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RESUMO

Chrysomya megacephal@iptera: Calliphoridae), ou mosca oriental das
latrinas, € um organismo de grande relevancia éabespublica por estar associado a
veiculacdo de agentes patogénicos e miiase secandauco tem sido estudado em
relacdo a sua fisiologia e mecanismos de imunididizvia, a exemplo de outros
insetos, deve possuir uma resposta imune celllan®ral de baixa especificidade,
porém capaz de responder as infec¢cbes por micisrgas de forma rapida e
eficiente. Entre os provaveis mecanismos de ddfessral deC. megacephalae
encontra a producdo de peptideos com acdo antbiaoem Com o crescente
aparecimento de variantes de espécies bacterianlfisresistentes aos antibiéticos
atualmente disponiveis, 0 uso de insetos como rookela a procura por novos
principios ativos antimicrobianos tem se tornadasnfil@quente. O objetivo desse
trabalho foi investigar a producdo de moléculas @ividade antibacteriana em
hemolinfa de larvas de 3° estddio@emegacephalpor meio de teste de inibi¢do
bacterianaOs testes realizados demonstraram a presenca die aggimicrobiano,
tanto para bactérias Gram-negativas como positerashemolinfa das larvas @&
megacephala Embora, na maioria dos casos testados, a proddoa@gente
antibacteriano era dependente da inoculaca&rderobacter faecaljsobservou-se
gue em alguns casos amostras controle também afaese atividade inibitoria.
Adicionalmente, em testes onde se variou a titolagiindculo observamos que em
todas as condic¢des testadas houve inducao da gmdecagente antibacteriano sem,
contudo, se observar uma associacdo dose-depeneeinee a concentracdo do
in6culo e o tamanho do halo de inibicdo. Os redaftaobtidos demonstram que a
espécieChrysomya megacephajaoduz substancia(s) com atividade inibitoria de
crescimento bacteriano. Entretanto, ainda é negessdterminar mais claramente
o(s) fator(es) que controlam a expressdo destafcma(s) antimicrobiana(s) bem

como caracteriza-las molecularmente



1. INTRODUCAO

1.1 Biologia deChrysomya megacephala

A mosca Chrysomya megacephal@abricius, 1794), também conhecida
como mosca oriental das latrinas, é originaria dmtinente asiatico, sendo
observada na América do Sul desde 1975 (Guimatads #978) e, posteriormente,
também na América do Norte (Greenberg, 1988). Pasareproducédo, esse inseto
realiza a oviposicdo em massas de ovos colocadlas diderentes tipos de matéria
organica em decomposi¢cdo, como, por exemplo, caekve fezes. Quando a
temperatura encontra-se entre 24 e 28 °C, a en@mésg se completa normalmente
em torno de oito horas, dando origem a larvas quiesenvolvem formando galerias
no substrato onde se encontram. E um organismomietédoolo, sendo que no
decorrer de trés a cinco dias as larvas passantrgorinstares (L1, L2 e L3),
deixando o substrato para empuparem. O periodagi pode durar de 4 a 10 dias,
dependendo das condicfes de temperatura ambiemdp gjue apos essa fase
emergem 0s insetos adultos, que vivem de trés &wogsamanas. Durante este
periodo alimentam-se de &gua, néctar e secrec@gdaige acucaradas. Buscam,
também, fontes de proteina em secre¢Bes de origemala fezes e lixo para

completar a maturacéo dos ovos (Wijesundara, 1957).

Durante o periodo larval que precede a empupasdanas se alimentam de
animais recentemente mortos ou carni¢a, substeons grande concentracdo de
microorganismos. Assim, quando a larva se prepara pmpupar esta sujeita a
parasitismos e estresse fisico (Faraldo et al.72@@mo consequéncia, esse inseto

deve possuir um sistema imune eficaz.
1.2 Importancia do Controle e Relevancia na Area d§alde Publica

Entre os dipteros califorideo€;. megacephalaem grande importancia

meédica e veterinaria por servir como vetor de \agido de agentes patogénicos e,



também, por ser causador de miiase secundériares)fsgmanos e outros animais
(Greenberg, 1973; Furlanetto et al., 1994; WeB91).

Os califorideos, ou moscas varejeiras, Sao recdatdreente potenciais
vetores mecanicos e bioldgicos de doencas, patmehte aqueles que se
desenvolvem mais proximos do homem ou do ambiemteele criado. H& relatos
identificando califorideos como veiculadores deiqwitus tipos I, 1l e Il (Hall,
1948; Williams, 1954; Greenberg, 1971 e 1973). @ vez, Greenberg (1971 e
1973), descreveG. megacephala C. putoriacomo veiculadores do virus Coksakie,
das enterobactérigalmonellasp. eShigellasp., de cistos dEntamoeba histolytica
e de ovos de vaérios cestodeos. Kuhlhorn (1983Fimelau C. megacephalaomo

veiculador deroxoplasma gondii.

Nesse sentido, seria de grande importancia um eshals aprofundado
sobre califorideos em virtude de sua sinantroggagla e do aumento progressivo da
temperatura média do planeta, favorecendo a dépelds moscas em regides mais

frias.

No momento, o controle dé. megacephalao meio urbano segue o padrao
aplicado a maioria das moscas, ou seja, atravératdenentos pelo uso de inseticidas

em aterros sanitarios.

Por outro lado, o uso dessa familia de insetosa@@nopdsito de desinfeccéo
e cicatrizacdo de feridas infectadas é realizadednés séculos, tendo caido em
desuso com a introducdo dos antibioticos na décdedd940. Contudo, com o
crescente aparecimento de variantes de espéciésribaas multi-resistentes aos
antibioticos disponiveis, 0 uso da terapia lareafétomado (Mumcuoglu, 2001). Os
mecanismos de acdo da terapia larval podem semarapte categorizados em trés
areas principais: remocao do tecido necrotico (QGlemmet al., 2003), desinfeccéo e
morte bacteriana (Erdmann & Khalil, 1986), e estagéo da cicatrizagéo da ferida
(Prete, 1997; Chambers et al., 2003). Essas ag@eseisultar em um tecido limpo e

saudavel no local previamente ferido (Kerridgel e2805).



Ha que se ressaltar que a medicina ocidental, aseimp a tradicional
medicina chinesa, utilizam uma larga gama de issgbara producdo de
medicamentos e tratamento de doencas, mas aing@uta literatura disponivel
(Jiang, 1999). Pemberton (1999) ja sugeria quéarse outros artropodes “sdo uma
enorme fonte, ainda inexplorada e inexplicada,aeponentes potencialmente Uteis

para a medicina moderna”.

1.3 Mecanismos de Defesa Imune

A imunidade dos insetos esta baseada em mecanisghdares de defesa,
tais como a fagocitose, nodulagdo e encapsulamentegcanismos humorais, que
incluem a coagulacdo da hemolinfa, a ativacdo dmldgidase, o que leva a
melanizacdo, e a producéo sistémica de peptidemsieobianos (Jiravanichpaisal
et al., 2006; Lameitre & Hoffmann, 2007). Os mesaros de defesa celular e

humoral ocorrem em conjunto (Dunn, 1986).

1.3.1 Resposta Imune Celular

O estudo do sistema imune nestes insetos € umapévedassora para o
desenvolvimento de estratégias que se direcionenseao controle. Entretanto,
somente nos Ultimos vinte anos é que as pesquisas s mecanismos de defesa
em invertebrados se tornaram mais inten8sshemdacitos, componentes celulares
da imunidade dos insetos, sdo capazes de fagqmitanpover a formacao de nédulos
(nodulacéo) e encapsulamento de patogenos, alépartieipar da eliminacdo de
toxinas e tecidos anormais ou mortos. Os hemodaiiosulam livremente na
hemolinfa; mas, ap6s a invasdo de bactérias, fungimas ou protozoarios,
rapidamente migram para o local da infeccdo e,teaémente, fagocitam e destroem
os invasores (Silva et al., 2000; Russo et al.,1p0@tualmente.Drosophila
melanogasteré o inseto mais profundamente estudado com relacéste tema
(Lemaitre & Hoffmann, 2007).



A fagocitose pode ser considerada como a primaireeira da defesa contra
corpos estranhos presentes dentro do organismagi#toj e ja foi descrita na
hemolinfa de diversas espécies de insetos coneates biologicos (Ratcliffe &
Rowley, 1979; Ratcliffe et al., 1985; Gotz & Boma®85; Ratcliffe, 1986; Da Silva
et al., 2000) e ndo bioldgicos (Wiesner, 1991, 1®avak et al., 1991; Faraldo &
Lello, 2003). Se um grande numero de patdégenosdeéna hemocele, eles séo
isolados pela agregacédo hemocitaria, formando néduklanizados ou ndo (Lackie,

1980), a fim de remover os organismos invasoresrdalacao.

A encapsulagéo por hemaocitos ocorre quando os s@steanhos sao grandes
demais para serem fagocitados (Faraldo et al.,)2@®# exemplo, contra larvas e
ovos de endoparasitoides que séo depositados nackleme ndo podem ser
fagocitados e nem isolados em nddulos, os insetakefendem formando céapsulas
(Strand & Pech, 1995).

Nos insetos, as moléculas de reconhecimento des@&sgiranhos ainda nao
estdo bem estabelecidas. Existem alguns recepassexciados a membrana das
células do sistema imune e outros solUveis na hefapbs quais sdo capazes de
reconhecer e aglutinar diretamente os patégenosiaeto outros podem induzir a
ativacdo de cascatas proteoliticas. As lectinasssel de glicoproteinas, tém sido
detectadas na hemolinfa de insetos agindo comaoso(proteinas que se fixam a
superficie de patdgenos facilitando a sua fagaji@glutinando microorganismos e

como receptores nas membranas dos hemdcitos (g 3002).

1.3.2 Resposta Imune Humoral

A resposta de defesa humoral dos insetos, em ge@li diferentes
mecanismos, podendo-se citar a producdo de espezadisas do oxigénio; a
ativacdo de complexas cascatas enzimaticas, conwa aa pro-fenoloxidase
(proPO), bem como cascatas de coagulacdo e meajaajza a ativacdo de vias de
sinalizacdo intracelulares que irdo produzir prtgisoliveis na hemolinfa (como os

peptideos antimicrobianos).



1.3.2.1 Espécies Reativas de Oxigénio

Espécies reativas do oxigénio sdo produzidas a garteducdo do oxigénio
molecular ao anion superoxido pela enzima NADPHlase. Varios trabalhos ja
demonstraram que a geracdo destas espécies redgvaxigénio por células
fagocitarias de mamiferos constitui-se em impogtanecanismo de defesa contra
bactérias, protozoarios e helmintos (Bogdan e28D0). Por outro lado, esta nocéo
ndo € tdo clara para insetos, embora alguns ti@bagiram que este seja um
mecanismo de defesa utilizado em infecgcbes (Hoffmd®95; Gillespie et al.,
1997).

1.3.2.2 Sistema da Pré-Fenoloxidase

A pro-fenoloxidase esta presente na hemolinfa degtos na forma de
zimogénio, sendo ativada a fenoloxidase em resostaa agressdo ao organismo,
como por exemplo, infeccdes por fungos ou bactéri@eonhecimento de
peptideoglicanos, lipopolissacarideos ou outrastanbias provenientes de contato
com organismo agressor. Esta enzima catalisa aagdodde compostos fendlicos
contidos na hemolinfa e na cuticula dos insetoso resultado da oxidagéo, ocorre
producdo de quinonas, as quais se polimerizam fparear melanina (Cerenius &
Soderhall, 2004).

A melanina formada se deposita em nédulos, compaitoagregados de
hemocitos e microorganismos, que se formam na hamate insetos altamente
infectados (Koizumi et al., 1999; Ratcliffe & Gaget®77; Ratcliffe et al., 1991;
Stanley et al, 1998). A formacgéo dos nodulos deanied culmina na cicatrizagédo de

feridas e na defesa imunoldgica, por encapsulalomiganismos invasores.

1.3.2.3 Peptideos Antimicrobianos (PAMS)

Uma das principais formas de protecao utilizadasnsetos € a producéo de

peptideos antimicrobianos, os quais sdo produziéds corpo gorduroso, ou por
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hemdécitos, em resposta a infeccdo microbiana, tno ¢ipo de injdria, sendo entdo

secretados rapidamente na hemolinfa. Dessa foduna;apazes de chegar a qualquer
parte do corpo do inseto. Normalmente, decorremnadg horas ou dias para a
completa expressao das proteinas soluveis de defesaabido que muitas dessas

proteinas tém acéo inibitéria sobre fungos e bast¢ba Silva, 2002).

Estes peptideos séo fatores chave na defesa imuatra bactérias e fungos
tanto em vertebrados como em invertebrados (Jer$sdn 2006). Nos insetos, que
carecem de um sistema imune adaptativo, 0s peptid@atimicrobianos
desempenham um papel fundamental na luta contranigrgos invasores. Na
presenca dos PAMs, algumas espécies de bactérdenpea integridade da parede
celular. Tais peptideos sdo moléculas cilindricasfipaticas, com um pélo
hidrofobico em uma das terminacdes. Eles atuam eadgp bicamadas lipidicas da

membrana celular de bactérias Gram-positivas e Gegativas (Da Silva, 2002).

As proteinas cecropinas, e as tipo cecropinasifleEs que nao fazem parte
da familia das cecropinas, mas atuam como tal)psptideos de aproximadamente
4 kDa e constituem uma familia de PAMs que possgramde acdo bactericida. Tais
proteinas foram, pela primeira vez, descritas etmdescom a hemolinfa da pupa
Hyalophora cecropia(Brey et al., 1993). Esses peptideos estdo presesne
Lepidopteragordem de insetos que inclui mariposas e borbgletBgpteras(ordem
de insetos que contém moscas com um par de asa&némn, 1995). Outra grande
familia de peptideos antimicrobianos é compostaspelefensinas (sapecinas),
também com aproximadamente 4 kDa. As defensinassgdamente distribuidas
entre os insetos, e atuam apenas contra bactéram-@sitivas (Boman et al.,
1991), diferentemente das cecropinas, que atuamnacbactérias Gram-positivas e

Gram-negativas.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetiganvestigar a presenca de
moléculas com atividade antimicrobiana em hemoldddarvas de terceiro estadio

deChrysomya megacephala.
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Deteccéo da producdo de moléculas com atividade #wdcteriana por larvas de
Chrysomya megacephala (Diptera: Calliphoridae)

Resumo

Chrysomya megacephal@abricius, 1794) (Diptera: Calliphoridae) € um
organismo de grande relevancia em saude publicagpar associado a veiculagédo de
agentes patogénicos e produzir miiase secundavizcoPtem sido estudado em
relacdo a sua fisiologia e mecanismos de imunidadigetanto, a exemplo de outros
insetos, deve possuir uma resposta imune celltanm®ral de baixa especificidade,
porém capaz de responder as infec¢cdes por miclisrgas de forma rapida e
eficiente. Entre os provaveis mecanismos de ddfessral deC. megacephalae
encontra a producdo de peptideos com acdo antbrao@ Neste estudo foi
investigada a producédo de moléculas com atividatme&robiana em hemolinfa de
larvas de terceiro estagio de&. megacephaldrente a desafio antigénico com
Enterobacter faecalisTestes de inibicdo de crescimento bacterianeaandm que as
larvas respondem a infeccdo produzindo substahca(smicrobiana(s) do tipo
cecropina; contudo, em alguns casos amostras t®ntaonbém apresentaram
atividade inibitoria. O(s) fator(es) antimicrobidspproduzido(s) tem efeito tanto em

bactérias Gram-positivas como Gram-negativas.

Palavras-chave. Chrysomya megacephalagaliforideo, hemolinfa, peptideos

antimicrobianos, tipo cecropina

Introducao

Entre os dipteros califorideo€hrysomya megacepha(&abricius, 1794) é
um importante veiculador de agentes patogénicogeata de miiase secundaria
(Greenberg, 1973). Embora o estudo do sistema imasts insetos seja uma area
promissora para o desenvolvimento de estratégeseairecionem ao seu controle,
pouco tem sido estudado em relagdo a sua fisiolgi@canismos de imunidade.
Somente nos Ultimos vinte anos € que pesquisag smecanismos de defesa
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Agentes antimicrobianos em califorideo

em invertebrados tém se tornado mais intensas. uGontpouco se sabe
especificamente a respeito do sistema imuneCdemegacephalaAtualmente,
Drosophila melanogaste¥ o inseto mais profundamente estudado com rekaeéte
tema (Lemaitre & Hoffmann, 2007).

A imunidade dos insetos estd baseada em mecanisehdares de defesa
(fagocitose, nodulacdo e encapsulamento), e magasifiumorais, que incluem a
coagulacdo da hemolinfa, a ativacdo da fenoloxjdaspie leva a melanizagéo, e a
producdo sistémica de peptideos antimicrobianamv@hichpaisal et al., 2006;
Lemaitre & Hoffmann, 2007). Os mecanismos de debedalar e humoral ocorrem
conjuntamente (Dunn, 1986).

Uma das principais formas de protecao utilizadasns®tos € a producéo de
peptideos antimicrobianos, os quais sédo produziébs corpo gorduroso ou por
hemacitos, sendo entdo secretados rapidamente malihia. Dessa forma, sao
capazes de chegar a qualquer parte do corpo dw.ifdermalmente, decorrem
algumas horas ou dias para a completa expressgwatafnas sollveis de defesa, e
€ sabido que muitas dessas proteinas tém acadoii@bsobre virus, bactérias,

protozoarios e fungos (Da Silva, 2002; Jensseh, &0D6).

Nos insetos, que carecem de um sistema imune &daptas peptideos
antimicrobianos desempenham um papel fundamentdutaacontra organismos
invasores (Cytrynska et al, 2007). Tais peptideéds moléculas cilindricas,
anfipaticas, com um pélo hidrofébico em uma dasniteacdes. A maioria dos
peptideos ja identificados se mostrou induzivdlpo&o e de baixo peso molecular
(Bulet et al, 1999). Eles atuam rompendo bicamédigaticas da membrana celular

de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (va,3002; Jenssen et al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi investigar a produgi® moléculas com
atividade antimicrobiana em hemolinfa de larvagateeiro estagio d€hrysomya
megacephala.

10



Agentes antimicrobianos em califorideo

Materiais e Métodos

Manutencéo das Colbnias

As colbnias deC. megacephalaram oriundas de espécimes capturados em
Porto Alegre e posteriormente gerados e mantidoRbkanatorio. Os insetos adultos
foram mantidos em gaiolas de 25x25x30 cm de dineres& ambiente com foto-
fase de 12 horas, temperatura ambiente variand20-d&8 °C, umidade relativa de
aproximadamente 55%, recebendo agua e solucdo radacad libitum Para
obtencdo de novos adultos, com o intuito de maatecolbnia, eram feitas
periodicamente inducdes de ovipostura nas gaitNasprocesso de indugao era
utilizado como substrato carne moida decomposkaaspal as fémeas depositavam
seus ovos. A ovipostura era entdo retirada daajaioecolocada em dieta a base de
musculo bovino moido (carne moida), no qual asakase desenvolviam passando
pelos devidos instares até alcancar o terceirgiesi@val (L3). O desenvolvimento
larval era realizado a 28 °C, se estendendo em el 20 horas, quando as larvas
deixavam o substrato de desenvolvimento e eramlhides em uma bandeja

contendo areia proprigara a empupacao.

Coleta e Conservacao da Hemolinfa

Antes de proceder a coleta, era feita a anti-sejasidarvas, ja em estagio L3
maduras, da seguinte maneira: primeiramente agda&mam retiradas do substrato de
desenvolvimento com auxilio de pinca e colocadasusnreservatorio; logo apos
eram passadas para uma peneira e enxaguadas caroofiggnte; em seguida, eram
mergulhadas em solucdo contendo 500 mL de agua&2Pare. de hipoclorito (dgua

sanitaria) por 1 minuto, sendo entédo recolocadgmenaira para novo enxague.

Para a coleta de hemolinfa as larvas eram imobdigeem placa de Petri
gelada por cerca de vinte minutos, e em seguidguiinadas em solucéao de etanol
70%. Apé6s secagem, em lenco de papel, cada laevalemapitada com tesoura
oftalmica, a hemolinfa era coletada com micropifetxca de 10 pL por larva) e

11



Agentes antimicrobianos em califorideo

diluida em agua deionizada estéril na proporcab: H¢v/v). Todo material coletado
era submetido a uma sequéncia de duas centrifugjagéado a primeira por 20
minutos a 500 x g, apds a qual o sobrenadanteramaférido para outro tubo e
submetido a segunda centrifugacdo por 5 minutos0@09x g. ApOds a segunda
centrifugacdo o sobrenadante era transferido paranovo tubo e as amostras
utilizadas imediatamente ou mantidas a -20 °C psogosterior.

Bactérias

As seguintes espécies de bactérias, oriundas dovoaamo Setor de
Microbiologia do Departamento de Microbiologia, Inmlogia e Parasitologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, e geatite cedidas pela Dra.
Gertrudes Corcdo, foram utilizadagscherichia coli, Burkholderia cepacia,
Enterobacter faecalis, Staphylococcus aurelnterococcus faeciynsendo as trés
primeiras Gram-negativas e as duas ultimas Grantinass A partir de estoques em
meio de cultivo-glicerol na propor¢édo de 1:1 (vinantidos & -20 °C as bactérias

eram crescidas em meio liquido contendo extratad®e 0,5% (Mm/v).

Teste de Atividade Antimicrobiana

Para verificar a possivel atividade antimicrobialeamoléculas produzidas
por C. megacephaléoi realizado teste de zona de inibigcdo de cresctmem placas
de meio de cultivo extrato de carne acrescido dar Agl% (m/v) conforme técnica

descrita por Hultmark (1998), com modificacdes.

Por esta técnica, uma col6nia isolada de meio llie@solido era transferida
para meio de cultivo liquido e incubada na tempesaapropriada por 18 horas, sem
agitacdo. Logo apds, pL deste crescimento era adicionado a 6 mL do meio d
cultivo Agar 1%, ainda em estado liquido (aproxiaradnte 40 °C), o qual era
despejado em uma placa de Petri de 85 mm de d&nfgids o meio solidificar,
eram feitos poc¢os de aproximadamente 4 mm de di@raes quais se adicionava 6
uL de cada amostra de hemolinfa a ser testada. adapleram, entdo, incubadas na
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temperatura adequada de crescimento bacterianb8p@r24 horas e o diametro dos
halos de inibicdo de crescimento medidos. Foratizados como controles uma
solucdo de estreptomicina-penicilina (0,01 mg ml10 U mf', respectivamente) e

agua deionizada estéril.

O material utilizado para teste foi hemolinfa i@ de larvas em estagio L3
tratadas como controle (sem sofrer puncéo), lgpuasionadas e larvas puncionadas
e inoculadas (utilizando pipeta Hamilton LT dei25de capacidade total) comu2
de meio de cultivo extrato de carne liquido conteiahterobacter faecaliem
diferentes concentragdes. As amostras de hemolortan coletadas conforme
descrito enColeta e Conservacdo da Hemolirgmn intervalos de 0, 1, 2, 3,4, 5,6 e
24h apos a inoculacédo e, antes de serem utilizada®, diluidas em agua destilada

estéril nas seguintes proporcoes: 1:2, 1:4, 1:8@& (\//v).

Resultados

Inducdo da expressdo de moléculas com atividadidbaoteriana em Chrysomya

megacephala

Experimentos preliminares de inibicdo de crescimdaicteriano, realizados
em nosso laboratério, indicaram que a hemolinfalatgas de 3° estagio de
Chrysomya megacephatsio contém agentes antimicrobianos do tipo cetaggm
niveis detectaveis, em condi¢cdes normais de crestamiarval. Estes testes foram
feitos tanto com bactérias Gram-negativiascheriachia co)i como Gram-positivas
(Staphylococcus aureusDecidimos investigar, entdo, se apds serem stidiesea
desafio antigénico com espécie bacteriana, asddr@aproduziriam peptideos de
acdo antimicrobiana. Optamos pela espéciterobacter faecaligois esta é usada
como procedimento padrao em protocolos de testa@sligdo bacteriana em nosso

laboratorio.

Inicialmente, foram feitos testes de atividade laética com o intuito de
identificar o comportamento da produgdo de molécoten esta capacidade ao longo
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de um periodo de tempo. Foi feita a inoculacdo mlexamadamente 7,5 x 10
unidades formadoras de colbnia (ufc) por larva, imlarvas por cada grupo de
inoculados, sendo que utilizamos mais 5 larvas pamgrupo de controles néo
puncionados, e 5 larvas para o grupo de controlexipnados. Procedemos
coletando a hemolinfa em diferentes tempos apéssafid antigénico (0, 1, 2, 3, 4,
5 6, e 24h) e os resultados obtidos a partir és tlias independentes de
experimentacdo podem ser observados na tabeladg-deoobservar, pelos dados
apresentados na tabela 1, que as larvas. deegacephalado capazes de produzir
substéancia(s) antimicrobiana(s) inibitdria(s) descimento dé&. faecalis e que esta
producdo é mais frequentemente induzida pela iatebacteriana. Por outro lado,
ndo ha uma associacdo constante entre desaficé@intge producdo de fator
inibidor de crescimento bacteriano, por exemploenévalmente controles néo
inoculados apresentaram atividade antibacterianguaato grupos infectados néo
apresentaram niveis detectaveis de antimicrobiandsuve auséncia de
reprodutibilidade de resultados, de uma forma gepaando comparados os trés
diferentes dias de experimentacgéo; entretantostadaamostras de inoculados nos
tempos 5 e 6 horas apresentaram atividade iniditamtraE. faecalis

Os diametros dos halos de inibicdo foram medidesamaostras positivas e
sao apresentados na tabela 2. Nao foi observatiamerrelacdo entre o intervalo de
tempo decorrido entre inoculagéo e coleta da hefaoé o tamanho do didmetro do
halo de inibicdo. Quanto ao efeito da diluicdo tiwidade inibitéria de amostras
positivas, observa-se uma tendéncia de diminuigidachanho do halo medido
qguanto maior a diluicdo; contudo, devido a faltarefgrodutibilidade dos resultados
ndo foi possivel determinar se h4 uma associacé®-efeito. Nas figuras 1, 2 e 3 é
possivel observar imagens caracteristicas de unoatearpositiva, de um controle
positivo (antibiético) e de um controle negativgya destilada), respectivamente. E
interessante ressaltar que em algumas das amgsisas/as foram detectados,

delimitando o halo de inibigdo, agregados enegosdlig. 4).
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Efeito da concentracdo do inoculo bacteriano na dugho das moléculas

antimicrobianas

Com o objetivo de investigar se a concentracacebaot do indculo tambéem
era um fator importante na producdo de diferentspedros de atividade

antimicrobiana, foram realizados os seguintes éx@eitos descritos a seguir.

Foi mantido crescimento de. faecalisconforme descrito anteriormente. O
caldo bacteriano crescido por 18 hoeas centrifugado 10 minutos a 600 x g, sendo
o sedimento (~3,75 x 1Qufc) ressuspenso no volume de 1:10 do volume raigi
com salina estéril (NaCl 0,9%, m/v). Durante o pdimento, foi inoculado gL por
larva deste material (puro) e de diluicbes nas qngies 1:2, 1:4 e 1:8. Foram
utilizadas 5 larvas para cada grupo controle (mmaxo e ndo puncionado) e 10
larvas por cada um dos quatro grupos de inoculaflipds passadas 6 horas da

inoculacao, foi feita a coleta da hemolinfa.

Os resultados dos experimentos realizados em tésides diferentes se
encontram nas tabelas 3 e 4. Pelos dados obtidiesnmws observar que as larvas de
C. megacephalaéo induzidas a produzir substancia(s) com atie@dmtibacteriana
em qualquer uma das concentracbes bacterianasadéB (Tab. 3). No entanto, nao
constatamos diferencas significativas na atividewleontrada conforme a variacao
do grau de diluicdo (Tab. 4). Percebemos que, assimo no experimento de coleta
de hemolinfa em diferentes tempos, alguns grupataes apresentaram atividade

antibidtica.

Atividade antimicrobiana da hemolinfa em diferergepécies bacterianas

Para avaliarmos se a hemolinfa de larvas desafiadas Enterobacter
faecalis também apresenta atividade antibacteriana quarstadge contra outras
espécies bacterianas, que néo a prdprimecalis realizamos o teste de inibicdo de
crescimento bacteriano contra as seguintes bagctBsgaherichia coli, Burkholderia

cepacia, Staphylococcus aureasEnterococcus faeciynsendo as duas primeiras
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Gram-negativas e as duas Ultimas Gram-positivastaires o efeito antibacteriano
das amostras também eBnterobacter faecaliscomo um controle positivo do

experimento.

Nesse experimento foram inoculadas larvas L3 &nfaecalis O caldo
bacteriano, obtido apdés 18 horas de crescimento¢efotrifugado e ressuspenso
conforme descrito no experimento anterior, e pasteente diluido na proporcéo
1:2. A quantidade de larvas utilizada nos grupostrote foi a mesma dos
experimentos anteriormente descritos, 5 larvas pada um dos grupos controle,
porém utilizamos 30 larvas no grupo das inoculaxes o objetivo de obter maior
quantidade de material. A hemolinfa foi coletad&dsas apds a inoculacdo das

bactérias.

O resultado do experimento supracitado se encoattabela 5. Pelos dados
apresentados, podemos inferir que o desafio amtigérausado poE. faecalis
também induz a producdo de agentes com ac¢do ambizina contra outras
bactérias, que ndo apertasfaecalis As bactérias testadas se mostraram sensiveis a
acdo antibacteriana presente na hemolinfa, comcaacda espéci®urkholderia

cepacia.

Discussao

Peptideos antimicrobianos comprovadamente comp@ersisiema eficiente
de protecdo contra processos infecciosos e quéizadi tanto por animais como
por plantas (Jenssen et al., 2006). A analise efdtados apresentados nas tabelas 1
e 2 demonstra que larvas de 3° estagiGlilgsomya megacephatke fato produzem
fatores com atividade antibacteriana presentes amolnfa. Contudo, ndo foi
possivel demonstrar de forma inequivoca que a pémdule tais fatores era
invariavelmente induzida pela inoculacdo com espducteriana, pois nao foi
possivel detectar atividade antimicrobiana em algiamostras do grupo tratado.
Além disso, observamos que amostras de alguns gragpotrole continham

componente com atividade antibacteriana. Esse ti@duz a dificuldade que

16



Agentes antimicrobianos em califorideo

encontramos em estabelecer condigbes experimemjars garantissem a
reprodutibilidade dos resultados obtidos. Essaudade pode ser explicada por
diversos motivos, uma vez que o experimento é akyrda de uma multiplicidade de
variaveis que podem alterar seus resultados. Rerapificar tais fatores podemos
citar a manipulacdo dos insetos na preparacédo agperimento, a variagdo do
estagio de desenvolvimento da larva L3 entre aliaree pds-alimentar (pré-
empupacdao), estresse das larvas devido ao marugsripincas, a punc¢ao, o choque

térmico durante o tempo de imobilizacdo que preeeddeta, entre outros.

Tais fatores poderiam levar a larva a produzir neltele defesa, que se
traduziria no halo de inibicdo. Em alguns casg6pria puncao pode ter levado a
producao de material com atividade tipo cecropginayavelmente devido a lesdo e o
consequente processo inflamatério, mas também pedelecorrente do material
utilizado durante o procedimento, uma vez que étandificil manter a agulha

utilizada para puncdo completamente livre de comagao.

Em adicdo aos fatores ja expostos, outra situagaopqde influenciar nos
resultados é a fase de desenvolvimento em quecsmtesm as larvas utilizadas.
Esse problema poderia ser solucionado ao seleowmsatarvas exatamente no
mesmo estagio, no entanto, devido a variacbes dendelvimento larval é
impraticavel selecionar apenas larvas em estag®alpdentar, e essas podem
apresentar diferencas fisioldgicas significativas@mmparacao as larvas em estagio

pré pés-alimentar, o que poderia levar a divergédos resultados encontrados.

Outro fato observado a partir desses resultad@sdgud ao longo do periodo
analisado apos a inoculacdo (0 a 24 horas) ndoehwanacdo nos niveis do(s)
fator(es) antimicrobiano(s) produzido(s), a se gulgelo tamanho do halo de
inibicdo verificado. E importante salientar que ¢mdos os dias analisados as
amostras coletadas nos tempos 5 e 6 horas, aprg&agao, apresentaram atividade
antibacteriana. Esse resultado sugere que, embgaauima variabilidade no tempo
de expresséao de niveis detectaveis desses fatunescaobianos, 0s mesmos devem

se estabilizar em torno de 5 a 6 horas apés o d@stiamtigénico, se mantendo por
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pelo menos um periodo de 24 horas. Da Silva (2#0Bavia descrito que decorre
um periodo de horas, ou até dias, para a compiptagsao das proteinas sollveis de
defesa. EnDrosophila melanogastatanos causados por bactérias ou fungos ativam
a transcricdo de genes que codificam para peptal@dsacterianos em cerca de 30
minutos & uma hora, sendo que a intensidade dessaricdo atinge um pico de 12

a 48 horas ap0s a inducao (Hoffmann, 1995).

Com referéncia ao efeito da diluicdo das amost@asnranutencdo da
atividade antimicrobiana foi observado que todaamsstras positivas mantiveram
acao inibitéria até a diluicdo de 1:4, embora algsiramostras tenham mantido
atividade inibitoria até o maior fator de diluicfln16). Contudo, essa manutengao
do efeito antibidtico é acompanhada de um decrésderatividade, pois se observa,

na maioria dos casos, uma diminui¢cao do halo decé.

Além disso, algumas placas apresentaram um materisgrecido
circundando o halo de inibicdo. Esse pontilhadarespode se tratar de agregados,
formados em decorréncia da ativacdo da pro-fentédse. A hemolinfa, assim que
coletada, se mostrava clara e limpa, porém, apégenimdo curto de tempo, a
temperatura ambiente, se tornava escura, fato askpéver a revisdo de Kanost e
Gorman, 2008k que corrobora a suposi¢cao feita acima. Cabelt@ssme esta
mudanca de cor ocorria mais lentamente nas amoptm&nientes das larvas
inoculadas, indicando haver nestas amostras algon inibitério da ativacdo da

cascata da pro-fenoloxidase que merece ser ingdstig

Outro aspecto testado foi a influéncia do titulatéaano do indculo na
inducdo da expresséo de fatores antimicrobianodapeais deC. megacephalaOs
resultados apresentados nas tabelas 3 e 4 indicarargre os titulos de 7,5 x°16
9,4 x 1¢ ha inducdo da producdo de agentes antibacteriapés 6 horas da
inoculacdo, embora somente na concentracdo dex3JIB observou-se atividade
nos trés experimentos realizados. Esses dadosesuggre, talvez, ndo exista uma
quantidade otima de bactérias para que o desdfigéaico resulte em inducédo da

producdo de peptideos antimicrobianos. Ainda pedgsiltados observados nesse
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experimento, ndo ha uma associacdo entre titulmamulo e quantidade de fator
antimicrobiano produzido, a se julgar pelo tamatd® halos de inibigdo formados.

Finalmente, investigamos se esse(s) fator(es) amtiiano(s) induzido(s)
pelo desafio antigénico coEnterobacter faecalipossui(em) atividade contra outras
espécies bacterianas. Observamos que houve inidg&rescimento das espécies
Escherichia coli Enterococcus faeciune Staphylococcus aureugkste resultado
indica que efetivamente a(s) substancia(s) prod(gjaleve(m) ser uma molécula do
tipo cecropina, pois inibiu o crescimento tanto@@am-positivas como de Gram-
negativas (Da Silva, 2002; Jenssen et al., 2006). dutro lado, a espécie
Burkholderia cepaciase mostrou resistente ao tipo de agente antimemobi
produzido na hemolinfa testada. Este resultado esthr associado ao fato de que
essa espécie bacteriana é reconhecidamente nuidtierde aos antibidticos
conhecidosNIcGowan, 2006).

Esse trabalho tratou-se de um estudo inicial focamlcsistema imune de
Chrysomya megacephala sua capacidade de producdo de molécula(s) com
atividade antimicrobiana. Os resultados nos indigas de fato, ocorre producéo de
tal(is) molécula(s), embora seja necessario detemas condi¢des mais adequadas
para que se obtenha a inducéo de sua expressdd. enegacephalaUma vez
estabelecida estas condicbes abre-se a perspealdivearacterizacdo molecular
desse(s) fator(es), para que num segundo momergossa trabalhar na producéo
sintética dessa(s) molécula(s) com a finalidadeeieir como terapia antibacteriana

para animais e seres humanos.
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Tabela 1- Resultados qualitativos de experimentos de indde&atividade antibacteriana @nmegacephalagalizados em trés ocasifes distintas.

Grupos Presenca ou auséncia de halos de inibicAapamostras em diferentes diluicdes
1:2 1:4 1:8 1:16 Antibiético Agua
deionizada

D1 | D2| D3| D1| D2| D3] D) Dz D3 D1 D2 DB Dl D2 D3 D1 DD3I
CTO + - - + - - + - - + - - + + + - - -
CPTO | Nc | - - | Nc| - - | Nc| - - | Nc| - -| Nd + +| N - -
ITO - + + - - - - - - - - - + + + - - -
CT1 + - - + - - - - - - - - + + + - - -
CPT1 | - + - - + - - + - - - - + + + - - -
ITl + + - + + - + + - + + - + + + - - -
CT2 + - - + - - + - - - - - + + + - - -
CPT2 | - - - - - - - - - - - - + + + - - -
IT2 + - - + - - + - - + - - + + + - - -
CT3 - - - - - - - - - - - - + + + - - -
CPT3 | - + - - + - - + - - + - + + + - - -
IT3 + - - + - - + - - + - - + + + - - -
CT4 - - - - - - - - - - - - + + + - - -
CPT4 | - - - - - - - - - - - - + + + - - -
IT4 - + - - - - - - - - - - + + + - - -
CT5 - - - - - - - - - - - - + + + - - -
CPT5 | - + - - + - - - - - - - + + + - - -
ITS + + + + + + - - - - - - + + + - - -
CT6 - + - - + - - + - - - - + + + - - -
CPT6 | - - - - - - - - - - - - + + + - - -
IT6 + + + + + + + + + + - - + + + - - -
CT24 | Nc | - - | Nc| - - | Nc| - - | Nc| - -| Ng + +| N - -
CPT24| Nc | - - | Nc| - - | Nc| - - | Nc| - +| Ng + +| N - -
IT24 + - + + - + + - + + - - + + + - - -

Legenda: CT = grupo controle em diferentes temB&3; = grupo controle puncionado em diferentes temnido= grupo inoculado em diferentes tempos; Nc
= n&o houve crescimento; D1/D2/D3 =dias 1, 2 e 3.
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Tabela 2 — Resultados quantitativos de experimentos de indadgéatividade antibacteriana e@hrysomya megacephalegalizados em trés ocasifes

distintas.
Grupos Halos das amostras em diferentes diluicdes (em mm)

1:2 1:4 1:8 1:16 Antibiotico

D1 |D2| D3|D1 |D2|/D3|D1|D2 | D3| D1|D2|D3|D1 | D2 | D3

CT0 | 10,5 - - 9 - - |1 85| - - | 6] - -1 29| 178 20
ITO - 148|142 - - - - - - - - - 1265 19 | 21
CTl | 51| - 47| - - - - - - - -| 24 18)519,5
CPT1 - 6| - - | 43 - - 141 - - - - | 28| 18,5 20
IT1 8 5] - 7149 - 6 - - 149/42| - |245| 20 | 20,5
CT2 | 49| - - 41 - -1 4 - - - - -| 25,p18,5| 20
IT2 81| - - 7 - -1 57 - - |1 48] - - | 29 | 18,5/ 19,5
CPT3 - 6| - -1 49 - - |47 - - |46] - | 29| 18] 19
IT3 51| - - 5 - -1 449 - - 139 - - | 25175 20
IT4 - | 45| - - - - - - - - - -| 26| 198 21
CPT5 - 149 - - |44 - - - - - - - | 27| 17| 20
ITS *6 |4,2/48|*5,4|44(42] - - - - - - | 25| 18| 21
CT6 - 5| - - 1 45 - - 142] - - - - | 27| 16| 225
IT6 8 5| 5| 71| 4242|64| 5 |41 5| - - 25| 20| 205
CPT24| Nc | - - | Nc | - - [ Nc| - - [Nc| - |68 Nc | Nc | 25
IT24 10| -| 48 8 - |43/65| - |[42] 7| - - | 28,5 Nc | 24,5

Legenda: CT = grupo controle em diferentes tem@#3] = grupo controle puncionado em diferentes tesxnpb = grupo inoculado em diferentes

tempos; D1/D2/D3 = dias 1, 2 e8¢ = ndo houve crescimento; * pontilhado preto cidando o halo.
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Tabela 3- Resultados qualitativos de experimentos deceéizitconcentragéo do inoculo bacteriano na exgressatividade antimicrobiana, realizados em
trés ocasides distintas.

Grupos Presenca ou auséncia de halos de inibicdo paraasras em diferentes diluicdes
1:2 1:4 1:8 1:16 Antibidtico Agua deionizada
D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 DZ D3
CT6 - - - - - - - - - - - - + + + - - -
CPT6 + - - + - - + - - + - - + + + - - -
IT6 puro + + - + + - + + - + + - + + + - - -
IT6 1:2 + + + + + + + + + + + - + + + - - -
IT6 1:4 - + + - + + - + + - + + + + + - - -
IT6 1:8 - + - + + - + + - + + - + + + - - -

Legenda: CT6 = grupo controle, tempo 6h; CPT = grgpntrole puncionado, tempo 6h; IT6 puro/1:2/18l/% grupo inoculado com diferentes
concentracdes, tempo 6h; D1/D2/D3 =dias 1, 2 e 3.

Tabela 4 — Resultados quantitativos de experimentos aceecafeito da concentragdo do inoculo bacterianoxpaesséo de atividade antimicrobiana,
realizados em trés ocasiodes distintas.

Grupos Halos das amostras em diferentes diluicdes (em mm)
1:2 1:4 1:8 1:16 Antibidtico Agua deionizada
D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 DZ D3
CT6 - - - - - - - - - - - - 25 26| 26,5 - - -
CPT6 4,2 - - 6 - - 5 - - 5 - - 2465 27 24 1 -
IT6 puro 5 10 - 6 9 - 5 8 - 5,3 6 - 24 275 225 - - -
IT6 1:2 5 10 5 55 10 55 5 9 45 5pb 9 44 285452 - - -
IT6 1:4 - 55 7 - 5 6 - 48 55 - 48 5pb 2b 26 20 - - -
IT6 1:8 - 6,1 - 55| 6,2 5 6 - 4,5 4,6 - 26 22 21, - - -

Legenda: CT6 = grupo controle, tempo 6h; CPT = gragpntrole puncionado, tempo 6h; IT6 puro/1:2/28l/%¥ grupo inoculado com diferentes
concentracdes, tempo 6h; D1/D2/D3 =dias 1, 2 e 3.

24



Tabela 5— Resultados de experimentos tigidade antimicrobiana da hemolinfa em diferentes

espécies bacterianas (halos em mm)

_ IT6 IT6
Especies . -
) diluicdo diluicdo CT6 CPT6 Antibiotico
Bacterianas
1:2 1:4
Escherichia
, 4.2 - - - 22
coli
Burkhalderia
) - - - - 22
cepacia
Enterococcus
_ 5 45 - - 23
faecium
Staphylococcus
Py 4.2 - - - 25
aureus
Enterobacter
_ 4.2 - - - 27
faecalis

Legenda: CT6 = grupo controle, tempo 6h; CPT = grgontrole puncionado, tempo 6h; IT6

puro/1:2/1:4/1:8 = grupo inoculado com diferentesaentracées, tempo 6h.
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Fig. 1 — Hemolinfa coletada apdés 1h da Fig. 2 — Controle positivo (antibi6tico).
inoculacdo. diluida 1:2.

Fig. 3 — Controle negativo (4gua destilada Fig. 4 — Hemolinfa coletada ap6s 5h de

autoclavada). inoculacéo, diluida 1:2. Notar a presenca de
pontilhado escuro circundando o halo de
inibicéo e indicado pela seta.
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5. CONCLUSOES

Os resultados do trabalho nos levam a concluigaiste:

» Larvas deChrysomya megacephalm estagio L3 ndo produzem niveis
detectaveis de agentes antibacterianos ao serémaasscontra&scherichia
coli, Burkholderia cepacia, Enterobacter faecalgtaphylococcus aureusi
Enterococcus faeciumuando a larva se encontra em condi¢bes norneas, S

presenca de injuria ou estresse de qualquer tipo;

* Quando inoculadas corknterobacter faecalisem concentracdes de no
minimo 7,5 x16 bactérias, as larvas produzem em sua hemolinfaetato

antibacterianos do tipo cecropina,

« Nem sempre quand&. faecalisfoi inoculada foi detectada presenca de

agentes do tipo cecropina;

e Outros fatores, que ndo somente o desafio antigérpodem levar a
producdo de moléculas com atividade antimicrobieaomo se pode perceber

em alguns casos de controles puncionados ou néo;

» Fatores antimicrobianos induzidos fnterobacter faecalisambém causam
efeito antibidtico sobre as seguintes espéciesshacts:Escherichia coli,

Enterobacter faecalis, Staphylococcus aure&mterococcus faecium;

* Nas condi¢bes nas quais foi realizado esse trabafim se observou acao

antibiotica sobre a bactéfBurkholderia cepacia

Esse trabalho tratou-se de um estudo inicial focadcsistema imune de
Chrysomya megacephala sua capacidade de producdo de molécula(s) com

atividade antimicrobiana. Os resultados nos indigas de fato, ocorre producéo de
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tal(is) molécula(s), embora seja necessario detemas condi¢des mais adequadas
para que se obtenha a indugcédo da expressdo destesulas entC. megacephala
Uma vez estabelecida estas condicbes abre-se pegiiva de caracterizacao
molecular desse(s) fator(es), para que num segmodaoento se possa trabalhar com
perspectivas de producdo sintética dessa(s) malguwtom a finalidade de servir
como terapia antibacteriana para animais e seraarms.
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