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APRESENTACAO

A obra intitulada “Prospeccao de moléculas bioativas em animais e plantas: uma
Vvis&o biotecnologica’ consiste em uma coletanea de artigos cientificos apresentados em
9 capitulos, com enfoque em biotecnologia. Na mesma, foram expostos conhecimentos
sobre bioquimica, microbiologia e bioinformatica, com estudos em diferentes espécies,
abrangendo a biodiversidade brasileira.

Na biotecnologia, os campos de estudos sao muito amplos e englobam pesquisas
complexas envolvendo microrganismos, plantas e animais. Desta forma, a obra
apresenta pesquisas sobre moléculas bioativas derivadas de aracnideos, insetos,
répteis, anfibios e plantas. Essas moléculas bioativas apresentam uma gama de
atividades biologicas, e algumas dessas, com potencial antimicrobiano, inibidores de
peptidases, entre outras, foram apresentadas no decorrer da obra.

Ademais, moléculas protéicas bioativas provenientes de fontes naturais, podem
ter sua sequencias primarias caracterizadas e modificada por meio da bioinformatica
(metodologia de desenho racional), que busca melhorar seu potencial terapéutico in
vitro partindo de estudos in silico.

As informacbes geradas nesta obra sdao de extrema relevéncia em nivel
académico, pois mostra pesquisas basicas avancando para pesquisas aplicadas, o
que proporciona o enriqguecimento da comunidade cientifica e formacéao profissional
de alunos de graduacéo e pds graduacgao.

Regina Meneses Gongalves
Breno Emanuel Farias Frihling
Ludovico Migliolo
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CAPITULO 3
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CALLIPHORIDAE) INIBIDORAS DE BIOFILME DE
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RESUMO: A entomologia forense consiste
no método de utilizar dipteras como a mosca
Chrysomya albiceps (Diptera: Calliphoridae),
uma vez que sao as primeiras a chegar ao local
e colonizar o corpo. Em ambientes hospitalares
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Klebsiella pneumoniae KPC

as bactérias como Klebsiella pneumoniae vem

adquirindo resisténcia formando biofilmes,
deixando antibidticos carbapénicos sem acéo
sobre elas. Com isso o0 objetivo desse trabalho
€ a caracterizacdo de moléculas bioativas
encontrada na secrecao de larvas, com efeito
inibitério no desenvolvimento de biofilme de
K. pneumoniae (KPC 1825971). As amostras
coletadas foram
agua ultrapura, pesadas e centrifugadas. Apds

0 sobrenadante foi filtrado em membrana

lavadas duas vezes com

poliestersulfonica e liofilizados. A concentracao
deproteinaspresentesnaamostrafoiquantificada
pelo método de Bradford. A amostra foi aplicada
em gel de eletroforese SDS-PAGE 12%. O
teste bacteriano foi realizado pelo método de
microdiluicdo em placas de 12 pogos, com meio
de cultura Mueller Hinton, ressuspendendo 4 mg
de cada amostra no meio liquido bacteriano, e
o teste de biofilme foi feito com diluicao seriada
das amostras. Os resultados do perfil proteico
mostram a presenca de peptideos como massas
moleculares similares as descritas na literatura
para compostos encontrados na secrecdo da
familia Calliphoridae. Por exemplo, diptericinas
de 8 e 9 kDa, cecropinas e defensinas com 4
e 5 kDa, respectivamente. Contra Klebsiella
pneumoniae KPC houve inibicdo do biofilme de
82%. O estudo é de grande importancia pois
pode ser possivel producédo de novos farmacos
através dessas proteinas.
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PALAVRAS CHAVE: Entomologia Forense, resisténcia, moléculas.

ABSTRACT: Forensic entomology consists of the method of using diptera such as
the fly Chrysomya albiceps (Diptera: Calliphoridae), since they are the first to arrive at
the site and colonize the body. In hospital environments, bacteria such as Klebsiella
pneumoniae have acquired resistance-forming biofilms, leaving carbapenic antibiotics
with no action on them. Thus, the objective of this work is the characterization of bioactive
molecules found in larval secretion, with an inhibitory effect on the development of
K. pneumoniae biofilm (KPC 1825971). The collected samples were washed twice
with ultrapure water, weighed and centrifuged. After the supernatant was filtered on
polyether sulfonic membrane and lyophilized. The concentration of proteins present in
the sample was quantified by the Bradford method. The sample was applied on a 12%
SDS-PAGE electrophoresis gel. The bacterial test was performed by the microdilution
method in 12-well plates with Mueller Hinton culture medium, resuspending 4 mg of
each sample in the bacterial liquid medium, and the biofilm test was done with serial
dilution of the samples. The protein profile results showed the presence of peptides
with similar molecular mass observed in the literature for the Calliphoridae family
secretion compound. For example, 8 and 9 kDa diptericins, 4 and 5 kDa cecropins and
defensins, respectively. The study is of great importance because it may be possible to
produce new drugs through these proteins.

KEYWORDS: Forensic Entomology, resistance, molecules.

11 INTRODUCAO

A Chrysomya albiceps (Wiedemann 1819) (Diptera: Calliphoridae), € conhecida
popularmente como mosca varejeira, no contexto atual o estudo do ciclo de vida esta
sendo relacionadas em casos criminais de investigacao forense para determinacao
do tempo de morte, ja que sao as primeiras a faze a ovoposicao. Nas moscas ha trés
estagios larvais ou instars que podem ser referindos como LI, LIl e LIIl. O estagio de
vida especifico dessas larvas pode ser identificado pelo niumero de fendas presentes
em cada espiraculo posterior. No primeiro instar, s6 uma fenda esta presente, no
segundo instar, duas fendas que estdo presentes, no terceiro instar, trés fendas
estao presentes. Em varejeiras ha normalmente uma diferenca de tamanho de larvas
nos terceiro estagios. O primeiro instar tende a ser inferior a 2 mm de comprimento,
enquanto que o segundo instar € entre 2 - 9 mm de comprimento. O terceiro instar
pode ser entre 9 e 22 mm de comprimento (GENNARD, 2012)

Os insetos na sua fase larval se alimentam de matéria em decomposicéo
onde outros microrganismos também estdo presentes como bactérias,fungos, virus
e protozoario. Portanto, devido a este fato o estudo do sistema imunol6gico desses
insetos € de grande importancia para a biotecnologia.Umas das principais formas de
protecéo utilizadas por dipteras é a producao de peptideos antimicrobianos, os quais
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séo produzidos pelo corpo gorduroso, ou por hemocitos, em resposta a infeccoes
microbiana, sendo entdo secretadas rapidamente na hemolinfa, dessa forma, séao
capazes de chegar a qualque parte do corpo do inseto. Normalmente, decorrem
algumas horas ou dias para a completa expressao das proteinas soluveis de defesa,
sabe-se que muitas dessas proteinas tém acao inibitoria sobre bactérias e fungo
(DE SILVA, 2002: SOUZA et al. 2010). Nos insetos o sistema imune é adaptativo,
0s peptideos antimicrobianos desenpenham um papel importante na defessa contra
invasores (CYTRYNSKA et al. 2007). Os peptideos antimicrobianos apresentam
regides hidrofdbicas e catidbnicas com baixa massa molecular (BULET et al. 1999). O
seu mecanismo de acao é variado em alguns deles atuam nas bicamadas lipidicas da
membrana celular bactériana Gram-positivas e -negativas (DA SILVA, 2002).

Antibibticos de ultima geracdo como os carbapenémicos nao sédo mais eficazes
frente a bactéria Klebsiella pneumoniae produtora da enzima carbapenemase. A K.
pneumoniae KpC sintetiza esta enzima que quebra o anel beta-lactémico do antibibtico
bloqueado a atividade do antibiético (MARCHAIM et al., 2008). Além de produzirem
enzimas, essas bactérias sao formadoras de biofilmes o que favorece ainda mais o
desenvolvimento de resiténcia principalmente devido a transferéncia horizontal de
compostos entre bactérias denominado de quorum sensing. Segundo KARATAN e
WATNICK (2009) biofilme é a transicdo entre células bacterianas planctonicas para
colénias sésseis, o processo de desenvolvimento de biofilme sdo orientados por
estimulos ambientais em conjunto com varias vias moleculares envolvendo o secundario
mensageiro ciclico di-GMP. O desenvolvimento do biofilme progride em trés fases: 1)
fixacdo de bactérias a uma superficie e formacédo de um biofilme monocamada, 2) a
maturacéo do biofilme e surgimento de uma estrutura tridimensional e 3) a disperséo do
biofilme maduro. Deste modo as bactérias denominadas KpC apresentam resisténcia
a 95% dos antibioticos existentes no mercado farmacéutico sendo um grave problema
na saude publica e privada. Com isso o0 objetivo trabalho foi analisar o ciclo de vida
das moscas C. albiceps e caracterizar moléculas bioativas encontrada na secrecao
de larvas, com efeito inibitério no desenvolvimento de biofiime de K. pneumoniae
1825971 KpC.

2| METODOLOGIA

Coleta dos Insetos

Para a coleta das larvas foi preciso acompanhar processo de decomposicéo de
um suino e a colonizagédo por dipteras, o suino tinha aproximadamente 20 Kg, foi
colocado com uma protecao para que nao houvesse a predacao por outros animais,
a protecéao feita com tela de acgo e ferros de construcdo com medidas de 36 x 21 x 23
cm. O local em questao esta a 2 Km da Universidade Catélica Dom Bosco (UCDB),
chamado de Instituto Sao Vicente na regiao de Campo Grande/ MS.
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Figura 1: (A) em mapa o instituto Sao Vicente, o circulo em vermelho local onde foi colocado o
suino, (B) Caixa de ferro com tela 36 x 21 x 23 cm e (C) suino com 20 kg, primeiro dia.

Fonte: Google Maps e Patricia Souza e Silva.

Foi feito o acompanhamento diariamente e ap6s o sétimo dia foi possivel coletar
as larvas mais ativas e expostas sobre a carcaca do animal. Foram coletadas e
levadas para o laboratério S-Inova Biotech da Universidade Cato6lica Dom Bosco para
as identificagdes em microscopio e as extragoes.

Identificacao Morfolégica Por Microscopia Otica (Mo)

Para o estudo morfolégico em microscopia o6tica (Zeiss Axio Scope A1), foi
utilizado 5 exemplares de larvas por amostra coletada. A metodologia utilizada foi
baseada em (CARVALHO, 2006).

Extracao das Secrecdes das Larvas

As larvas foram lavadas duas vezes com agua ultrapura para retirar 0 excesso
celular do suino, pesadas vivas, para cada 1g de larvas foram adicionados 500 L
de agua ultrapura distribuidas em béquers. Por meio de aquecimento em estufa a
37°C por 1 h, foi retirada o extrato aquoso e acondicionados em tubos de propileno
50 mL para serem centrifugados a 4 °C, 11.000 rpm por 30 min. Apos centrifugacao
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0 sobrenadante do extrato da Chrysomya albiceps, o extrato foi filtrado duas vezes
em membrana poliestersulfonica com tamanho de poro 0,22 ym para a retirada de
células bacteriana e restos celulares proveniente do suino, apés foi feita a liofilizacao
do extrato.

Quantificacao Protéica

Apés a liofilizacdo as amostras foram ressuspendidas no volume minimo
(solugao estoque) e quantificadas pelo método de BRADFORD (1976). Nesta técnica,
a absorbancia das proteinas é avaliada pelo corante Comassie Birilliant Blue G-250
em meio acido resultando em modificacédo na cor da solugcéo sendo detectavel em um
comprimento de onda 595 nm. Para a calibragdo da curva foi utilizado albumina sérica
bovina, em diferentes concentracdes. Todas as quantificacbes foram realizadas em
triplicata e expressas com o desvio padrao.

Perfil Eletroforético Por Sds-Page

A separacao das proteinas extraidas foi realizada pela técnica de eletroforese em
SDS-PAGE conforme o método de LAEMMLI (1970). O gel desnaturante foi preparado
nas concentracoes de 12%. Para a comparacao de massa molecular, utilizado o padréao
da PROMEGA® (The Broad Range Protein Molecular Weight Markers) o qual possui
massas moleculares com 205, 116, 97, 88, 66, 55, 30, 21, 14, 6,5 kDa). A corrida foi
realizada nas seguintes condi¢cbes: o tamp&o da amostra foi aplicado em um volume
de 5 e 15 yL da amostra, a corrida foi realizada 90 v, durante aproximadamente 2:30
h e, ap6s o término das corridas, o gel foi corado com a solugéo corante de Comassie
Brilhant Blue. Apds descorar o gel, os mesmos foram escaneados para analises do
perfil proteico.

Avaliacao da Atividade Antibacteriana e Biofilme

Para avaliar a atividade antibacteriana da amostra obtida a partir da bioprospeccéo,
o método de microdiluicdo em caldo de acordo M7-A6 do National Committee for
Clinical Laboratory Standards (WAYNE, 2012). A bactéria obtida por meio de isolado
clinico K. pneumoniae 1825971 KpC foi utilizada para todos os experimentos. Para
isolamento da bactéria utilizou-se, caldo Mueller Hinton até atingir uma densidade
108 UFC.mL", foram semeadas sobre a superficie de placas de Petri de 150 mm de
diametro contendo Agar Mueller Hinton. As colénias foram diluidas em solvente Mueller
Hinton 3 mL deixadas para agitar a 37° C overnight.

A diluigbes 1:100 da cultura bacteriana crescida durante 24h foi incubadas em
meio BM2 [62 mM de tampao fosfato de potassio (pH 7), 7 mM de (NH,),SO,, 2 mM
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de MgSO, , 10 mM de FeSO, e 0,4% de glicose (m:v)] e em meio BHI em microplacas
de 96 pogos a amostra na concentracdo na 1024 g liofilizada foi ressuspendidas em
320 pL e pipetadas com bactéria e meio nas seguintes diluicbes: 50 yL de amostra
mais 50 pL de bactéria, em outro po¢co 100 pL de bactéria para o controle positivo
de crescimento bacteriano, outro poco 50 pL de amostra e 50 pyL do meio BM2
para analise de contaminagcédo da amostra e por ultimo 100 yL do meio BM2 para
0 controle negativo, todos aplicados em ftriplicata, ap6s a microplacas foi colocada
para a incubacéo por 24 h a 37° C. O extrato contra as células planctdnicas foram
acessadas por densidade éptica a 600 nm no leitor de microplaca. Em seguida, as
células plancténicas foram removidas dos po¢os da microplaca, foi lavada duas vezes
com agua deionizada. As bactérias aderidas aos pog¢os da microplaca foram coradas
com 100 mL de violeta cristal a 0,1% durante 20 minutos. A microplaca foi lavada duas
vezes com agua deionizada, secas ao ar e solubilizadas novamente com 120 pL de
etanol a 70%. O contetdo da microplaca foi teve novamente a leitura em 595 nm no
espectrofotometro.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a identificacdo da espécie Chrysomya albiceps foi analisado a presenca
dos tubérculos os quais sdo caracteristicos Do estagio larval (Figura 2 A e B). Na
Figura 2 C, esta representado o aparelho bucal composto pela extremidade anterior
chamada esclerite e terminando em estruturas na forma de ganchos denominadas de
esqueleto cefalofaringeo o que também é caracteristico da espécie em estudo. Por
fim, a Figura 2 D reforca o estagio larval de terceiro instar da espécie C. albiceps com
a presenca de 3 espiraculos.
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Figura 2: (A) Chrysomya albiceps em fase larval trés, (B) Tubérculos que rodeiam o bordo do
segmento posterior dalarva, (C) Extremidade anterior estrutura pretas relacionadas asclerites
e terminando emganchos (o esqueleto cefalo faringeo), (D) Espiraculos posteriores de terceiro
instar, estdo presente trés fendas completas. Fonte: Tiradas em laboratorio S-Inova Biotech por
Lucas Rodriguaes de Lima no microscopio Zeiss Axio Scope A1 objetivas de 5 x.

Para quantificacéo proteica da secrecéo cutanea de C. albiceps foi monitorado
a absorbancia utilizando o comprimento de onda 595 nm comparado com valores de
concentracao padrao (albumina bocina). A concentracédo obtida da solugcéo aquosa foi
de 48 yg.mL-1.

O perfil proteico da amostra no gel de SDS-PAGE, mostrou banda de 116 e
muitas bandas abaixo de 30 kDa como mostra na Figura 3. Bandas abaixo de 10
kDa mostram a presenca de peptideos que na literatura estédo caracterizados como
diptericinas 8 e 9 kDa, assim como as cecropinas e defensinas as quais apresentam
4 e 5 kDa, respectivamente.
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Figura 3: Gel de eletroforese SDS-PAGE com a coloragédo de azul Comassie, M representa o
marcador molecular com algumas bandas ja descritas de 205 a 6,5 kDa. SL3 representa a
secrecao C. albiceps da em terceiro estagio. Fonte: Scaneado por Patricia Souza e Silva no

Massas conhecidas de diptericinas séo encontradas em hemolinfa e secrecéo
de larvas da Lucilia sericata 8 e 9 kDa (KRUGLIKOVA, 2011). Em algumas obras esta
descrito defensinas em hemolinfa, glandulas salivares, gordura corporal, intestino e
secrecao das larvas de moscas varejeiras como Chrysomya megacephala (CEROVSKY
et al., 2010). As cecropinas, sao de aproximadamente 5 kDa e constituem uma familia
de peptideos antimicrobianos que possuem acéo bacteriana e tais proteinas foram
encontradas pela primeira vez, em hemolinfa da pupa Hylophara cecropia (BREY et
al., 1993).
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Figura 4: Porcentagem de inibicéo do biofilme de K. Pneumoniae KpC; barra preta crescimento
de bacteriano e a barra cinza crescimento bacteriano com solugéo aquosa da secrecao
cutanea de C. albiceps.

Para a comprovacao de que a amostra estaria contaminada foi riscada uma placa
de 150 mm de diametro contendo Agar Mueller Hinton, incubada a 37°C por 24 h, foi
observada que a amostra estava sem contaminacao, ndo houve crescimento de nem
uma colénia bacteriana.

41 CONSIDERACOES FINAIS

O estudorevela a presenca de proteina e peptideos na secrecdo cutanea de larvas
no terceiro instar de C. albiceps, e uma atividade significativa contra K. pneumoniae
resistente a carbapenemase. O estudo é de extrema importéancia para a biotecnologia
na busca por alternativas ao controle e combate a microrganismos patogénicos.
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