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Atividade proteolítica dos produtos de excreção/secreção das larvas de Cochliomyia hominivorax sobre o colágeno
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As larvas da mosca Cochliomyia hominivorax produzem graves miíases cutâneas em mamíferos selvagens, domésticos e, eventualmente, no homem. Essa mosca ocorre em quase todo o território brasileiro, provocando perdas significativas à pecuária. Foi verificado que as fêmeas colocam seus ovos nos bordos de ferimentos recentes na pele dos animais, e as larvas se estabelecem por causa da secreção/excreção de enzimas proteolíticas que são extremamente importantes para a sobrevivência e nutrição larval. Este estudo teve a finalidade de caracterizar a atividade enzimática dos produtos de excreção/secreção (PE/S) das larvas de primeiro, segundo e terceiro estágio de C. hominivorax sobre o colágeno. Larvas de terceiro estágio foram colhidas em bovinos naturalmente infestados. Estas larvas foram colocadas em meio de cultura, composto de carne moída e sangue e foram incubadas em estufa a 37 °C, até a fase de pupa. As moscas que emergiram do pupário foram usadas para produção de ovos e larvas em laboratório. Após serem lavadas sucessivamente em solução salina, solução salina adicionada de VancomicinaR e água destilada estéril, grupos de 50 larvas foram colocados em placas de Petri contendo 5 mL de meio RPMI. Após incubação por 12 horas (L1 e L2) ou 24 horas (L3) a 37 ºC, as larvas foram descartadas e o meio centrifugado. O sobrenadante obtido foi distribuído em alíquotas de 100 mL e armazenado a -80°C até o momento da análise. A atividade proteolítica foi investigada aplicando-se as amostras desses produtos nativos em gel de poliacrilamida na presença de dodecil sulfato de sódio em sistema de gradiente 5-12,5%, copolimerizado com colágeno a 0,2%. A natureza da proteólise foi avaliada nos mesmos géis, nos quais as amostras foram aplicadas após incubação prévia com cada um dos seguintes Inibidores de proteases: PMSF, TLCK, TPCK, E-64, DCI, Elastatinal e EDTA. A análise da atividade proteolítica dos extratos sobre colágeno revelou a presença de perfis caracterizados por amplas áreas de hidrólise, na faixa que se estende desde a região de massa molecular aparente > 170 kDa até 29 kDa; por uma zona de hidrólise intensa na região de 170 a 102 kDa e várias bandas com massas aparentes entre 45 e 74 kDa. A inibição da atividade proteolítica dos extratos de L1 foi obtida principalmente pela incubação com PMSF e DCI; de L2, com DCI e L3, com PMSF. Esse tipo de inibição sugere a predominância de enzimas do grupo das serina proteases nestes PE/S. 
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