ovis""?. Esta maior atividade foi interpretada pelos tltimos autores como relacionada ao
grande crescimento da larva de terceiro estadio, a qual adquire cerca de 45% do seu peso final ja no
inicio do seu desenvolvimento. Levando em conta que as proteases sdo produzidas em fun¢do de
requerimentos fisiologicos do parasita, pode-se inferir que as larvas de segundo e terceiro estadios de
C. hominivorax apresentam um repertdrio de enzimas maior em decorréncia da maior necessidade de
ingestao de nutrientes oriundos da digestdo do tecido de seus hospedeiros.

No presente estudo, observou-se que a atividade triptica esta presente em todos os estadios larvais,
sendo que em larvas de primeiro estadio € baixa, porém aumenta com o decorrer do tempo. A atividade
em larvas de segundo estadio ¢ intermediaria 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
aos encontrados para a espécie D. hominis"® e refletem a maior atividade trofica das larvas de terceiro
estadio para as duas espécies, o que ¢ compativel com o expressivo desenvolvimento que ocorre nesse
estadio.

A caracterizagdo bioquimica dos produtos E/S de todos os estadios larvais de C. hominivorax pode
contribuir para investigacdes futuras sobre a fisiologia desse parasita e sua interacdo com o hospedeiro.
Também podera auxiliar outros estudos sobre especificos da atividade hidrolitica destas enzimas,
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sejam de origem sintética ou natural, os quais poderdo constituir ferramentas importantes para o
desenvolvimento de novas moléculas que inibam proteases essenciais na fisiologia do parasita, bem
como nos processos patologicos por ele gerados.

Conclusao

Os produtos E/S de larvas de primeiro e segundo estddio de C. hominivorax apresentam maior
atividade proteolitica em pH neutro. Para larvas de terceiro estadio, a atividade proteolitica se mostrou
estatisticamente igual em pH 7,5 e 6,0 e diminuiu proporcionalmente com a redu¢do do pH.

Os perfis proteicos dos produtos E/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 hidroélise para PE/S de larvas de terceiro estadio.

As proteinases presentes no produtos E/S de larvas de primeiro estddio 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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