
RESUMO

Os insetos apresentam a maior biodiversidade entre a classe Animal e são fontes ricas de produtos 
biotecnológicos. Espécies da família Calliphoridae (Diptera) apresentam hábitos necrófagos durante 
a fase larval, assim são expostas a diferentes microrganismos, produzindo peptídeos antimicrobianos 
(AMPs) como sistema de defesa. O objetivo deste trabalho foi realizar um levantamento bibliográfico 
dos principais peptídeos antimicrobianos identificados em Calliphoridae (Diptera), fornecendo dados 
para a bioprospecção de novos compostos. A revisão bibliográfica foi realizada nas plataformas: 
Google Acadêmico 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 bioprospecção de novos antibióticos. Estas moléculas são obtidas a partir do produto de excreção 
e secreção das larvas de Calliphoridae e sua ação tem como alvo primário a membrana celular das 
bactérias, devido interações eletroestáticas e interações de van der Waals com a membrana lipídica. A 
utilização de técnicas de separação acopladas com espectrometria de massas permitiu a identificação 
e caracterização de peptídeos da classe Defensina em diferentes espécies de califorídeos. A 
bioprospecção de novas moléculas antimicrobianas em moscas é uma área promissora dentro da 
biotecnologia, devido ao aumento do número de bactérias resistentes aos antibióticos atuais.

PALAVRAS-CHAVE: Defensinas; Peptídeos Catiônicos Antimicrobianos; Espectrometria de Massas 
por Ionização 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.
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INTRODUÇÃO

A terapia larval (TL) consiste na aplicação de larvas esterilizadas de moscas (Diptera: Calliphoridae) em 

ferimentos para auxiliar o debridamento, desinfecção e cicatrização. A espécie mais utilizada para a terapia é a Lucilia 

sericata, entretanto outras espécies são estudadas como alternativas1. O processo de desinfecção ocorre devido a 

ingestão das bactérias e consequentemente sua morte no sistema digestório2, além da atividade antimicrobiana da 

secreção extracorpórea3,4.

Estudos focam na extração do produto de secreção e excreção (ES) das larvas e testes in vitro contra diferentes 

bactérias5,6,7,8. Os resultados indicam que as moléculas são mais ativas contra bactérias gram-positivas do que as gram-

negativas9. Pesquisadores10 demonstraram que a exposição das larvas à ambiente contaminado modula a atividade 

antimicrobiana positivamente. Entre as moléculas identificadas se destaca um peptídeo da classe Defensin, com 40 

aminoácidos, denominado Lucifensin11. Este peptídeo é mais expresso no corpo gorduroso de larvas expostas a ambiente 

contaminado, entretanto a glândula salivar o produz continuamente em ambientes contaminados e estéreis12.

A atividade antimicrobiana de larvas também foi observada contra biofilmes, uma forma de resistência bacteriana 

à fatores bióticos e abióticos. O biofilme é uma comunidade de uma ou mais espécies bacterianas, situadas em uma 

matriz polimérica protetiva e aderida a uma superfície13. Em feridas crônicas, o biofilme causa sérios problemas devido 

ao seu potencial de promover a resistência sistêmica bacteriana contra agentes antimicrobianos e, conseqüentemente, 

dificulta o tratamento. Desta forma, a TL é apontada como uma alternativa para dissolver e inibir sua formação14. Estudos 

demonstraram atividade do ES contra biofilme de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa15,16.

A identificação das moléculas que possuem atividade antimicrobiana é importante para compreensão do modo 

de ação da TL, assim como para o desenvolvimento de produtos biotecnológicos17. Dentre estas moléculas, os peptídeos 

antimicrobianos (AMPs) tem grande destaque. São componentes multifuncionais do sistema imune dos insetos, 

apresentando subgrupos de acordo com a composição dos aminoácidos: (a) Cecropicin, (b) Defensin e (c) peptídeos com 

a presença de resíduos de prolina e/ou glicina. Os AMPs possuem atividade contra um amplo espectro antibacteriano, 

antifúngico e antiviral, com promissora capacidade terapêutica e profilática18.

A família Calliphoridae (Diptera) apresenta aproximadamente 1500 espécies, abrangendo cerca de 150 gêneros, 

com distribuição mundial, sendo registradas mais de 130 espécies na região Neotropical19. A caracterização de moléculas 

provenientes destes insetos ainda é restrita a poucas espécies, e desta forma a bioprospecção de novas espécies é uma 

área promissora para a biotecnologia. A espectrometria de massas (MS) é uma técnica analítica que analisa relação 

massa/carga (m/z) de íons e permite a identificação de biomoléculas, como os AMP’s20. 

O objetivo deste trabalho foi realizar um levantamento bibliográfico dos principais peptídeos antimicrobianos 

identificados em Calliphoridae (Diptera), em relação a sua extração, purificação e detecção, além de fornecer dados para 
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a bioprospecção de novos compostos. 

MÉTODO

A revisão bibliográfica foi realizada nas plataformas: Google Acadêmico (138) e SciFinder utilizando as 

combinações de palavras: AMP’s, Calliphoridae, mass spectrometry (espectrometria de massas), antimicrobial peptides 

(peptídeos antimicrobianos). A busca inicial, sem uma filtragem de período de publicação, resultou em 138 documentos 

na qual foram delimitados àqueles redigidos em língua inglesa para uma segunda etapa de busca e seleção. Após a 

análise dos artigos  por meio das informações contidas nos seus respectivos títulos e resumos, 56 documentos atendiam a 

delimitação do tema e abordavam sobre metodologias de extração, purificação e detecção de peptídeos em Calliphoridae. 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

Terapia Larval (TL)

Os insetos apresentam a maior biodiversidade entre a classe Animal, representando aproximadamente 70% 

das espécies conhecidas21 e estima-se que existam cerca de 5-6 milhões de espécies22. Insetos podem ser encontrados 

em diferentes condições, portanto são os mais bem sucedidos colonizadores terrestres. Devido a sua biodiversidade 

e resiliência, apresentam uma fonte rica em moléculas com potencial medicinal e/ou biotecnológico. A TL consiste na 

aplicação de larvas estéreis produzidas em laboratório para o tratamento de feridas crônicas1. Historicamente, a TL 

obteve reconhecimento durante a Primeira Guerra Mundial, onde utilizavam as larvas para tratar osteomielites e feridas 

gangrenadas em soldados23. Após a descoberta da penicilina, a técnica foi pouco utilizada e só retornou a aparecer 

no final da década de 1980, devido à resistência de bactérias aos antibióticos. Atualmente as larvas são produzidas e 

comercializadas para diversos hospitais e centros especializados em diferentes continentes17.

Os resultados da aplicação das larvas incluem, (a) remoção do tecido necrótico (debridamento); (b) eliminação 

de bactérias (desinfecção); e (c) cicatrização. O mecanismo de desinfecção envolve tanto a ingestão das bactérias e 

eliminação no intestino, como a ação antimicrobiana do produto de secreção e excreção (ES) no ferimento. O grande 

interesse pela TL é resultado da eficiência do processo, incluindo a eliminação de bactérias resistentes1. Além disso, 

a identificação e caracterização de moléculas antimicrobianas é uma área biotecnológica promissora, uma vez que a 

utilização das larvas pode ser substituída por estas moléculas produzidas sinteticamente ou por meio de técnicas de 

engenharia genética.

Apesar da TL ser reconhecida como um processo eficiente de cicatrização, o entendimento dos processos 

celulares e moleculares ainda são desconhecidos. Os microRNAs (miRNAs) são importantes reguladores de vários 

processos fisiológicos, devido a característica de induzir respostas celulares. Wang et al.24 demonstraram que o 
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proangiogênico cluster de miRNA, miR-17-92, obteve uma regulação positiva em pacientes que realizaram a TL. Estes 

dados sugerem que a TL promove a regulação da angiogênese, 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, inflamações e revascularização. Em 2016, um robusto estudo25 utilizou L. sericata transgênica, induzindo a 

expressão e produção 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 peptídeos antimicrobiano no 

ferimento com o objetivo de aprimorar a cicatrização.

Outro fator a ser considerado é a cadeia de produção. Existem poucos fabricantes comerciais de larvas para a TL 

no mundo. O crescimento desta técnica é limitado devido a barreiras técnicas e sociais. A aplicação de larvas depende 

da liberação de ministérios da saúde dos diversos países26. Na literatura existem diversos estudos23,64,65 relacionados a 

esterilização de ovos, desenvolvimento de dietas e ciclo de vida das moscas, entretanto são relacionados a entomologia 

forense, dificultando o conhecimento do processo, em suas peculiaridades, para a área médica. Outros pontos são a 

distribuição, na qual podem ser seguidas metodologias de vacinas, sangue e espécies patológicas; e a aceitação de 

pacientes e órgãos regulamentadores26 (Fig.1).

Figura 1. Cadeia de produção simplificada para Terapia Larval. Adaptado26.

Anatomia larval

A família Calliphoridae apresenta desenvolvimento holometábolo e hábitos necrófagos, assim as larvas estão 

expostas a diversas contaminações por microrganismos, e desta forma apresentam mecanismos de defesa às infecções. 

O corpo da larva contêm glândulas salivares, papo, intestino, túbulos de Malpighi, corpo gorduroso, gânglios nervosos e 

traqueias. A massa corpórea de uma larva aumenta cerca de 100 vezes em 72h após a eclosão. 

O par de ganchos bucais, facilitam o movimento e a quebra dos tecidos simplificando a ação de enzimas 

digestivas27. A digestão realizada é extracorpórea, secretando diversas enzimas digestivas, como proteases, liquefazendo 

os tecidos para subsequente ingestão28,29. A maioria destas enzimas são produzidas nas glândulas salivares, sendo um 

importante alvo para estudos30. O papo serve para armazenamento de alimento, que será utilizado no processo de 

pupação. O tecido pré-digerido passa pelo proventrículo antes de alcançar o intestino médio31. O alimento então é 
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novamente digerido pelas enzimas do intestino, e bactérias provenientes do tecido ingerido são eliminadas e os nutrientes 

absorvidos pelas paredes do intestino, assim passando para a hemolinfa. 

A conexão entre o intestino médio e posterior é realizada por túbulos de Malpighi. Estas células funcionam 

como filtro do produto de excreção da hemolinfa e mantém a pressão osmótica. A excreção 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 excreção e nutrição antes do produto ser excretado pelo ânus. O corpo 

gorduroso não participa diretamente do processo de digestão, mas reveste outros órgãos e está presente na hemolinfa. 

Sua função é metabólica, como armazenamento de energia em forma de glicogênio e lipídeos e participa diretamente na 

defesa imune do inseto, produzindo rapidamente peptídeos antimicrobianos32. Os gânglios nervosos estão localizados 

na cabeça, representando o centro nervoso das larvas. 

O sistema de traqueias se apresenta em toda a larva, fornecendo oxigênio diretamente para os tecidos, e 

a troca de ar é realizada por dois espiráculos posteriores. Desta forma o conhecimento da anatomia larval fornece 

valiosas informações para sua utilização biotecnológica, pelo conhecimento dos seus mecanismos de eliminação de 

microrganismos tanto, interna como externamente27 (Fig. 2).

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

+ Produção de peptídeos antimicrobianos continuamente; ++ Produção de peptídeos antimicrobianos induzida. (Fonte: autor)

Peptídeos antimicrobianos (AMPs)

Os peptídeos antimicrobianos (AMPs) são moléculas presentes no sistema imune de organismos procariotos e 

eucariotos. Normalmente, consistem em moléculas de 12 a 50 aminoácidos, os quais podem sofrer substituições e assim 
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formar diversos subgrupos. A maior parte dos aminoácidos apresentam caráter hidrofóbico e sua estrutura secundária 

pode assumir 4 conformações, (a) α-hélice devido a presença de conformação coiled; (b) β- stranded; (c) β-hairpin ou 

loop; (d) conformação estendida18  (Tab. 1).

Tabela 1. Lista de peptídeos antimicrobianos baseado em características estruturais. Adaptado33.

Os AMPs apresentam promissora aplicação terapêutica e profilática, devido a sua ampla ação contra bactérias, 

fungos e vírus, além de propriedades anticâncer (ex.: Aurein). Estas moléculas causam a quebra física da membrana 

celular das bactérias, sendo a membrana o alvo primário dos AMPs. Devido ao seu modo de ação, terapias combinadas 

com antibióticos se demonstram promissoras, facilitando os fármacos entrarem no citoplasma dos micro-organismos18.  

O contato primário dos AMPs com as bactérias ocorre devido a interações hidrofóbicas e eletrostáticas, as quais 

dependem da composição lipídica da membrana. Esta interação altera a permeabilidade da membrana e afeta o balanço 

da pressão osmótica. Outros modos de ação dos peptídeos incluem desbalanço com enzimas intracelulares e DNA. As 

conformações secundárias, as quais os AMPs assumem, estão relacionadas com sua atividade na membrana celular. As 

Classe de
AMP

Característica estrutural Peptídeo representativo Estrutura

Peptídeos formando
estrutura de α hélice

Cecropins α Hélice

Ponte dissulfeto simples Thanatin Folha β

Ponte dissulfeto dupla Tachyplesin II Folha β

Ponte dissulfeto tripla Panaeidins Folha β

Peptídeos
catiônicos

Mais de três pontes
dissulfeto

Drosomycin Estrutura α β

Peptídeos ricos em prolina Pyrrhocoricin Estrutura α β

Peptídeos ricos em glicina Diptericins -

Peptídeos ricos em
histidina

Histatin Rico em H

Peptídeos ricos em
triptofano

Indolicidin Estendida

Moléculas derivadas de
neuropeptídeos

Secretolytin α Hélice

Peptídeos
não

catiônicos

Peptídeos ricos em ácido
aspártico

Dermcidin -

Proteínas ligadas à
oxigênio

Lactoferricin Volta β
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β e α-hélice contém ligações dissulfeto entre as cisteínas que estabilizam a estrutura e auxiliam a atravessar a membrana. 

A composição da carga, hidrofobicidade e tamanho do peptídeo são os principais fatores da ação antimicrobiana18 (Fig. 

3).

Figura 3. Representação esquemática das multifuncionalidades de peptídeos antimicrobianos. Adaptado33.

AMPs de Insetos

Os AMPs de insetos podem ser divididos em 3 grupos de acordo com sua sequência de aminoácidos e estrutura, 

(a) Cecropicin, peptídeos lineares com α-hélice e a ausência de resíduos de cisteína; (b) Defensin com 6-8 resíduos de 

cisteína conservados e estabilizados com pontes dissulfeto, apresentando 3 domínios que consistem em um loop flexível 

na região amino-terminal; e (c) peptídeos com a presença de resíduos de prolina e/ou glicina18.  

Defensin é um grupo de peptídeos com 18-45 aminoácidos contendo 6-8 resíduos de cisteína conservados, 

geralmente catiônicos e ricos em arginina. A maior parte das Defensin em insetos apresentam de 29-34 aminoácidos, 

estabilizados por 3 pontes dissulfeto e com conformação β-hairpin. Estas moléculas se ligam com a membrana celular 

ou formam poros para o efluxo de íons e nutrientes18.

Testes realizados em L. sericata utilizando hibridização do RNAm para a Defensin Lucifensin demonstraram que 

este peptídeo é produzido constantemente nos órgãos larvais que estão diretamente expostos à ambiente contaminado 

(e.g.: glândula salivar). Entretanto, órgãos que estão indiretamente ligados (e.g.: corpo gorduroso), só produzem esta 

molécula quando expostos aos microrganismos. Apesar da atividade contra bactérias gram-positivas e negativas, as 

Defensins são mais efetivas conta as gram-positivas, incluindo bactérias resistentes a antibióticos (e.g.: Staphylococcus 
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aureus)17.

Cecropin apresenta um grupo de peptídeos de cerca de 35 resíduos de aminoácidos com atividade antibacteriana 

para espécies gram-positivas e negativas, isolados de diversos lepidópteros e dípteros, constituindo a maior parte da 

imunidade cell-free dos insetos34,35. A ação envolve a lise da membrana celular bacteriana e inibição da captação de 

prolina e vazamento das membranas36,37. As Cecropin A são estabilizadas por estruturas α-hélice, e apesar de não estar 

elucidado o modo de ação, evidências indicam a membrana celular como alvo38. O desequilíbrio dos íons regulada pela 

Cecropin induz a atividade apoptótica. A molécula pode reduzir o nível de NADPH e glutationa induzindo o estresse 

oxidativo formando espécies reativas de oxigênio39,40.  

A Cecropin B é um peptídeo catiônico linear de 35 aminoácidos, apresentando a maior atividade antibacteriana 

do grupo41. Este peptídeo também atua atenuando a motilidade do nematódeo Brugia pahang e apresenta atividade 

antifúngica contra Candida albicans42,43. A Cecropin C é considerada um precursor ou um produto de degradação 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 características que fazem ter esta ação é um resíduo de lisina C-terminal ativada 

por fosforilação34,44,45.

Cecropin P1 forma a estrutura de α-hélice com a região C-terminal (Lys-Gly29) em lipopolissacarídeos da 

membrana externa de bactérias gram-negativas. Entre as espécies com sensibilidade estão E. coli e o fungo C. albicans, 

além de inibir partículas virais e atenuar a apoptose induzida por vírus46,47. Lucilin, uma Cecropin de 36 resíduos de 

aminoácidos, foi identificada sua seqüência parcial no genoma de L. sericata. A proteína modificada GWLK-Lucilin-CPD-

His8 demonstrou ação contra a bactéria multirresistente E. coli48,49.

Entre os peptídeos ricos em glicina estão as Attacins e Diptericins. Attacins atuam bloqueando a síntese de 

proteínas da membrana externa de bactérias gram-negativas, causando o desiquilíbrio da integridade da parede celular50. 

As Diptericins apresentam cerca de 8 kDa e 82 aminoácidos, com ação contra bactérias gram-negativas. O alvo destas 

moléculas é a membrana citoplasmática das bactérias51,52.

Entre os peptídeos ricos em prolina se destacam Lebocin, Drosocin, Metchnikowin e Pyrrhocoricin. Lebocin 

apresentam cerca de 32 aminoácidos e além de ricos em prolina, são peptídeos O-glicolisados e 41% similar a Abaecin, 

peptídeo antibacteriano presente em Apis mellifera. Drosocin apresenta 19 aminoácidos e a modificação O-glicolisado é 

necessária para a atividade biológica. A glicosilação é uma importante modificação pós-traducional nos peptídeos ricos 

em prolina, fazendo com que tenha ação contra E. coli e fungos53,54,55.

Metchnikowin é um peptídeo linear com 26 resíduos de aminoácidos e ricos em prolina. Sua ação é contra 

bactérias gram-positivas e fungos. Nos fungos sua ação envolve a interação com a enzima β(1,3)-glucanosiltransferase 
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Gel1 (FgBGT). Outro alvo é a subunidade (SdhB) da coenzima succinato Q redutase56.

A pyrrhocoricin é um AMP rico em prolina com 20 aminoácidos, o qual interage com a proteína heat shock DnaK. 

O peptídeo se liga e promove a atividade da ATPase da chaperona DnaK. Além disso pode agir como veículo de entrega 

por meio da membrana celular de parasitas57,58,59.

Métodos de extração, purificação e detecção do ES

Com objetivo de extrair, caracterizar e testar os AMPs, diversas metodologias de extração do ES de larvas de 

Calliphoridae foram desenvolvidas. Em todas as metodologias o primeiro passo é criar as larvas até o final do segundo 

instar/início do terceiro instar (o tempo varia de acordo com a espécie), fase onde ocorre a maior produção de ES. A dieta 

onde os insetos se alimentam varia entre as espécies, entretanto a preferência é por substratos que se assemelham ao 

natural (e.g.: fígado bovino), ao invés de dietas artificiais que contém substâncias antimicrobianas60,11,61.

Durante o desenvolvimento dos imaturos, normalmente são divididos dois grupos, os insetos que são mantidos 

em condições estéreis e àqueles que são expostos a bactérias10. Para atingir a condição de esterilidade, os ovos são 

tratados com diversas substâncias, incluindo hipoclorito de sódio à 0.5%, lisol à 3% e cloreto de mercúrio à 0.4% (Tab. 2).

Tabela 2. Comparação de diferentes métodos de esterilização dos ovos de Calliphoridae (Diptera).

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

organismos, com auxílio de microagulhas; e, (b) mergulhar as larvas em solução contendo os micro-organismos. A 

Espécie Solução de
esterilização

Tempo Referência

Lucilia sericata 3% lisol

Biclorido de mercúrio
1:1.000/álcool etílico

25%/ácido hidroclorido
0,5%

0,4% cloreto de
mercúrio

10min

30min

10min

62

23

63

Chrysomya
megacephla

0,5% NaClO 1min 64

Chrysomya putoria 0,5% NaClO

2% glutaraldeido

1min

15min

64

65

Cochliomyia
macellaria

0,5% NaClO 1min 64

Phormia regina Biclorido de mercúrio
1:1.000/álcool etílico

25%/ácido hidroclorido
0,5%

30min 23

Chrysomya rufifacies 0,4% Cloreto de
mercúrio

10min 63

Lucilia cuprina 0,4% Cloreto de
mercúrio

10min 63
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injeção, apesar de apresentar resultados positivos, não se assemelha as condições existentes durante a TL, além de ser 

um processo mais laborioso. Já a opção (b), mimetiza a exposição sofrida pelos insetos nas condições da terapia. As 

larvas são mergulhadas em solução contendo concentrações padronizadas das bactérias por determinado período (e.g.: 

30min) devolvidas para dieta e mantidas por 16h-24h expostas a contaminação10.

Após o período de incubação com as bactérias, as larvas são transferidas para tubos contendo um tampão (e.g.: 

PBS) ou água ultrapura e mantidos por 1h no escuro à 35ºC. Assim o líquido é retirado e centrifugado 10.000g-20.000g 

por 5min-15min à 4ºC. O sobrenadante então é esterilizado utilizando filtros 0.22µm ou 0.45µm (Fig. 4)10,11,60.

Figura 4. Método geral de extração do produto de excreção e secreção (ES) de larvas de Calliphoridae (Diptera). 

(Fonte: autor)

Diversos pesquisadores tiveram como objetivo detectar AMPs no ES de larvas de Calliphoridae e determinar 

sua estrutura primária. O uso de técnicas de separação como a cromatografia líquida de alta performance (HPLC) foi de 

grande importância para a purificação e descoberta destes peptídeos. As características, descritas anteriormente para 

estas moléculas, se adequam a misturas de solvente acetonitrila/água/ácido trifluoroacético 0,5%, além de sucessivas 

ultrafiltrações, exclusão por tamanho e HPLC de fase reversa11,66.

A ionização por eletrospray (ESI) é uma técnica suave de ionização, a qual permite ionizar proteínas inserindo 

nelas múltiplas cargas.  Devido a estas cargas, os valores de razão massa/carga (m/z) se tornam menores e dentro da 

faixa de análise de diversos tipos de analisadores. Esta técnica é fundamental para a produção de íons em fase gasosa 

de moléculas biológicas e sua consequente identificação67,68. 

Os peptídeos da classe Defensin de Calliphoridae apresentam massa molecular com cerca de 4kDa constituídos 

de 40 aminoácidos. Para sua identificação das massas moleculares dos peptídeos, os íons carregados de uma relação 



11ISSN 2236-5834                  

m/z detectada são multiplicados por fatores de 3 – 6 vezes dependendo de sua carga e subtraindo os prótons de massa 

obtida11. Já para peptídeos antimicrobianos menores (e.g.: Sarconesin), os íon duplo-carregado fornece a massa do 

peptídeo com relação m/z detectada multiplicando por 2 e subtraindo dois prótons (Tab. 3)69,60. O seqüenciamento é feito 

pela fragmentação dos íons intactos e o padrão de fragmentação fornece as seqüências. 

Tabela 3. Comparação das sequências dos peptídeos com atividade antimicrobiana de Calliphoridae (Diptera).

Os peptídeos Lucifensin II, Sarconesin e Sarconesin II foram analisados pela Obitrap. Neste método os íons são 

presos em uma orbita envolta ao eixo do eletrodo central. Este eletrodo confina os íons de forma que orbitem pelo centro 

e oscilem para frente para trás ao longo do eixo. A oscilação gera uma freqüência no detector dependente da m/z do íon. 

Assim os Orbitraps possuem alta precisão nas medidas de massas, alta sensibilidade boa faixa de análise71.

Espécie Peptídeo Métod
o

Sequência de aa Massa
molecular

Íon precursor Referência

Phormia
terranovae

Phormia A VG-
ZAB-
SE

ATCDLLSGTGINHSA
CAAHCLLRGNRGGY

CNGKGVCVCRN
(40aa)

4.060,22
Da

m/z 4.061,22
[M + H]+; m/z
2031,11  [M +

2H]2+

70

Phormia
terranovae

Phormia B VG-
ZAB-
SE

ATCDLLSGTGINHSA
CAAHCLLRGNRGGY

CNRKGVCVCRN
(40aa)

4.159,16
Da

m/z 4060,16 [M
+ H]+; m/z

2.080,58  [M +
2H]2+

70

Lucilia sericata Lucifensin ESI/Q-
Tof

ATCDLLSGTGVKHSA
CAAHCLLRGNRGGY

CNGRAICVCRN
(40aa)

4.113,89
Da

m/z 1.372,29
[M + 3H]3+; m/z

1029,4 [M +
4H]4+; m/z

823,77 [M +
5H]5+; m/z

686,64 [M +
6H]6+

11

Lucilia sericata Lucimycin ESI/
micrO
TOF II

MAKLFIIVLFALIAVVL
AQHGYGAGGHGQQ
GYGSQHSSHAPQG

GHVVREQGFSGHVH
EQQAGHHHEAGHHE
QAGHHEQSGQQVH

GQGHGYKSHGY
(77aa)

8.200 Da Não
apresentado

61

Lucilia cuprina Lucifensin II ESI/
Orbitra

p

ATCDLLSGTGIKHSA
CAAHCLLRGNRGGY
CNGRAICVCRN (40

aa)

4.127,93
Da

m/z 1.032,98
[M + 4H]4+; m/z

826,58 [M +
5H]5+; m/z
688,98 [M+

6H]6+

66

Sarconesiopsis
magellanica

Sarconesin ESI/
Orbitra

p

TPFLLVGTQIDLR
(13aa)

1.471,83
Da

m/z 736,9266
[M + 2H]2+

69

Sarconesiopsis
magellanica

Sarconesin II ESI/
Orbitra

p

VALTGLTVAEYFR
(13aa)

1.439,6 Da m/z 720,8 [M +
2H]2+

60
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Sarconesin II foi purificado utilizando RP-HPLC. Após liofilizado e suspenso em água ultrapura, as frações foram 

testadas contra M. luteus, indicando a atividade antibacteriana no eluido com tempo de retenção 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 µm; 300 Å), 

utilizando gradiente linear B 0-80% em 80min, sendo o solvente A: 0,05% TFA(ácido trifluorocético)/ACN(acetonitrila) e 

solvente B: 0,05% TFA/H2O com taxa de fluxo 1,5mL/min, e o monitoramento a 225nm60. 

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 µm; 300 Å), utilizando gradiente 

linear B 0-80% em 60min, sendo o solvente A: 0,05% TFA/ACN e solvente B: 0,05% TFA/H2O com taxa de fluxo 2mL/

min, monitorado a 225nm. As frações com tempo de retenção 8,1; 50,9; 51,7; 52,1 e 64,9 min apresentam atividade 

antimicrobiana. A fração 3 foi purificada novamente no mesmo sistema em coluna Jupiter C18 (10mm x 250 mm, 10 µm; 

300 Å) em 44-54% na solução B por 6 min, assim a fração 3,2 foi identificada como Sarconesin69.

Para obtenção da Lucifensin II 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 exclusão por 

tamanho e por último RP-HPLC. O material retido da membrana de 3kDa foi liofilizado e eluido em gradiente de solventes 

de 5 a 70% de ACN/H2O 1% TFA aplicado por 60min com taxa de fluxo de 1mL/min. A fração 3 com tempo de retenção 

22,7-23min apresentou atividade contra M. luteus e então foi submetida a HPLC de exclusão por tamanho na coluna 

Bio-Sil (300 por 7,8mm, 5µm). A taxa de fluxo foi de 1mL/min, utilizando tampão acetato de amônio 0,1M, pH 4,4 como 

fase móvel. A fração 10 com tempo de retenção 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 detecção foi a 220nm com solvente A ACN-H2O 5%, 0,1% de TFA e 

solvente B ACN-H2O 70%, 0,1 TFA. Lucifensin correspondeu ao pico com tempo de retenção 15,7min66.

Já para os peptídeos Lucimycin e Lucifensin, foi utilizado o equipamento TOF (tempo de voo). Para medir os 

íons, esta técnica utiliza um campo elétrico para acelerar os íons no mesmo potencial, assim a medida da razão m/z 

é calculada pelo tempo em que o íon leva para chegar ao detector. Se as moléculas possuem a mesma carga, suas 

energias cinéticas serão as mesmas, o que torna a sua velocidade dependente apenas da massa, fazendo com que íons 

de massa menor cheguem primeiro ao detector72. 

O peptídeo Lucifensin foi purificado por HPLC exclusão por tamanho, a retido da ultrafiltração em membrana de 

10kDa foi liofilizado e analisado em 220nm na coluna Bio-Sil (300 por 7,8mm, 5µm). A taxa de fluxo utilizado foi de 1mL/

min, tampão acetato de amônio 0,1M, pH 6,2 como fase móvel. As frações 13 e 14 com tempo de retenção 11min foram 

repurificadas em RP-HPLC com gradiente de solvente de 5 a 70% de ACN-H2O, 0,1% de TFA com taxa de fluxo 1mL/

min por 60min. A Lucifensin apresenta pico com tempo de retenção de 23,5min11.

A análise do transcriptoma de L. sericata revelou a presença de mRNA que codifica um peptídeo sinal de 18 



13ISSN 2236-5834                  

resíduos e um domínio maduro de 77 resíduos. Este peptídeo maduro tem sua massa molecular predita em 8,2kDa. 

O peptídeo denominado Lucimycin foi expresso como produto recombinante em E. coli como proteína de fusão com 

thioredoxin e tag HIS6. Com este mecanismo o peptídeo pode ser separado do lisado celular com cromatografia de 

afinidade baseada em íons metálicos de cobalto imobilizados. Após a remoção do sal e imidazole do eluente por 

cromatografia por exclusão de tamanho, a proteína de fusão foi clivado com fator Xa para liberação do peptídeo e o 

resultado da fragmentação foi separado com HPLC troca de ânions. Os produtos da clivagem então foram confirmados 

por SDS-PAGE corado com comassie-blue61.

Os peptídeos Phormia A e Phormia B foram purificados com cromatografia de troca catiônica. 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 

proporções crescentes de ACN-H2O, 0,1% de TFA. Para o RP-HPLC a fração ativa foi diluída em 0,11% TFA em coluna 

C18 (0,46 x 25 cm). A eluição foi realizada em gradiente linear de ACN-H2O, 0,1% TFA com taxa de fluxo 1mL/min e 

monitorados e 210nm70.

Tabela 4. Comparação dos peptídeos antimicrobianos de Calliphoridae e atividade contra bactérias gram-positivas, 

gram-negativas e fungo.

CONSIDERAÇÕES FINAIS

A bioprospecção de moléculas na família Calliphoridae é uma área promissora dentro da biotecnologia, devido a 

grande variabilidade existente nestes animais. O aumento do número de bactérias resistentes a antibióticos tem crescido 

na última década e assim são necessárias alternativas para seu controle. Os peptídeos antimicrobianos presentes nos 

insetos apresentam atividade bactericida contra espécies gram-positivas e gram-negativas. Seu modo de ação envolve 

interações eletroestáticas com a membrana das células. A espectrometria de massas é fundamental para a caracterização 

destas moléculas de interesse biotecnológico, destacando-se os peptídeos da classe Defensin.

Peptídeo Gram-positivas Gram-negativas Fungo Referência

Phormia A + - - 70

Phormia B + - - 70

Lucifensin + - - 11

Lucifensin II + - - 66

Lucimycin - - + 61

Sarconesin + + - 69

Sarconesin II + + - 60
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