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Bioprospection of antimicrobial peptides in Calliphoridae (Diptera)
maggots: a review on extraction, purification and detection
methodologies

Ronaldo Roberto Tait Caleffe, Stefany Rodrigues de Oliveira, Julio Cesar Polonio, Bruno Vinicius Daquila,
Maria Claudia Colla Ruvolo Takasusuki, Jodo Alencar Pamphile, Helio Conte, Eduardo Cesar Meurer

RESUMO

Os insetos apresentam a maior biodiversidade entre a classe Animal e sé&o fontes ricas de produtos
biotecnoldgicos. Espécies da familia Calliphoridae (Diptera) apresentam habitos necréfagos durante
a fase larval, assim sé@o expostas a diferentes microrganismos, produzindo peptideos antimicrobianos
(AMPs) como sistema de defesa. O objetivo deste trabalho foi realizar um levantamento bibliografico
dos principais peptideos antimicrobianos identificados em Calliphoridae (Diptera), fornecendo dados
para a bioprospeccdo de novos compostos. A revisdo bibliografica foi realizada nas plataformas:
Google Académico e SciFinder e foram selecionados 56 artigos para o desenvolvimento deste
trabalho. Os AMPs possuem atividade contra amplo espectro de bactérias gram-positivas e gram-
negativas, por isso apresentam grande interesse para tratamentos de feridas (e.g.: Terapia Larval)
e bioprospecgéo de novos antibidticos. Estas moléculas sdo obtidas a partir do produto de excrecéo
e secregdo das larvas de Calliphoridae e sua agdo tem como alvo primario a membrana celular das
bactérias, devido interagdes eletroestaticas e interagdes de van der Waals com a membrana lipidica. A
utilizagao de técnicas de separagao acopladas com espectrometria de massas permitiu a identificagao
e caracterizagdo de peptideos da classe Defensina em diferentes espécies de califorideos. A
bioprospec¢do de novas moléculas antimicrobianas em moscas € uma area promissora dentro da
biotecnologia, devido ao aumento do nimero de bactérias resistentes aos antibioticos atuais.

PALAVRAS-CHAVE: Defensinas; Peptideos Catidnicos Antimicrobianos; Espectrometria de Massas
por lonizagao por Electrospray.

ABSTRACT

Insects demonstrate highest biodiversity between Animal and are source of biotechnology products.
Species of Calliphoridae (Diptera) are necrophagous in larval stage, therefore exposed to different
microorganisms, leading to a defense system based on antimicrobial peptides (AMP’s). The objective of
the work was performed a bibliographic review of main antimicrobial peptides identified in Calliphoridae
(Diptera), supplying data to bioprospection of new molecules. The review was performed in the
databases: Scholar Google and SciFinder, selecting 56 research articles. The AMP’s have activity
against a broad spectrum of bacterium gram-positive and negative, thus present an important role in
maggot therapy and bioprospection of novel antibiotics. These molecules are obtained from excretion
and secretion of maggots and its action have primary target the cell membrane of bacterium. The
mechanism involves electrostatic interaction and van der Waals interaction with lipidic membrane.
The utilization of separation techniques in addition with mass spectrometry allows the identification
and characterization of Defensin peptides in Calliphoridae. The bioprospection of novel antimicrobial
molecules of blowflies are promising area of biotechnology, since the increase of resistant antibiotic
bacterium.

KEYWORDS: Defensins; Antimicrobial Cationic Peptides; Spectrometry, Mass, Electrospray lonization.
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INTRODUCAO

A terapia larval (TL) consiste na aplicagdo de larvas esterilizadas de moscas (Diptera: Calliphoridae) em
ferimentos para auxiliar o debridamento, desinfecgao e cicatrizagédo. A espécie mais utilizada para a terapia é a Lucilia
sericata, entretanto outras espécies sdo estudadas como alternativas’. O processo de desinfeccdo ocorre devido a
ingestdo das bactérias e consequentemente sua morte no sistema digestorio?, além da atividade antimicrobiana da
secrecao extracorpdrea®*,

Estudos focam na extragéo do produto de secregéo e excregéo (ES) das larvas e testes in vitro contra diferentes
bactérias®®"8. Os resultados indicam que as moléculas sdo mais ativas contra bactérias gram-positivas do que as gram-
negativas®. Pesquisadores' demonstraram que a exposi¢éo das larvas a ambiente contaminado modula a atividade
antimicrobiana positivamente. Entre as moléculas identificadas se destaca um peptideo da classe Defensin, com 40
aminoacidos, denominado Lucifensin"'. Este peptideo é mais expresso no corpo gorduroso de larvas expostas a ambiente
contaminado, entretanto a glandula salivar o produz continuamente em ambientes contaminados e estéreis'.

A atividade antimicrobiana de larvas também foi observada contra biofilmes, uma forma de resisténcia bacteriana
a fatores bidticos e abioticos. O biofilme é uma comunidade de uma ou mais espécies bacterianas, situadas em uma
matriz polimérica protetiva e aderida a uma superficie®. Em feridas cronicas, o biofime causa sérios problemas devido
ao seu potencial de promover a resisténcia sistémica bacteriana contra agentes antimicrobianos e, consequentemente,
dificulta o tratamento. Desta forma, a TL é apontada como uma alternativa para dissolver e inibir sua formagédo™. Estudos
demonstraram atividade do ES contra biofime de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa'™®.

A identificacdo das moléculas que possuem atividade antimicrobiana é importante para compreensao do modo
de agdo da TL, assim como para o desenvolvimento de produtos biotecnolégicos'. Dentre estas moléculas, os peptideos
antimicrobianos (AMPs) tem grande destaque. S&o componentes multifuncionais do sistema imune dos insetos,
apresentando subgrupos de acordo com a composi¢ao dos aminoacidos: (a) Cecropicin, (b) Defensin e (c) peptideos com
a presenga de residuos de prolina e/ou glicina. Os AMPs possuem atividade contra um amplo espectro antibacteriano,
antifingico e antiviral, com promissora capacidade terapéutica e profilatica’.

Afamilia Calliphoridae (Diptera) apresenta aproximadamente 1500 espécies, abrangendo cerca de 150 géneros,
com distribuicdo mundial, sendo registradas mais de 130 espécies na regido Neotropical'. A caracterizagdo de moléculas
provenientes destes insetos ainda é restrita a poucas espécies, e desta forma a bioprospeccao de novas espécies é uma
area promissora para a biotecnologia. A espectrometria de massas (MS) é uma técnica analitica que analisa relagéo
massa/carga (m/z) de ions e permite a identificagdo de biomoléculas, como os AMP’s?.

O objetivo deste trabalho foi realizar um levantamento bibliogréfico dos principais peptideos antimicrobianos

identificados em Calliphoridae (Diptera), em relagéo a sua extracéo, purificacéo e detecgao, além de fornecer dados para
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a bioprospecgéo de novos compostos.

METODO

A reviséo bibliogréfica foi realizada nas plataformas: Google Académico (138) e SciFinder utilizando as
combinagdes de palavras: AMP’s, Calliphoridae, mass spectrometry (espectrometria de massas), antimicrobial peptides
(peptideos antimicrobianos). A busca inicial, sem uma filtragem de periodo de publicagao, resultou em 138 documentos
na qual foram delimitados aqueles redigidos em lingua inglesa para uma segunda etapa de busca e selegdo. Apds a
anélise dos artigos por meio das informagdes contidas nos seus respectivos titulos e resumos, 56 documentos atendiam a

delimitagdo do tema e abordavam sobre metodologias de extragao, purificacéo e deteccédo de peptideos em Calliphoridae.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Terapia Larval (TL)

Os insetos apresentam a maior biodiversidade entre a classe Animal, representando aproximadamente 70%
das espécies conhecidas?' e estima-se que existam cerca de 5-6 milhdes de espécies?. Insetos podem ser encontrados
em diferentes condi¢des, portanto sdo os mais bem sucedidos colonizadores terrestres. Devido a sua biodiversidade
e resiliéncia, apresentam uma fonte rica em moléculas com potencial medicinal e/ou biotecnoldgico. A TL consiste na
aplicacdo de larvas estéreis produzidas em laboratério para o tratamento de feridas cronicas’. Historicamente, a TL
obteve reconhecimento durante a Primeira Guerra Mundial, onde utilizavam as larvas para tratar osteomielites e feridas
gangrenadas em soldados®. Ap6s a descoberta da penicilina, a técnica foi pouco utilizada e sé retornou a aparecer
no final da década de 1980, devido a resisténcia de bactérias aos antibi6ticos. Atualmente as larvas sdo produzidas e
comercializadas para diversos hospitais e centros especializados em diferentes continentes".

Os resultados da aplicagao das larvas incluem, (a) remocao do tecido necrético (debridamento); (b) eliminagéo
de bactérias (desinfecgéo); e (c) cicatrizagdo. O mecanismo de desinfecgdo envolve tanto a ingestéo das bactérias e
eliminag&o no intestino, como a agéo antimicrobiana do produto de secrecao e excregado (ES) no ferimento. O grande
interesse pela TL é resultado da eficiéncia do processo, incluindo a eliminagdo de bactérias resistentes'. Além disso,
a identificacdo e caracterizagdo de moléculas antimicrobianas é uma érea biotecnoldgica promissora, uma vez que a
utilizacdo das larvas pode ser substituida por estas moléculas produzidas sinteticamente ou por meio de técnicas de
engenharia genética.

Apesar da TL ser reconhecida como um processo eficiente de cicatrizacdo, o entendimento dos processos
celulares e moleculares ainda séo desconhecidos. Os microRNAs (miRNAs) s&o importantes reguladores de varios

processos fisioldgicos, devido a caracteristica de induzir respostas celulares. Wang et al.* demonstraram que o
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proangiogénico cluster de miRNA, miR-17-92, obteve uma regulagdo positiva em pacientes que realizaram a TL. Estes
dados sugerem que a TL promove a regulagéo da angiogénese, onde o miR-18a/19a tem como alvo direto o gene para
Trombospondina 1 (TSP-1), servindo como base de futuros estudos em novas terapias e melhorias em tratamentos de
glicemia, inflamagdes e revascularizagdo. Em 2016, um robusto estudo® utilizou L. sericata transgénica, induzindo a
expressao e producdo do fator de crescimento humano derivado de plaquetas PDGF-BB pela larva. Este sistema tem
o potencial de ser utilizado para entregar uma variedade de fatores de crescimentos e peptideos antimicrobiano no
ferimento com o objetivo de aprimorar a cicatrizagéo.

Outro fator a ser considerado € a cadeia de produgéo. Existem poucos fabricantes comerciais de larvas paraa TL
no mundo. O crescimento desta técnica é limitado devido a barreiras técnicas e sociais. A aplicagao de larvas depende
da liberagao de ministérios da salde dos diversos paises®. Na literatura existem diversos estudos?#% relacionados a
esterilizag&o de ovos, desenvolvimento de dietas e ciclo de vida das moscas, entretanto s&o relacionados a entomologia
forense, dificultando o conhecimento do processo, em suas peculiaridades, para a area médica. Outros pontos sdo a
distribuicdo, na qual podem ser seguidas metodologias de vacinas, sangue e espécies patoldgicas; e a aceitagao de

pacientes e 6rgaos regulamentadores® (Fig.1).

Figura 1. Cadeia de produgéo simplificada para Terapia Larval. Adaptado®.

Producao Distribui¢do Tratamento Descarte

Manutencéo de colénias de Entrega das Profissionais da Profissionais da salude

moscas e produgdo de larvas saude para aplicagdo para descarte de larvas
larvas medicinais medicinais das larvas medicinais e curativos utilizados

Anatomia larval

A familia Calliphoridae apresenta desenvolvimento holometabolo e habitos necrofagos, assim as larvas estéo
expostas a diversas contaminagdes por microrganismos, e desta forma apresentam mecanismos de defesa as infecgdes.
O corpo da larva contém glandulas salivares, papo, intestino, tubulos de Malpighi, corpo gorduroso, ganglios nervosos e
traqueias. A massa corporea de uma larva aumenta cerca de 100 vezes em 72h apds a ecloséo.

O par de ganchos bucais, facilitam o movimento e a quebra dos tecidos simplificando a agéo de enzimas
digestivas?. A digestao realizada é extracorpérea, secretando diversas enzimas digestivas, como proteases, liquefazendo
os tecidos para subsequente ingestdo??. A maioria destas enzimas sao produzidas nas glandulas salivares, sendo um
importante alvo para estudos®. O papo serve para armazenamento de alimento, que sera utilizado no processo de

pupacdo. O tecido pré-digerido passa pelo proventriculo antes de alcangar o intestino médio®'. O alimento entdo é
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novamente digerido pelas enzimas do intestino, e bactérias provenientes do tecido ingerido s&o eliminadas e os nutrientes
absorvidos pelas paredes do intestino, assim passando para a hemolinfa.

A conexdo entre o intestino médio e posterior € realizada por tubulos de Malpighi. Estas células funcionam
como filtro do produto de excre¢édo da hemolinfa e mantém a pressao osmética. A excre¢ao é novamente processada no
intestino posterior e se mistura com o alimento parcialmente digerido proveniente do intestino médio. Assim o intestino
posterior realiza o processo final de quebra da excregéo e nutricdo antes do produto ser excretado pelo anus. O corpo
gorduroso nao participa diretamente do processo de digestéo, mas reveste outros 6rgdos e esta presente na hemolinfa.
Sua fungéo é metabolica, como armazenamento de energia em forma de glicogénio e lipideos e participa diretamente na
defesa imune do inseto, produzindo rapidamente peptideos antimicrobianos®. Os ganglios nervosos estéo localizados
na cabega, representando o centro nervoso das larvas.

O sistema de traqueias se apresenta em toda a larva, fornecendo oxigénio diretamente para os tecidos, e
a troca de ar é realizada por dois espiraculos posteriores. Desta forma o conhecimento da anatomia larval fornece
valiosas informagdes para sua utilizagdo biotecnoldgica, pelo conhecimento dos seus mecanismos de eliminagéo de

microrganismos tanto, interna como externamente? (Fig. 2).

Figura 2. Esquematizacao da anatomia larval de Calliphoridae (Diptera).

Espiraculos

+ Producéo de peptideos antimicrobianos continuamente; ++ Producdo de peptideos antimicrobianos induzida. (Fonte: autor)

Peptideos antimicrobianos (AMPs)
Os peptideos antimicrobianos (AMPs) s&o moléculas presentes no sistema imune de organismos procariotos e

eucariotos. Normalmente, consistem em moléculas de 12 a 50 amino&cidos, os quais podem sofrer substitui¢des e assim
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formar diversos subgrupos. A maior parte dos aminoacidos apresentam carater hidrofébico e sua estrutura secundaria
pode assumir 4 conformagdes, (a) a-hélice devido a presencga de conformagao coiled; (b) B- stranded; (c) B-hairpin ou

loop; (d) conformagao estendida™ (Tab. 1).

Tabela 1. Lista de peptideos antimicrobianos baseado em caracteristicas estruturais. Adaptado®.

Classe de  Caracteristica estrutural ~ Peptideo representativo Estrutura
AMP

Peptideos formando Cecropins a Hélice
estrutura de a hélice

Ponte dissulfeto simples Thanatin Folha
Ponte dissulfeto dupla Tachyplesin Il Folha 8
Ponte dissulfeto tripla Panaeidins Folha 8
Peptideos Mais de trés pontes Drosomycin Estrutura a
catidnicos dissulfeto
Peptideos ricos em prolina Pyrrhocoricin Estrutura a
Peptideos ricos em glicina Diptericins -
Peptideos ricos em Histatin RicoemH
histidina
Peptideos ricos em Indolicidin Estendida
triptofano
Moléculas derivadas de Secretolytin a Hélice
neuropeptideos
Peptideos  Peptideos ricos em acido Dermcidin -
nao aspartico
catidnicos
Proteinas ligadas a Lactoferricin Volta 8
oxigénio

Os AMPs apresentam promissora aplicacdo terapéutica e profilatica, devido a sua ampla agéo contra bactérias,
fungos e virus, além de propriedades anticancer (ex.: Aurein). Estas moléculas causam a quebra fisica da membrana
celular das bactérias, sendo a membrana o alvo primario dos AMPs. Devido ao seu modo de agao, terapias combinadas
com antibiéticos se demonstram promissoras, facilitando os farmacos entrarem no citoplasma dos micro-organismos’®.

O contato primario dos AMPs com as bactérias ocorre devido a interagdes hidrofébicas e eletrostaticas, as quais
dependem da composicao lipidica da membrana. Esta interagéo altera a permeabilidade da membrana e afeta o balango
da pressao osmética. Outros modos de acédo dos peptideos incluem desbalango com enzimas intracelulares e DNA. As

conformagdes secundarias, as quais 0s AMPs assumem, estdo relacionadas com sua atividade na membrana celular. As
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B e a-hélice contém ligagdes dissulfeto entre as cisteinas que estabilizam a estrutura e auxiliam a atravessar a membrana.
A composicédo da carga, hidrofobicidade e tamanho do peptideo sdo os principais fatores da agdo antimicrobiana' (Fig.

3).

Figura 3. Representagao esquematica das multifuncionalidades de peptideos antimicrobianos. Adaptado®.

Vetor para
entrega de
drogas

Agente
mitogénico

Molécula
sinalizadora

Resposta
mune
adaptativa

Resposta Peptideos
imune inata antiunicrobianos

Agente
antitumoral

Agente
contraceptivo

Agente 1muno
modulatério

AMPs de Insetos

Os AMPs de insetos podem ser divididos em 3 grupos de acordo com sua sequéncia de aminoacidos e estrutura,
(a) Cecropicin, peptideos lineares com a-hélice e a auséncia de residuos de cisteina; (b) Defensin com 6-8 residuos de
cisteina conservados e estabilizados com pontes dissulfeto, apresentando 3 dominios que consistem em um loop flexivel
na regido amino-terminal; e (c) peptideos com a presenga de residuos de prolina e/ou glicina®.

Defensin € um grupo de peptideos com 18-45 aminoacidos contendo 6-8 residuos de cisteina conservados,
geralmente catiénicos e ricos em arginina. A maior parte das Defensin em insetos apresentam de 29-34 aminoacidos,
estabilizados por 3 pontes dissulfeto e com conformagéo B-hairpin. Estas moléculas se ligam com a membrana celular
ou formam poros para o efluxo de ions e nutrientes'.

Testes realizados em L. sericata utilizando hibridizacdo do RNAm para a Defensin Lucifensin demonstraram que
este peptideo é produzido constantemente nos 6rgédos larvais que estdo diretamente expostos a ambiente contaminado
(e.g.: gléndula salivar). Entretanto, 6rgéos que estéo indiretamente ligados (e.g.: corpo gorduroso), sé produzem esta
molécula quando expostos aos microrganismos. Apesar da atividade contra bactérias gram-positivas e negativas, as

Defensins sao mais efetivas conta as gram-positivas, incluindo bactérias resistentes a antibiéticos (e.g.: Staphylococcus
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aureus)".

Cecropin apresenta um grupo de peptideos de cerca de 35 residuos de aminoacidos com atividade antibacteriana
para espécies gram-positivas e negativas, isolados de diversos lepidopteros e dipteros, constituindo a maior parte da
imunidade cell-free dos insetos**. A agdo envolve a lise da membrana celular bacteriana e inibicdo da captagao de
prolina e vazamento das membranas®*’. As Cecropin A s&o estabilizadas por estruturas a-hélice, e apesar de néo estar
elucidado 0 modo de agao, evidéncias indicam a membrana celular como alvo®. O desequilibrio dos ions regulada pela
Cecropin induz a atividade apoptética. A molécula pode reduzir o nivel de NADPH e glutationa induzindo o estresse
oxidativo formando espécies reativas de oxigénio®“,

A Cecropin B € um peptideo catibnico linear de 35 aminoacidos, apresentando a maior atividade antibacteriana
do grupo*'. Este peptideo também atua atenuando a motilidade do nematédeo Brugia pahang e apresenta atividade
antifungica contra Candida albicans****. A Cecropin C é considerada um precursor ou um produto de degradacdo da
Cecropin A, tendo sua atividade antibacteriana pouco descrita na literatura. Cecropin D apresenta homologia com a A
e B, e uma molécula recombinante foi expressa na levedura Pichia pastoris demonstrando atividade contra bactérias
gram-positivas e negativas. Uma das caracteristicas que fazem ter esta agdo € um residuo de lisina C-terminal ativada
por fosforilagao34444,

Cecropin P1 forma a estrutura de a-hélice com a regido C-terminal (Lys-Gly29) em lipopolissacarideos da
membrana externa de bactérias gram-negativas. Entre as espécies com sensibilidade estéo E. coli e o fungo C. albicans,
além de inibir particulas virais e atenuar a apoptose induzida por virus*#’. Lucilin, uma Cecropin de 36 residuos de
aminoacidos, foi identificada sua sequéncia parcial no genoma de L. sericata. A proteina modificada GWLK-Lucilin-CPD-
His8 demonstrou agao contra a bactéria multirresistente E. coli*84,

Entre os peptideos ricos em glicina estao as Attacins e Diptericins. Attacins atuam bloqueando a sintese de
proteinas da membrana externa de bactérias gram-negativas, causando o desiquilibrio da integridade da parede celular®.
As Diptericins apresentam cerca de 8 kDa e 82 aminoacidos, com agdo contra bactérias gram-negativas. O alvo destas
moléculas é a membrana citoplasmatica das bactérias®'%2.

Entre os peptideos ricos em prolina se destacam Lebocin, Drosocin, Metchnikowin e Pyrrhocoricin. Lebocin
apresentam cerca de 32 aminoacidos e além de ricos em prolina, séo peptideos O-glicolisados e 41% similar a Abaecin,
peptideo antibacteriano presente em Apis mellifera. Drosocin apresenta 19 aminoacidos e a modificagdo O-glicolisado é
necessaria para a atividade biol6gica. A glicosilagdo é uma importante modificagdo pos-traducional nos peptideos ricos
em prolina, fazendo com que tenha agéo contra E. coli e fungos>354%,

Metchnikowin é um peptideo linear com 26 residuos de aminoacidos e ricos em prolina. Sua agao € contra

bactérias gram-positivas e fungos. Nos fungos sua agdo envolve a interagdo com a enzima [3(1,3)-glucanosiltransferase
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Gel1 (FgBGT). Outro alvo é a subunidade (SdhB) da coenzima succinato Q redutase®.
A pyrrhocoricin € um AMP rico em prolina com 20 aminoacidos, o qual interage com a proteina heat shock DnaK.
O peptideo se liga e promove a atividade da ATPase da chaperona DnaK. Além disso pode agir como veiculo de entrega

por meio da membrana celular de parasitas® %%,

Métodos de extragao, purificagdo e deteccao do ES

Com objetivo de extrair, caracterizar e testar os AMPs, diversas metodologias de extracdo do ES de larvas de
Calliphoridae foram desenvolvidas. Em todas as metodologias o primeiro passo € criar as larvas até o final do segundo
instar/inicio do terceiro instar (0 tempo varia de acordo com a espécie), fase onde ocorre a maior producédo de ES. Adieta
onde os insetos se alimentam varia entre as espécies, entretanto a preferéncia é por substratos que se assemelham ao
natural (e.g.: figado bovino), ao invés de dietas artificiais que contém substancias antimicrobianas® !5,

Durante o desenvolvimento dos imaturos, normalmente sdo divididos dois grupos, os insetos que s&o mantidos
em condicOes estéreis e aqueles que sdo expostos a bactérias'. Para atingir a condicdo de esterilidade, os ovos sdo

tratados com diversas substancias, incluindo hipoclorito de sédio a 0.5%, lisol & 3% e cloreto de mercurio a 0.4% (Tab. 2).

Tabela 2. Comparac&o de diferentes métodos de esterilizagéo dos ovos de Calliphoridae (Diptera).

Espécie Solugao de Tempo Referéncia
esterilizagao
Lucilia sericata 3% lisol 10min 62
Biclorido de mercurio 30min 23
1:1.000/alcool etilico
25%/acido hidroclorido
0,5%
0,4% cloreto de
mercurio 10min 63
Chrysomya 0,5% NaClO 1min 64
megacephla
Chrysomya putoria 0,5% NaClO 1min 64
2% glutaraldeido 15min 65
Cochliomyia 0,5% NaClO 1min 64
macellaria
Phormia regina Biclorido de mercurio 30min 23
1:1.000/alcool etilico
25%/acido hidroclorido
0,5%
Chrysomya rufifacies 0,4% Cloreto de 10min 63
mercUrio
Lucilia cuprina 0,4% Cloreto de 10min 63
mercurio

Ja para exposicdo a bactérias duas metodologias podem ser sugeridas: (a) injetar na hemolinfa os micro-

organismos, com auxilio de microagulhas; e, (b) mergulhar as larvas em solugdo contendo os micro-organismos. A
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injecdo, apesar de apresentar resultados positivos, ndo se assemelha as condigdes existentes durante a TL, além de ser
um processo mais laborioso. Ja a opgéo (b), mimetiza a exposigéo sofrida pelos insetos nas condi¢des da terapia. As
larvas sdo mergulhadas em solugdo contendo concentragdes padronizadas das bactérias por determinado periodo (e.g.:
30min) devolvidas para dieta e mantidas por 16h-24h expostas a contaminagao'®.

Apos o periodo de incubagao com as bactérias, as larvas séo transferidas para tubos contendo um tampao (e.g.:
PBS) ou &gua ultrapura e mantidos por 1h no escuro a 35°C. Assim o liquido é retirado e centrifugado 10.000g-20.000g

por 5min-15min & 4°C. O sobrenadante entéo € esterilizado utilizando filtros 0.22um ou 0.45um (Fig. 4)1%180,

Figura 4. Método geral de extragéo do produto de excrecao e secre¢ao (ES) de larvas de Calliphoridae (Diptera).

' Incubado com S ncubado Centrifuga Filtro
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- -
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4 stéri 4 3 Armazenado
1#Larva ! Esteril N > N . [ L . r \ . i rmazen

\ ; \ i L & N |

; ‘ N P v

(Fonte: autor)

Diversos pesquisadores tiveram como objetivo detectar AMPs no ES de larvas de Calliphoridae e determinar
sua estrutura primaria. O uso de técnicas de separagéo como a cromatografia liquida de alta performance (HPLC) foi de
grande importancia para a purificagdo e descoberta destes peptideos. As caracteristicas, descritas anteriormente para
estas moléculas, se adequam a misturas de solvente acetonitrila/dgua/acido trifluoroacético 0,5%, além de sucessivas
ultrafiltragdes, exclusao por tamanho e HPLC de fase reversa',

A ionizagao por eletrospray (ESI) € uma técnica suave de ionizagéo, a qual permite ionizar proteinas inserindo
nelas multiplas cargas. Devido a estas cargas, os valores de razao massa/carga (m/z) se tornam menores e dentro da
faixa de anélise de diversos tipos de analisadores. Esta técnica é fundamental para a producao de ions em fase gasosa
de moléculas bioldgicas e sua consequente identificagao®” %,

Os peptideos da classe Defensin de Calliphoridae apresentam massa molecular com cerca de 4kDa constituidos

de 40 aminoacidos. Para sua identificacdo das massas moleculares dos peptideos, os ions carregados de uma relagéo
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m/z detectada sao multiplicados por fatores de 3 — 6 vezes dependendo de sua carga e subtraindo os protons de massa
obtida". Ja para peptideos antimicrobianos menores (e.g.: Sarconesin), os ion duplo-carregado fornece a massa do
peptideo com relagdo m/z detectada multiplicando por 2 e subtraindo dois prétons (Tab. 3)%%. O seqlienciamento é feito

pela fragmentagao dos ions intactos e o padrao de fragmentacéo fornece as seqléncias.

Tabela 3. Comparacao das sequéncias dos peptideos com atividade antimicrobiana de Calliphoridae (Diptera).

Espécie Peptideo  Métod Sequéncia de aa Massa lon precursor  Referéncia
0 molecular
Phormia Phormia A VG-  ATCDLLSGTGINHSA  4.060,22 | m/z4.061,22 70
terranovae ZAB-  CAAHCLLRGNRGGY Da M+ H]"; m/z
SE CNGKGVCVCRN 203111 [M+
(40aa) 2HP*
Phormia Phormia B VG-  ATCDLLSGTGINHSA  4.159,16 | m/z 4060,16 [M 70
terranovae ZAB-  CAAHCLLRGNRGGY Da +HJ; m/z
SE CNRKGVCVCRN 2.080,58 [M +
(40aa) 2H*
Lucilia sericata Lucifensin ESI/Q- ATCDLLSGTGVKHSA  4.113,89 m/z 1.372,29 11
Tof  CAAHCLLRGNRGGY Da M + 3HP* m/z
CNGRAICVCRN 1029,4 M +
(40aa) 4H]*; m/z
823,77 [M +
5H]*; m/z
686,64 [M +
6H]6+
Lucilia sericata Lucimycin ESI/ MAKLFIIVLFALIAVWL  8.200 Da N&o 61
micrO  AQHGYGAGGHGQQ apresentado
TOF Il GYGSQHSSHAPQG
GHVVREQGFSGHVH
EQQAGHHHEAGHHE
QAGHHEQSGQQVH
GQGHGYKSHGY
(T7aa)
Lucilia cuprina | Lucifensinll ~ ESl/  ATCDLLSGTGIKHSA  4.127,93 | m/z1.032,98 66
Orbitra CAAHCLLRGNRGGY Da M + 4H]*; m/z
p CNGRAICVCRN (40 826,58 [M +
aa) 5H]*; m/z
688,98 [M+
6H™
Sarconesiopsis | Sarconesin ESI/ TPFLLVGTQIDLR 1.471,83 | m/z 736,9266 69
magellanica Orbitra (13aa) Da M + 2HP
p
Sarconesiopsis | Sarconesin il ESI/ VALTGLTVAEYFR 1.439,6 Da | m/z720,8 [M + 60
magellanica Orbitra (13aa) 2HP*
p

Os peptideos Lucifensin Il, Sarconesin e Sarconesin |l foram analisados pela Obitrap. Neste método os ions sé&o
presos em uma orbita envolta ao eixo do eletrodo central. Este eletrodo confina os ions de forma que orbitem pelo centro
e oscilem para frente para trés ao longo do eixo. A oscilagdo gera uma freqiiéncia no detector dependente da m/z do ion.

Assim os Orbitraps possuem alta precisdo nas medidas de massas, alta sensibilidade boa faixa de analise™.

ISSN 2236-5834 M



Bioprospecgdo de peptideos antimicrobianos em larvas de Calliphoridae (Diptera): uma reviséo sobre metodologias de extragdo, purificacéo e detecgdo

Sarconesin |l foi purificado utilizando RP-HPLC. Ap6s liofilizado e suspenso em agua ultrapura, as fragdes foram
testadas contra M. luteus, indicando a atividade antibacteriana no eluido com tempo de retencao de 43,7 min na coluna
C18. Para o RP-HPLC o extrato de ES liofilizado foi eluido em coluna Jupiter C18 (10mm x 250 mm, 10 um; 300 A),
utilizando gradiente linear B 0-80% em 80min, sendo o solvente A: 0,05% TFA(acido trifluorocético)/ACN(acetonitrila) e
solvente B: 0,05% TFA/H20 com taxa de fluxo 1,5mL/min, e 0 monitoramento a 225nm®.

Para Sarconesin o ES foi eluido em 80% de ACN em cartucho Sep-Pak como primeira etapa do RP-HPLC.
O extrato de ES liofilizado foi eluido em coluna Jupiter C18 (10mm x 250 mm, 10 um; 300 A), utilizando gradiente
linear B 0-80% em 60min, sendo o solvente A: 0,05% TFA/ACN e solvente B: 0,05% TFA/H20 com taxa de fluxo 2mL/
min, monitorado a 225nm. As fracdes com tempo de retengéo 8,1; 50,9; 51,7; 52,1 e 64,9 min apresentam atividade
antimicrobiana. A fragéo 3 foi purificada novamente no mesmo sistema em coluna Jupiter C18 (10mm x 250 mm, 10 pm;
300 A) em 44-54% na solugdo B por 6 min, assim a fragdo 3,2 foi identificada como Sarconesin®.

Para obtencédo da Lucifensin |l o extrato da hemolinfa larval foi ultrafiltrada em membrana de 50kDa, o filtrado
foi novamente ultrafiltrado em membrana de 3kDa e o material retido foi submetido a RP-HPLC e HPLC de exclusao por
tamanho e por Ultimo RP-HPLC. O material retido da membrana de 3kDa foi liofilizado e eluido em gradiente de solventes
de 5 a 70% de ACN/H20 1% TFA aplicado por 60min com taxa de fluxo de 1mL/min. A fragdo 3 com tempo de retengéo
22,7-23min apresentou atividade contra M. luteus e entdo foi submetida a HPLC de exclus&o por tamanho na coluna
Bio-Sil (300 por 7,8mm, 5um). A taxa de fluxo foi de 1mL/min, utilizando tamp&o acetato de aménio 0,1M, pH 4,4 como
fase movel. A fragdo 10 com tempo de retengédo de 16 min foi repurificada em RP-HPLC com gradiente de solvente A 75%
e B 45% por 60 min com taxa de fluxo 1mL/min. A detecgao foi a 220nm com solvente AACN-H20 5%, 0,1% de TFA e
solvente B ACN-H20 70%, 0,1 TFA. Lucifensin correspondeu ao pico com tempo de retengéo 15,7min®,

Ja para os peptideos Lucimycin e Lucifensin, foi utilizado o equipamento TOF (tempo de voo). Para medir os
ions, esta técnica utiliza um campo elétrico para acelerar os ions no mesmo potencial, assim a medida da razao m/z
é calculada pelo tempo em que o ion leva para chegar ao detector. Se as moléculas possuem a mesma carga, suas
energias cinéticas serdo as mesmas, 0 que torna a sua velocidade dependente apenas da massa, fazendo com que ions
de massa menor cheguem primeiro ao detector’.

O peptideo Lucifensin foi purificado por HPLC exclusdo por tamanho, a retido da ultrafiliragdo em membrana de
10kDa foi liofilizado e analisado em 220nm na coluna Bio-Sil (300 por 7,8mm, 5um). A taxa de fluxo utilizado foi de 1mL/
min, tampéo acetato de aménio 0,1M, pH 6,2 como fase movel. As fragdes 13 e 14 com tempo de retengéo 11min foram
repurificadas em RP-HPLC com gradiente de solvente de 5 a 70% de ACN-H20, 0,1% de TFA com taxa de fluxo 1mL/
min por 60min. A Lucifensin apresenta pico com tempo de retencédo de 23,5min"".

A anélise do transcriptoma de L. sericata revelou a presenca de mRNA que codifica um peptideo sinal de 18
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residuos e um dominio maduro de 77 residuos. Este peptideo maduro tem sua massa molecular predita em 8,2kDa.
O peptideo denominado Lucimycin foi expresso como produto recombinante em E. coli como proteina de fusdo com
thioredoxin e tag HIS6. Com este mecanismo o peptideo pode ser separado do lisado celular com cromatografia de
afinidade baseada em ions metalicos de cobalto imobilizados. Apos a remoc¢édo do sal e imidazole do eluente por
cromatografia por excluséo de tamanho, a proteina de fusdo foi clivado com fator Xa para liberagéo do peptideo e o
resultado da fragmentacao foi separado com HPLC troca de anions. Os produtos da clivagem entao foram confirmados
por SDS-PAGE corado com comassie-blue®’.

Os peptideos Phormia A e Phormia B foram purificados com cromatografia de troca catiénica. 30mL do plasma
larval foi tratado com calor e aplicados na coluna CM-Trisacryl (2,5 x 18cm). Sete picos apresentaram atividade
antibacteriana, sendo os picos A e B efetivos contra M. luteus. A e B foram submetidos a coluna C18 (Waters) em
propor¢des crescentes de ACN-H20, 0,1% de TFA. Para o RP-HPLC a fracéo ativa foi diluida em 0,11% TFA em coluna
C18 (0,46 x 25 cm). A eluigao foi realizada em gradiente linear de ACN-H20, 0,1% TFA com taxa de fluxo 1mL/min e

monitorados e 210nm™.

Tabela 4. Comparacdo dos peptideos antimicrobianos de Calliphoridae e atividade contra bactérias gram-positivas,

gram-negativas e fungo.

Peptideo | Gram-positivas Gram-negativas Fungo Referéncia
Phormia A + - - 70
Phormia B + - - 70
Lucifensin + - - 1
Lucifensin Il + - - 66
Lucimycin - - + 61
Sarconesin + + - 69
Sarconesin Il + + - 60

CONSIDERACOES FINAIS

A bioprospecgao de moléculas na familia Calliphoridae é uma &rea promissora dentro da biotecnologia, devido a
grande variabilidade existente nestes animais. O aumento do nimero de bactérias resistentes a antibiéticos tem crescido
na ultima década e assim séo necessarias alternativas para seu controle. Os peptideos antimicrobianos presentes nos
insetos apresentam atividade bactericida contra espécies gram-positivas e gram-negativas. Seu modo de ag&o envolve
interacOes eletroestaticas com a membrana das células. A espectrometria de massas é fundamental para a caracterizagao

destas moléculas de interesse biotecnoldgico, destacando-se os peptideos da classe Defensin.
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