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Altos e Baixos

Caminhos pedregosos sempre existiram...

Nuvens escuras estardo presentes algumas vezes em tua
Jjornada, mas se desmanchardo inesperadamente...
Vendavais destruidores virdo, mas passardo trazendo
novos ares rencvados...

Dores abruptas tomaram teu coracdo desprevenide, mas
bdlsamos energéticos acalentardo, renovando-te...

Saibam que, rossa vida €, por enquanto, de altos e baixos, -
luzes e trevas, felicidades e tristezas; até que um dia,
habitaremos os planos eternos de paz perene e gozos
espirituais, quando entdo, de alma burilada e lapidada,
teremos uma estabilidade vivencial.

Use do amor e da paciéncia, trabalhe teu interior, acaima-
te e espere

BATUIRA

Bem-aventurados os pobres de espirito, pois que deles é o

reino dos céus. (8. Mateus, cap. V, v.3)

A incredulidade zombou desta mdxima: Bem aventurados os
pobre de espirito, como tem zombado de muitas outras coisas
que ndo compreende. Por pobres de espirito Jesus ndo entende
os baldos de inteligéncia, mas os humildes, tanto que diz ser para
estes o reino céus e ndo para os orgulhosos.
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RESUMO

A grande maioria das espécies de dipteros muscoideos cria-se em fezes
de vertebrados, carcagas e outros tipos de matéria organica em decomposicdo.
Algumas especies também frequentam o ambiente doméstico e por isto tém
importancia sanitéria para ¢ homem e animais domésticos. Ainda, umas poucas
especies podem causar mifases. O aparelho reprodutor interno das fémeas
possui dois ovarios, trés espermatecas, oviduto comum e laterais, vagina e um
par de glandulas sexuais acessOrias. A secrecdo das glandulas sexuais
acessorias dos insetos, de modo geral, tem o papel de adesdc dos ovos a0
substrato escolhido peta fémea para oviposicdo. Outras funcoes fisiologicas
estdo sendo descritas para esta secreco, como a fragmentacdo da membrana
acrossomal e da capa micropilar. A func&o da secrecdo mais recentemente
descrita, é sua agdo antibacteriana.

As proteinas presentes na secregéo das glandulas sexuais acessérias de
cinco espécies de moscas, Chrysomya putoria (Calliphoridae), Chrysomya
megacephala (Calliphoridae), Muscina stabulans (Muscidae), Synthesiomya
nudiseta (Muscidae) e Pattonella intermutans (Sarcophagidae) foram investigadas
neste estudo. Determinamos em que quantidade as proteinas estio presentes na
secrecdo das glandulas de cada espécie das familias Calliphoridae e Muscidae,
bem como a sua massa molecular aparente através de eletroforese em gel de
SDS-poliacrilamida. O perfil eletroforético variou entre as espécies bem com a
massa molecular aparente das proteinas. Em C. putoria a massa molecular
aparente variou de 16,5 3 77,5 kDa, em C. megacephala de 15,8 a 79,5 kDa, em
M. stabulans de 19,5 a 165,56 kDa, em S. nudiseta de 14.7 a 823 kDaeem P
intermutans de 8,5 a 99,4 kDa. Algumas proteinas s30 comuns as especies

pertencentes a mesma familia, outras s&o caracteristicas de cada espécie.
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Algumas proteinas dos Calliphoridae e Muscidae sao glicosiladas. A secrecéo
das gléndulas sexuais acessérias de C. puforia e S. nudiseta inibiu o crescimento
de coldnias de Escherichia coli K 12.

Dois tipos celulares compdem as gléndulas sexuais acessorias de C.
putoria: células secretoras e epiteliais, 0 que n&o difere de alguns outros
dipteros. A célula secretora possui uma grande invaginacdoc, formando um

reservatério que armazena a secrecdo produzida. Estas caracteristicas foram

observadas em nivel ultra-estrutural.
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ABSTRACT

Most species of dipteran Muscoidea breed in vertebrate feces and
carcasses, as well as in other decomposing organic material. Several of these
species occur around human dwellings where they represent an important
sanitary problem for man and domestic animals and may, in some cases, cause
myiasis. The internal reproductive system of female flies consist of two ovaries,
three spermatheca, common and lateral oviducts, a vagina and a pair of
accessory sex glands. The secretions of insect accessory sex glands are
important in the adhesion of eggs to the surface chosen for oviposition, as well as
in the fragmentation of the acrosomal membrane and the egg micropylar cap; the
secretions may also have antibacterial activity.

In this work, we investigated the quantities and molecular weights (by SDS-
PAGE} of the proteins present in the accessory sex glands secretions of five
species of flies: Chrysomya putoria (Calliphoridae), Chrysomya megacephala
(Calliphoridae), Muscina stabulans (Muscidae), Synthesiomya nudiseta
(Muscidae) and Pattonella intermutans (Sarcophagidae). The number of
electrophoretic bands and molecular masses for proteins in the secretion of
accessory sex glands of these flies were: C. puforia - 165 - 77.5 kDa, C.
megacephala - 15.8 - 79.5 kDa, M. stabulans - 19.5 — 155 5 kDa, S. nudiseta -
14.7 - 82,3 and F. intermutans - 8.5 - 99.4 kDa. Some of these proteins were
common to species belonging to the same family whereas others were
characteristic of a particular species. Several of the proteins were glycosilated.
The secretion of accessory sex glands of C. putoria and S. nudiseta had

antibacterial activity as shown by their ability to inhibit Escherichia coli K12 growth.
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Ultrastructural examination of the accessory sex glands of C. putoria
showed that, in common with other dipterans, this gland has secretory cells and

epithelial cells, with the reservoir of secretory cells storing the gland's secretions.



1. INTRODUGCAO

A classe Insecta corresponde a um grupo de animais com quase um
milh&o de espécies. Trés caracteristicas s&o importantes ao se considerar o
potencial reprodutivos dos insetos; o nimero de ovos férteis ou larvas
produzidas, postos por fémea (BAXTER ef afii, 1973), a longevidade de uma
geragao e a propor¢ao de fémeas em uma dada gerac@o que produzira a proxima
geracéo (BORROR ef alij, 1989).

As glandulas sexuais acessorias femininas tém importantes papéis no
processo reprodutivo, produzindo secre¢des que agem sobre os foliculos
ovarianos e espermatozoides. Em se tratando do potencial reprodutivo de
espécies de interesse médico-veterinario, & importante conhecer algumas
caracteristicas das glandulas sexuais acessérias femininas de dipteros

muscdideos que se criam em fezes de vertebrados, carcagas e outros tipos de

matéria organica em decomposicio.



1.1. Aparelho reprodutor das fémeas de dipteros

O aparelho reprodutor das fémeas de dipteros caliptrados, como oS
Cailiphoridae, compreende dois ovarios, trés espermatecas, duas glandulas

acessorias, dois ovidutos laterais, oviduto comum e vagina (Fig. 1).



vagina
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Figura 1

Aparelho reprodutor de Chrysomya putoria. Notar os
ovarios com foliculos desenvolvidos e gl&ndulas
desenvolvidas (adaptado de AVANCINI & PRADO, 1986).



1.2. Glanduias sexuais acessoérias de dipteros

As glandulas sexuais acessoérias do aparelho reprodutor feminino de
dipteros caliptrados produzem secrecdes envolvidas no processo reprodutivo. As
glandulas s&o estruturas pares, assim sendo chamadas de colaterais e liberam
seu produto na vagina. A secregdo tem fungao adesiva, e por este motivo as
gléndulas s&@o também chamadas de colateriais (SNODGRASS, 1935; GRAHAM-
SMITH, 1938; WIGGLESWORTH, 1967; CHAPMAN, 1982; GILLOTT, 1988). Moscas do
género Glossina (Diptera: Glossinidae) (mosca tsé-tsé) possuem uma dilataco
na vagina, formando um Gtero que abriga uma larva. A secrecdo das glanduias
alimenta a larva e por este motivo, as glandulas sfo denominadas glandulas de

leite ("milk glands"} (Abiyopt & ADiYoDi, 1975).

1.2.1. O processo de inseminacéo e fertilizacéo

DEGRUGILLIER & LEOPOLD (1973) descreveram a genitdlia interna do
aparelho reprodutor de fémeas de Musca domestica (Diptera: Muscidae) e
identificaram estruturas importantes que participam do processo de fertilizacdo.

A valvula dorsal € uma estrutura formada por 2 dobras de tecido epitelial

que surgem da superficie dorsal da vagina anterior; a regido entre as duas
dobras de tecido epitelial recebe o nome de vestibulo, local onde os ductos das

gléndulas acessorias se abrem; & frente da valvula dorsal, o epitélio da vagina

dobra-se e forma a yalvula posterior; e a cdmara genital distingii-se do oviduto
comum por ser a regido em que os ductos espermatecais se abrem. Durante a

penetrag@o do espermatozoide, os bracos da véalvula dorsal prendem o ovécito
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firmemente junto & regi&o ventrali da cémara genital, enquanto os bracos da
vélvula posterior sao forcados para os lados e comprimidos pelo ovdcito.
Normaimente, 2 a 4 espermatozdides sdo encontrados dentro da camara genital
antes da entrada do ovécito. Portanto, é durante a passagem do ovécito, pela

regido da vagina, que ocorre a fertilizacio.

1.2.2. Morfologia das gléndulas sexuais acessdrias femininas de insetos

De modo geral, as glandulas s3o estruturas tubulares. A glandula
esquerda de Periplaneta americana (Blattaria: Blattidae) é muito longa em
relacdo a direita (GILLOTT, 1988), enquanto que em Glossina as glandulas sao
estruturas tubulares ramificadas (KAULENAS, 1992). Em Calliphora erythrocephala
(Diptera: Calliphoridae) as glandulas séo tubulares e apresentam uma dilatacdo
na extremidade oposta ao ducto (GRAHAM-SMITH, 1938).

Apesar da forma das glandulas entre os diferentes grupos de fémeas de
insetos ser variada, a estrutura histolégica € muito uniforme e inclui,
considerando-se de dentro para fora do érg&o: uma camada interna quitinosa,

uma ou duas camadas de células e uma membrana basal (GILLOTT, 1988).

1.2.2.1. Ultra-estrutura da glanduia sexual acessoria

A ultra-estrutura das glandulas epidérmicas de insetos foi revista por
NOIROT & QUENNEDEY (1974; 1991) que as agruparam em trés classes. A classe 1
apresenta apenas um tipo celular que é recoberto por cuticula na superficie
apical. A classe 2 & composta por dois tipos celulares: a célula secretora e uma

ou mais células epidérmicas. As células epidérmicas possuem cuticula em sua



superficie. A classe 3 & composta por células secretoras que possuem uma
invaginac&o em seu apice. Um ddctulo cuticular ou canal (produzido por uma
célula chamada celula canal) penetra na invaginacéo e faz a comunicacdo com o
lume. A partir destas descrigdes nota-se que a cuticula esta presente em todas as
Classes.

A ultra-estrutura das glandulas acessoérias foi estudada em alguns insetos
e, nos exempios descritos, a glandula sexual acesséria feminina apresenta o
arranjo correspondente a classe 3 descrita por NOIROT & QUENNEDEY (1974). Os
estudos foram realizados em Hyalophora cecropia (Lepidoptera: Saturniidae) por
BERRY (1968), em Rhodnius prolixus {(Hemiptera: Reduviidae) por Lococo &
HUEBNER (1980) e em Frankliniella occidentalis (Thysanoptera: Thripidae) por
DALLAI ef ali. (1996). Em relacio aos dipteros, os estudos se referem
principalmente e quase que exclusivamente, a Ceralitis capitata (Diptera:
Tephritidae) (DALLAI ef afii, 1985), que apresenta glandulas com o padrio
referente & classe 3. Este tipo de glandula compreende células secretoras cujo
apice é invaginado, formando um reservatério, revestido por microvilos apicais.
Neste espaco, o ductulo termina em uma estrutura chamada apareiho terminal,
sendo que em muitos casos o aparelho é uma extenséo do ddctulo.

Também sobre os dipteros, FausTo ef ali (1997) observaram que as
glandulas de Phiebotomus perniciosus (Diptera: Psychodidae) sdo constituidas

por um epitélio simples com células globulares.

1.2.3. Fun¢des das glandulas sexuais acessdrias femininas de insetos

Fixar os ovos ao substrato onde foram depositados, € a funcéo geral mais

conhecida da secrecfo entre insetos das ordens Hemiptera, Neuroptera,



Lepidoptera, Hymenoptera (ADIYODi & ADIYODI, 1975) e Diptera (DEGRUGILLIER &
Grosz, 1981). Em alguns insetos, como por exemplo, Dahlbominus fuscipennis
(Hymenoptera: Eulophidae) (WILKES, 1965) e Anastrepha suspensa (Diptera:
Tephritidae) (WALDER & CALKINS, 1992), descreveu-se que a secregdo das
glandulas tem fungao iubrificante do oviduto.

Outras fungdes se relacionam diretamente ao processo de fertilizacao.
Estudos com a secrecao das glandulas de M. domestica, realizados por LEOPOLD
& DEGRUGILLIER (1973), mostraram que a secregdo é crucial para o processo
reprodutivo: a remog&o das glandulas sexuais acessorias provocava a inibicdo da
penetragie dos espermatozdides nos ovocitos, de modo que apenas 4,2% dos
ovos eram fertilizados em fémeas sem glandulas, enquanto 77,4% de ovos eram
fertilizados nas fémeas com glandulas. LEOPOLD (1980) observou ainda que nas
fémeas sem glandulas os espermatozoides tendiam a acumular-se dentro do
aparelho reprodutor. DEGRUGILLIER & LEOPOLD (1976) e DEGRUGILLIER (1985)
verificaram que a secrec@o da glandula atua em duas etapas da fertilizagao:
rompe a membrana acrossdmica tornando-a fragmentada efou vesiculada e
desintegra a substancia da capa micropilar, possivelmente liberando enzimas.
Ainda com a secregao das glandulas femininas de M. domestica, WAGNER ef alii
(1993), isolaram um peptidio da secrec¢éo, que provoca a contracdo do oviduto.

A remocao das gléndulas sexuais acessorias em outros dipteros, como o
Calliphoridae Cochfiomyia hominivorax e os Muscidae Sfomoxys calcitrans e
Musca autumnalis revelou respectivamente que, somente 1%, 6% e 2% dos ovos
s&o fertilizados. Os ovos postos por C. hominivorax ndo possuiam a cobertura
adesiva que os fixaria ao substrato, a micrépila ndo havia sido penetrada pelo

espermatozdide e, ocasionalmente, as fémeas eram incapazes de depositar ovos,



possivelmente pela auséncia de secrecdo que agiria como lubrificante do oviduto
(DEGRUGILLIER & GROSZ, 1981).

£ interessante notar que a secrecdc da glandula sexual acessoria de M.
domestica Nao age sobre a capa micropilar de ovos de outros muscideos como
M. autumnalis e Muscina stabulans (Diptera: Muscidae). Porém, a mesma
secregdo digere a capa micropilar de ovos de C. hominivorax e Cochliomyia
macellaria (Diptera: Calliphoridae) em um intervalo de 2 a 3 minutos (LEOPOLD,
1980).

Alem das atividades j& citadas da secregdo das glandulas de M.
domestica, JupD et ali (1983} mostraram que algumas enzimas da glandula
sexual acessoria tém atividade aminopeptidésica e estao diretamente envolvidas
na ativagdo de outras enzimas, possivelmente proteases, da secrecdo da
glandula ou do esperma.

MARCHIN! et alif (1991) observaram atividade antibacteriana da secrecdo da
glandula de C. capitata. Um dos peptideos com tal atividade atua contra bactérias
gram-negativas e positivas, apresentando também atividade de lisozima. Os
peptideos com atividade antibacteriana possuem 29 residuos de aminoacidos,
s&o estaveis ao calor, basicos e diferem entre si pela substituicdo de dois
residuos, tendo sido denominadas de "ceratotoxina" (MARCHINI ef afii, 1993). A
massa molecular aparente (Mr) calculada é 2,87 e 2,86 kDa para ceratotoxina A e
B. respectivamente. O conjunto de proteinas secretadas pelas glandulas, teria a
func@o de tornar mais eficiente o processo reprodutivo, aumentando a taxa de
sobrevivéncia das larvas no meio ambiente (DALLAI ef alii, 1989; MARCHINI ef alii,
1993).

MARCHINI ef ali (1997) realizaram um interessante experimento onde

recuperaram a secre¢do das gléndulas sexuais acessorias femininas de C.



capitata depositada sobre os ovos postos e testaram-na contra Escherichia coli,
verificando que ocorria inibi¢do do crescimento da bactéria. Os autores sugeriram
a hipbtese de que a secreco sobre os ovos & utilizada para preservar um sitio
integro para o desenvoivimento da larva nas frutas.

Os peptidios encontrados na secrecdio das glandulas de C. capitata
ocorrem riaturalmente, ao contrario dos peptidios encontrados na hemolinfa, que
s&o produzidos apds o contato da mosca com bactérias (POSTLETHWAIT ef alil,

1988).

1.2.4. Composicdo quimica da secrecdo das glandulas sexuais acessérias

femininas de insetos

Estudos bioguimicos da secrecdo das glandulas sexuais acessérias da
fémea de M. domestica foram feitos por LEOPOLD (1980), que observou que o
contetido protéico da secrecéo varia de 0,7 a 1,0 g de proteina por glandula e é
constituido por uma variedade de enzimas hidroliticas, incluindo esterase e
amilase. Este mesmo autor observou que o pH 6timo de acdo da secrecdo varia
de 6 a 9 e que o tempo gasto para a remogso da capa micropilar dura de 20 a 30
segundos a temperatura ambiente. TERRANOVA & LEOPOLD (1973) demonstraram
a presenca de fosfatase &cida em varios érgéos reprodutivos de M. domestica,
entre eles as glénduias sexuais acessdrias femininas.

A secrecao da glandula sexual acesséria de fémeas de C. capitata possui
0,8 g de proteina por glandula em média, sendo trés proteinas da secrecéo, de
Mr de 28, 32 e 38 kDa, glicosiladas. Os aminoacidos acidos representam 20,28%

e 0s basicos 34,81% do conteldo total de aminoacidos, sendo que acido
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aspartico, arginina e histidina estdo presentes em quantidades maiores que os
demais (DALLAI ef alif 1986; 1989).

Em estudos preliminares, foi demonstrado que a secrec@o da glandula
sexual acessoria de C. capitata tem atividade de fosfatase alcalina (DALLAI et alf,
1989). Duas isoenzimas foram demonstradas na secrecéo das glanduias sexuais
de C. capitata (MARCHINI ef afii, 1989). As enzimas, B-N-acetilhexosaminidases,
tém mesma Mr (69kDa), mas diferentes atividades hidroliticas sobre 2
glicoproteinas presentes na superficie do ovo. As enzimas atuam em uma ampla
faixa de pH, de 2,6 a 9 a temperatura de 37°C, sendo o pH ideal igual a 4.0. Em
pH neutro uma rapida perda da atividade é observada em temperaturas acima de
50°C, sendo a enzima mais estavel entre pH 5 e 8. Além dos polipeptideos
citados, no conteudo total da glandula acesséria estd presente uma
endoquitinase. As glicosidases, de modo geral, estdo envolvidas na degradacéo
da quitina e atuam no crescimento e na diferenciacéo dos insetos.

A analise dos aminoacidos presentes na secrecdo da glandula colateral de
H. cecropia feita por GRAYSON & BERRY (1974) mostrou que glicina representa
30% e acido aspartico 33% do total de aminoéacidos, mas ha poucos aminoacidos
arométicos. Os mesmos autores observaram que a secrecdo tem alto contetido
protéico sendo digerida por pronase, e que sua sintese € inibida por puromicina e
cicloheximida.

A produc&o e armazenamento de proteinas adesivas na secrecdo das
glandulas coleteriais de Bombix mori (Lepidoptera: Bombycidae) foi demonstrada
por AMORNSAK et ali (1992). Estes autores verificaram que a quantidade de
proteina e agucar neutro na secrecédo € de 1096 mg/ml e 6,19 mg/ml,

respectivamente.
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1.3. As espécies de moscas deste estudo

1.3.1. Calliphoridae - Chrysomya putoria

Chrysomya putoria € mosca varejeira pertencente & subordem Brachycera,
infraordem Muscomorpha (Cyclorrapha), familia Calliphoridae (BORROR ef afii
1989). Duas subfamilias, Calliphorinae e Chrysomyinae, tém importancia médico-
veterinaria e a Ultima inclui 0 género Chrysomya. As moscas deste género tém
cor de verde metdlica a preto-azulada (KETTLE, 1984) e dimensdes externas
{comprimento) de cerca de 8 mm (JAMES, 1947).

Esta mosca é atraida por matéria organica em decomposicéo, como por
exemplo esterco em granjas, onde ovipbe e cria-se em abundancia (BRUNO ef alii,
1993; MENDES & LINHARES, 1993). A espécie, portanto, & veiculadora potencial de
poliovirus, Saimonella e outros agentes enteropatogénicos (GREENBERG &
Povolny, 1971, FURLANETTO ef alfiii, 1984), podendo transporta-los
mecanicamente ao domicilio humano onde contaminaria alimentos e utensilios
expostos (LAURENCE, 1986).

As larvas podem ser causadoras de miiase' facultativa, quando
ocasionalmente tém acesso a pequenocs ferimentos presentes nos animais,
principalmente mamiferos domésticos (ZUMPT, 1965).

Sua distribuicio geogréfica limitava-se & Africa (GUIMARAES et alii, 1978) e
sua chegada ao Brasil deu-se em 1975, talvez vinda daquele continente durante

a migracao de refugiados mogambicanos e angolanos (IMBIRIBA ef afii 1977).

' Miiase: infestaciio do corpo de humanos e vertebrados com larvas de dipteros, que, por certo periodo,
alimentam-se do tecido vivo ou morto, liquidos corporais, ou alimento ingerido (ZUMPT, 1965).
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Seu processo de ovogénese foi estudado por AVANGINI & PRADO (1986)
que definiram dez estagios morfo-fisiologicos para o desenvolvimento dos
foliculos ovarianos. TIRONE & AVANCINI {1997) verificaram ocorrer aumento no
tamanho das gléndulas sexuais acessérias até o desenvolvimento completo dos
foliculos ovarianos. Apls a postura dos ovos hd reducdc no tamanho das
glandulas, indicando que parte da secrecéo & liberada durante a passagem dos

ovos pela vagina.

1.3.2. Calliphoridae - Chrysomya megacephala

Esta mosca pertence a familia Calliphoridae, tem cor azui metdlico, é
encontrada sobre fezes, bem como em carne e em peixes expostos em mercados
(LAURENCE, 1986), onde deposita seus ovos e as larvas se criam (MENDES &
LINHARES, 1993). Os adultos medem de 8 a 11mm de comprimento, e as larvas
podem causar miiase facultativa (ZUMPT, 1965). Os adultos sdo veiculadores
potenciais do poliovirus tipo i (FURLANETTO ef alli, 1984).

Esta espécie é enconirada na Asia e Oceania e sua presenca foi
registrada em Campinas (Sp) em 1977 (GUIMARAES ef afii, 1978).

O processo de ovogénese foi estudado por LINHARES (1988) que o

descreveu baseado em dez estagios morfo-fisioldgicos.
1.3.3. Muscidae - Muscina stabulans
Este diptero pertence & subordem Brachycera, infraordem Muscomorpha

(Cyclorrapha), familia Muscidae (BORROR ef afii, 1989). A maior parte de seu

corpo € preto, o abdomen é avermelhado nas laterais ou pode ser totaimente
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preto e a tibia € amarela (JAMES, 1947). Como C. putoria, o habitat desta espécie
de mosca s&0 as granjas de aves poedeiras onde se criam no esterco umido que
se deposita sob as gaiolas (BRUNO et alif 19€3). Ela é causadora acidental de
miiase dérmica (ZUMPT, 1965) e miiase intestinal no homem (JAMES, 1947).

C adultc mede cerca de 8mm de comprimento e tem distribuicéo

cosmopolita (JAMES, 1947).
1.3.4. Muscidae - Synthesiomya nudiseta

Este diptero tem como sinonimia Synthesiomyia brasiliana (Brauer e
Bergenstamm) e Synthesiomyia anaiis (Macquart). Dentre os caracteres de
reconhecimento do individuo adulto, incluem-se: o corpo € acinzentado, o torax
listrado, o abdomen exibe um padrdo semelhante a um tabuleiro de xadrez, com
a extremidade amarelada, e antenas amarelo-alaranjadas brilhantes.
Superficialmente a mosca se assemetha a moscas do género Sarcophaga, mas a
arista € nua e ha falta de cerdas hipopleurais o que distinguem-na deste género.
O aduito mede cerca de 10 mm de comprimento (JAMES, 1947).

As larvas se criam em matéria animal e vegetal, tais como cadaveres
humanos e de animais, sementes de aigoddo em decomposicéo, gafanhotos
mortos, fezes, e restos de alimentos. Esta espécie estd envolvida em casos de
miiase secundaria (JAMES, 1947) e estd associada a poliovirus tipo |1 e 1l
(GREENBERG, 1971).

Sua distribuicdo & cosmopolita (JAMES, 1947), e LINHARES (1981)

classificou-a como espécie eussinantrépica® na regido de Campinas (SP).

* Eussinantrépica: termo aplicado a moscas que frequentam o ambiente doméstico, abatedouros, matéria
vegetal em decomposico ¢ depositos de lixo {Povoiny, 1971).
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1.3.5. Sarcophagidae - Pattonella intermutans

A especie F. intermutans pertence & familia Sarcophagidae e como todos
os membros desta, s&o conhecidas como “fleshflies" na lingua inglesa. O corpo
mede aproximadamente 12,5 mm de comprimento (LOPES, 1974). Os adultos
possuem corpo acinzentado, com o abdomen exibindo um padrao semelhante &
um tabuleiro de xadrez. Muitas moscas da familia Sarcophagidae criam-se em
carcagas de animais ¢ s&o causadoras de miiase (JAMES, 1947). Como todos os
Sarcophagidae, P. infermutans é ovovivipara.

Sua distribuicgo & Neotropical e no Brasil esta espécie ocorre do Parg a
Sao Paulo. A sua presenga em Campinas foi relatada por LINHARES (1981), que a
capturou utilizando visceras de galinha, fezes humanas e carcaga de ratos como

iscas. Este autor classificou a espécie como assinantrépica’.

1.4. Habitos de postura

Os habitos de postura das cinco espécies de moscas citadas diferem
marcadamente entre si. C. putoria @ C. megacephala colocam aproximadamente
150 ovos agrupados entre si a cada postura (AVANCINI & PRADO, 1986; LINHARES,
1988), enquanto que M. stabulans, que deposita cerca de 100 ovos, e S. nudiseta
colocam seus ovos espalhados sobre o substrato e, quando muito, encontram-se

3 ou 4 ovos juntos.

* Assinantropia: termo aplicado a moscas que ndo convivem com o homem e nio dependem do ambiente
modificado por ele (Povolny, 1971).



P. intermutans, diferentemente das quatro espécies de moscas citadas,
néo coloca ovos, mas cerca de 60 larvas em primeiro instar® (SANTAROSA &
AVANCINI, 1987). Esta mosca possui um Gtero que recebe 0s ovos gue estdo nos
ovarios, No utero, as larvas em primeiro instar, ficam até serem postas sobre um

substrato.

? Instar: estagio entre as mudas (Borror ef alii, 1989)
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar dos habitos de postura das espécies das moscas enfocados neste
estudo diferirem entre as familias Calliphoridae, Muscidae e Sarcophagidae,
todas as cinco espécies depositam seus ovos/larvas sobre matéria organica em
decomposic&o, onde abundam bactérias e outros microorganismos. Deste modo,
seriam 0s invoélucros do ovo suficientes para o proteger da acéo destas bactérias
durante o periodo de desenvolvimento embrionério ou, uma protecac além desta
estrutural seria necessaria? Um unico dado de literatura em Diptera (Ceratitis
capitata) nos indica que a secrec@o das glandulas sexuais acessérias poderia ter
mais uma fungéo bioldgica: a protecdio dos ovos contra a aco das bactérias. C.
capitata deposita seus ovos em frutos integros, onde ndo se espera a presenca
abundante de bactérias. Considerando-se o substrato de oviposicdo das moscas,
que serdo objeto deste estudo, julgamos que se houver uma agdo antibacteriana
na secregao, esta poderia ser até mais intensa do que aquela observada em C.
capitata. Para a investigaco do possivel papel antibacteriano da secrecdo das
glandulas sexuais acessorias, 0 conhecimento da sua composicdo bioquimica
seria de grande importancia, ja que pouco se conhece sobre esta composicdo em
dipteros. Como ha outras fungbes descritas para a secrecéo em outros dipteros
(DEGRUGILLIER, 1985, WAGNER ef alfi, 1993), julgamos que o estudo comparativo
da composicao protéica da secrecé@o entre as diferentes espécies, podera
contribuir para o entendimento da fungdo da secrecdo e associa-la a

componentes moleculares presentes.
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3. OBJETIVO GERAL

Estudar comparativamente a ultra-estrutura, a Composicao da secrecioc e
sua atividade antibacteriana das glandulas sexuais acessérias em cinco espécies
de dipteros muscdideos, pertencentes a trés familias (Calliphoridae, Muscidae e

Sarcophagidae)

3.1. Obijetivos especificos

Com a secregdo das glandulas sexuais acessérias femininas de cada

especie de mosca, procuramos:

a- determinar a concentragio de proteinas presentes;
b- analisar o perfil protéico da secrecéo;
c- determinar a presenca de glicoproteinas com acticares neutros na secrecao;

d- testar o efeito da secrec&o sobre o crescimento de E. coli k12;

Com as gléndulas sexuais acessérias femininas integras, procuramos:

e- medir e analisar seu comprimento e largura;

f- conhecer a ultraestrutura das glandulas de um dos muscoideos, no caso, C.

putoria.



E com as moscas inteiras, procuramos:

g- medir a largura da cabeca

18
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtenc&o & manutencéo das moscas

Moscas das espécies C. putoria e C. megacephala foram obtidas no
Departamento de Parasitologia do Instituto de Biologia/UNICAMP, cuja criacdo
em laboratdrio foi iniciada a partir de coleta realizada no campus da Universidade
Estadual de Campinas. Os adultos capturados foram colocados em gaiolas de
estrutura metalica envolvidas por tela de "nylon" e mantidos em sala com
temperatura e umidade controladas.

As moscas da espécie M. stabulans foram obtidas em granjas nos
municipios de Monte Mor (SP) ou Sumaré (SP). Os adultos foram capturados sob
as gaiolas de aves poedeiras, onde havia acumulo de esterco.

Especimes de S. nudiseta e F. intermutans comegaram a ser mantidos em
laboratério a partir de larvas coletadas no campus da Universidade Estadual de
Campinas, utilizando-se carcacas de roedores em decomposicdo. Os adultos de
S. nudiseta foram identificados pelo Prof. Dr. A. P. Prado® e os aduitos de P
intermutans foram identificados pelo Prof. Dr. J. Mendes®.

As cinco espécies de moscas, foi oferecida uma dieta composta de figado
bovino cru, ou carne crua moida, acucar e agua, a fim de se obter varias

oviposicOes e assim se formarem as coldnias.

* Departamento de Parasitologia - IB/Unicamp, SP.
® Universidade Federal de Uberlandia - MG.
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Os ovos de C. putoria e C. megacephala foram transferidos para um meio
artificial (LEAL ef afii, 1982) e, apGs um periodo de 5 a 7 dias, as larvas L3 foram
transferidas para um frasco contendo serragem onde ocorria a pupariaco. Apds
6 a 7 dias os adultos que emergiam foram colocados em gaiolas como descrite
anteriormente. Para o propésito deste trabalho, as moscas foram alimentadas
com aglcar e agua durante todo o periodo do experimento, & com carne crua,
que foi renovada diariamente, por 3 a 4 dias, até que os ovarios estivessem
{otalmente desenvolvidos.

Os ovos de M. stabulans e S. nudiseta foram transferidos para um meio
artificial contendo farelo de trigo (465 gramas) e levedura (75 gramas)
umedecidos com 500 ml de agua (A. P. PRADO comunicagio pessoal). Neste
meio, as larvas de M. stabulans se desenvolveram e empuparam apés 7 dias e
decorrido uma semana, os adultos emergiram. A emergéncia de S. nudiseta
ocorreu 8 dias apos a pupariagio.

Os adultos de P. intermutans receberam carne bovina, aglicar e agua. As
larvas depositadas na carne foram transferidas para frascos contendo meio
artificial (LEAL et afii, 1982) onde se alimentaram por 4 dias. A seguir, as larvas
foram transferidas para frascos, com trés centimetros de altura, e estes frascos
foram colocados dentro de outros recipientes contendo serragem umedecida,
para que o0 processo de pupariagdo tivesse inicio. Depois de 17 dias em média,
os adultos emergiram.

Os adultos de todas as espécies, foram mantidos em sala climatizada a
temperatura de 25 + 1°C, umidade relativa de 65 + 10% e fotoperiodo de 12

horas de luz/12 horas de escuro.
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4.2. Disseccao das moscas e retirada da secrecdo das glandulas

As dissecgOes das gléndulas de C. putoria, C. megacephala, M. stabulans,
S. nudiseta e P. intermutans foram realizadas quando seu primeiro ciclo
gonotréfico estava compieto, ndo tendo sido observada ou tendo ocorrida
oviposicdo ou larviposicdo. Nesta fase os foliculos ovarianos estavam totalmente
desenvolvidos em fase X, de acordo com a classificacdo de AVANCINI & PRADO
(1986). Essa padronizag&o é importante, pois durante a passagem do foliculo
pela vagina, quando da oviposigdo ou larviposigdo, as glandulas acessdrias e a
espermateca liberam secrecdo e espermatozéides, respectivamente. Assim, ndo
utilizamos moscas gue ndo apresentavam foliculos totalmente desenvolvidos,
nem moscas que ja tivessem oviposto. Esta dltima situagéo é importante de ser
evitada porque, nesta condicdo, parte da secrecdo ja fol utilizada, e
consequentemente o tamanho das glandulas apresenta-se diminuido, embora
né&o significativamente (TIRONE & AVANCINI, 1997).

Para a retirada da secrec&o glandular, as moscas foram anestesiadas por
exposicao a baixa temperatura (-23°C), durante aproximadamente 8 minutos,
dissecadas em tampao fosfato 0,1M, pH 7.2 e, cada glandula, transferida para
tubos de centrifugag@o (1,5 ml) contendo 1ul de solucdo de NaCl 5mM em
tamp&o fosfato 0,1M, pH 7,2, contendo 1 mM de PMSF (Fenilmetilsulfonil
fluoreto) e 2 mM de EDTA (acido etilenodiaminotetraacético) por glandula,
conforme descrito em MARCHINI ef ali (1989), com modificacdes introduzidas
neste trabalho. Tomou-se o cuidado de ndo perfura-las, evitando-se assim, perda
de secregdo. Todas estas etapas foram realizadas a 4°C. Em seguida, os tubos

foram centrifugados durante 15 minutos a 13000 rpm em centrifuga refrigerada
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Beckman modelo J2-21, com rotor Beckman modelo JA 18.1. O sobrenadante foi
recuperado e congelado a -74°C. O precipitado foi ressuspendido com o mesmoe
tampéo utilizado para dissecgdo e colocado numa lamina para verificar se as
glandulas efou células tinham sido rompidas. A constatacgo de que as glandulas
e suas células estavam intactas, indicava que o conteddo antes presente no lume
saira da gléndula sem que suas células tivessem sido rompidas.

As fémeas de P. intermutans tém uma biologia reprodutiva diferente das
outras espécies, pois a passagem dos ovos do ovario para o utero & um processo
rapido (durando menos de seis horas), e quando isto acontece, as glandulas se
esvaziam totalmente. Assim, obtivemos glandulas suficientes apenas para =
analise eletroforética das proteinas presentes na secrecao. As glandulas foram
armazenadas em solugéo de NaCl 5mM em tampao fosfato 0,1M, pH 7,2 (1ul por
glandula) a -74°C. O procedimento de retirada da secrecac das glandulas de P,
intermutans foram os mesmos utilizados anteriormente. Para nos certificar de que
nenhuma secreg&o tinha permanecido no interior das glandulas, as mesmas
foram retalhadas com uma agulha, submetidas a nova centrifugacdo e o
sobrenadante analisado em gel de poliacrilamida e este corado pelo metodo da
prata como descrito por BLuM ef ali (1987). Nenhuma banda protéica foi
visualizada.

Para nos certificar de que o congelamento n&o alterava o padréo obtido na
eletroforese, secrecéo das glandulas de C. putoria, recem-colhida, foi comparada

com secrecdo mantida sob congelamento a -74°C.



4.3. Dosagem de proteinas

Para dosagem protéica foi utilizade o micrométodo de BRADFORD (1976),
utilizando como padrao soro albumina bovina (BSA) nas concentracdes de 2,5; 5;
10; 15; 20 e 25 ug/ul. Foram utilizados 10yl de secrecio das glandulas sexuais
acessorias de C. putoria, C. megacephala e S. nudiseta e 30yl para M. stabulans.
As determinacbes forma realizadas em triplicata.

A quantidade de proteinas presentes na secrecdo de cada glandula, foi
expressa pelc quociente obtido entre a quantidade de proteinas totais
determinada para cada espécie e o0 numero de glandulas utilizadas. Cada
microlitro de secregao utilizada corresponde a uma glandula.

Nao foi realizada a dosagem protéica da secrecdo de P. intermutans

devido a escassez de secregio.

4.4. Eletroforese das proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese foi feita em gel com gradiente de poliacrilamida (4-16%) na
presenca de SDS (SDS-PAGE) utilizando um sistema descontinuo de tamp&o,
segundo LAEMMLI (1970). As dimensdes do gel foram 16 x 13 x 0,1 cm. O gel foi
preparado de acordo com HAMES (1990) sendo nas cubas utilizado o tampé&o Tris-
glicina: tris 0,25M, glicina 0,19M e SDS 0,1%. A quantidade de proteina (12
microgramas) foi @ mesma para todas as espécies, exceto para P. intermutans,

para a qual nao foi possivel realizar a dosagem protéica. A precipitacdo de
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proteinas das amostras foi realizada de modo que a proporcio da amostra,
tampéo acetato de sddio 0,5M pH 7.4 e etanol 95%, fosse 1:2:27. Apds deixar por
pelo menos 8 horas a 4°C, o material foi centrifugado a 10000 rpm, durante 20
min, em centrifuga refrigerada Beckman com rotor Beckman JA 181 O
sobrenadante foi descartado e o precipitado deixado & temperatura ambiente
para evaporagd@o completa do etanol. A este precipitado foram adicionados 30
de solugdo de solubilizagéo, contendo SDS 0,04%, glicerol 8%, EDTA 0,4M, azui
de bromofenol 0,4%, 2-mercaptoetanol 0,2% e tamp&o tris-HCI 0,05M, pH 6,8.

Para verificar a presenga de proteinas oligoméricas na secrecéo, algumas
amostras foram suspensas na mesma solugdo solubilizadora mas sem o agente
redutor 2-mercaptoetanol. Durante a eletroforese a corrente foi de 30mA. Apés a
eletroforese, o gel foi fixado em uma solucéo contendo metano! 50% e acido
acético 12%. A coloragéo do gel, que continha a secrecdo das glandulas de C.
putoria, C. megacephala, M. stabuians e S. nudiseta, foi feita com Coomassie
brilliant blue R250 0,2g em metanol 50% e acido acético 10%. Devido a escassez
de material, para o gel de eletroforese contendo a secregdo das glandulas de P.
intermutans foi utilizado o método de coloragéo por prata de BLUM ef afii (1987).

A secrecao das glandulas de C. puforia, colhida momentos antes da
eletroforese, foi submetida ac mesmo processo de precipitacéo descrito acima,

para comparagao com a secrecéo congelada.



4.5. Determinacéo da massa molecular aparente das proteinas presentes na

secrecao

Para a determinacdo da massa molecular aparente (Mr) das proteinas foi
utilizade um "kit" de calibragdo da Pharmacia contendo fosforilase b, BSA,
ovalbumina, anidrase carbénica, inibidor de tripsina e a-lactalbumina, com massa
molecular de 94, 67, 43, 30, 20,1 e 14,4 kDg, respectivamente. A curva de
calibragdo foi obtida plotando-se o log dos valores da massa molecular das
proteinas utilizadas como padrdo no eixo das ordenadas e os valores da
migracao relativa (Rf), daquelas proteinas no eixo das abscissas. Os vaiores de
Rf foram obtidos dividindo-se a distancia percorrida pelas proteinas em relacéo &
migragéo do azul de bromofenol. Os calculos foram executados peio programa de
computador Minitab vers&o 10.1 (1994). Para se conhecer o valor da Mr das
proteinas presentes nas diferentes amostras, o valor de Rf foi substituido na
equacao da reta obtida por regresséo linear e calculado o antilog do valor de y

obtido.

4.6. Deteccaio de glicoproteinas contendo aclicares neutros na secrecao

Amostras das secregdes foram precipitadas em etanol, dissolvidas no
tampao apropriado para solubilizac8o e e submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida, na presenca de SDS, como mencionado no item 4.4. A gquantidade

minima de glicoproteinas necesséria para detecgéo por PAS (reacgio pelo acido



26

periddico de Schiff) em gei, é de 1,25ug (DUBRAY & BEZARD, 1982). Em nosso
caso, utilizamos aproximadamente 24ug de proteinas de cada espécie de mosca.

A coloracdo foi realizada seguindo-se 0 método de FAIRBANKS ef alii (1 871)
modificado. Os procedimentos foram os seguintes: fixacdo do gel em alcool
isopropilico 25% e acido acético 10% por 21 horas; lavagem com acido acético
7,5% por 30 minutos; e oxidacéo por &cido periédico 0,2% por 1 hora a 4°C. O
acido periddico foi desprezado, e sem lavagem o gel foi corado com reative de
Schiff por 1 hora a 4°C. O getl foi lavado com acido acético 7,5%, em temperatura
ambiente, por 2 horas,

Nao foi realizado o experimento com a secrecdo das gidndulas de ~.

intermutans devido 3 escassez de amostra.

4.7. Medicao das gléndulas sexuais acessotrias femininas e da largura da cabeca

das moscas

As glandulas sexuais acessorias femininas de C. putoria, C. megacephala,
M. stabulans e S. nudiseta foram medidas, a fresco, em duas dimensdes:
comprimente e largura da regido média. Também mediu-se a largura da cabeca,
como estimativa do tamanho do corpo (HAGGARD et afii, 1980), utilizando-se um
estereomicroscopio Olympus modelo SZ 4045, com ocular graduada e regua
calibradora com divisbes de 10um. Para calcular o volume das glandulas,
utilizou-se a férmula do volume de um cilindro, ou seja, V= h « & 4 r%, onde: h,

comprimento; n, 3,14; e r, largura/2.
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As diferencas entre as médias dos volumes das glandulas e a razo entre
larguras da cabega e volumes das glandulas das quatro espécies de moscas
estudadas, foram analisadas por ANQVA, utilizando o procedimento GLM
(Modelos Lineares Gerais) para P < 0,05 e para seperacdo das meédias, foi

realizado o testé de Tukey (SAS institute, 1992).

4.8. Teste para deteccéo de atividade antibacteriana da secrecéo das glandulas

sexuais acessorias de C. puforia e S. nudiseta sobre E. coli K12.

Para realizar o teste para detecgéo de atividade antibacteriana da secrecao,
utilizou-se a bactéria gram-negativa Escherichia coli K12 que cresceu em meio LB
(triptona 10g/l, NaCl 109/t e extrato de levedura 5g/). Do meio contendo as
bactérias, 50ul da suspens&o (100.000 céls./ml) foram transferidos para placa de
Petri com meio LA (LB + agar 1,5% pH 7,2) e espathadas na superficie da mesma
com auxilio de uma alga de Drigalsky.

Foram utilizados 120ug de proteina (100ut de secrecdo) de C. putoria,
colocados no centro de uma placa de Petri com a cultura de bactérias cultivada
como descrito anteriormente e sendo a placa a seguir mantida em estufa a 37°C
por 24 horas.

Para S. nudiseta, utilizamos 120ug de proteina (100ul de secrecdo) que
foram colocados no centro de uma placa de Petri com 254l da cultura de
bactérias (100.000 céls./ml) cultivadas como descrito anteriormente e sendo a

placa a seguir mantida em estufa a 37°C por 24 horas.
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Como controle, 25ul da suspenso (100.000 céls./mi) de bactérias foram
adicionados a 25yl de salina que foram, a seguir, aplicados em placa de Petri por
espalhamento. Na placa, aplicamos 50ul de uma solucdo de Nall 5mM em
tampé&o fosfato C,1M, pH 7,2, do mesmo modo que realizado para a secrecgio das

glandulas. A placa foi mantida em estufa a 37°C por 24 horas.

4.9, Procedimentos para estudo ultra-estrutural das glandulas sexuais acessorias

femininas de C. putoria

As gléndulas sexuais de C. puforia foram inicialmente dissecadas em
tampao fosfato 0,1M, pH 7,1 a 4°C, e posteriormente fixadas em glutaraldeido 2%
em tampéo fosfato 0,1M, pH 7,4 durante 2 horas a 4°C, lavadas 3 vezes por 5
minutos no mesmo tamp&o, pds fixadas em ésmio 1% em tampéo fosfato 0,1M,
pH 7,4 por uma hora a 4°C e lavadas no mesmo tampao. A desidratagéo das
gléndulas foi realizada em série etandlica crescente. Em seguida as glandulas
foram transferidas para banho de &lcool:6xido de propileno (1:1) por 15 minutos,
oxido de propilenc {puro) por 10 minutos (2x). Em seguida os espécimens foram
processados nas seguintes etapas: oxido de propileno:resina - Epon por uma
hora, Epon puro "overnight” e incluidos em Epon em estufa a 60°C por 48 horas
(SESsO, 1988).

As secgbes de 70nm foram obtidas em ultramicrotomo Leica Ultracut UCT
2.0, conirastadas com acetato de uranila 2% em tampao maleato 0,05M, pH 5,2 e
citrato de chumbo e observados em microscopio eletrdnico de transmisséo Zeiss

LEO 906.
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4.10. Procedimentos para observacado por microscopia eletrénica de varredura

das glénduias sexuais acessdrias femininas de C. putoria

O processamento utilizado nesta etapa foi realizado segundo SILVEIRA
(1998), com modificagbes. As glandulas sexuais acessoérias de C. putoria foram
dissecadas em tampéo fosfato 0,1M, pH 7,1 a 4°C e fixadas em glutaraldeido
4,5% em tampao cacodilato 0,1M pH 7,3, por 2 horas, a 4°C. Ao fixador foi
adicionado acido ténico em concentragio final de 1,5% (KITAJIMA & LEITE, 1998).
Apos a fixacao, as gléndulas foram lavadas em tampéo cacodilato por 12 horas e
pos-fixadas em tetroxido de dsmio 1% em tampéo cacodilato por 1 hora a 4°C,
lavadas no mesmo tampéo 3 vezes, por 15 minutos cada, e transferidas para
etanol 70%. Algumas glandulas foram transferidas para nitrogénio liquido a fim
de serem fraturadas. Apds a desidratacdo em série etandlica crescente, as
glandulas foram submetidas ao ponto critico em aparelho Balzer CPD 030 e

cobertura com ouro em aparetho Balzer SCD 050 e observadas em microscépio

eletronico de varredura JEQL 5800 LV.
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5. RESULTADOGS

5.1. Dosagem protéica

A quantidade de proteinas presente na secregdo de cada glandula foi
aproximadamente a mesma para as espécies C. putoria, C. megacephala e S.
nudiseta, ou seja, em torno de 1,20ug/glandula (Tabela |). Para M. sfabulans a

quantidade de proteinas foi bem menor, conforme mostrado na Tabela |.

Tabeia .
Quantidade de proteinas encontradas na secrecdo de
cada glandula sexual acessoria feminina de 4 espécies

de dipteros

Espécie Quantidade de
proteinas. {ug/glandula)

C. megacephala 1,26

C. putoria 1,20

M. stabulans 0,39

S. nudiseta 1,20
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5.2. Andlise eleiroforética da secrecao

A eletroforese em gel de SDS-poliacritamida da secrecdo obtida das
gléndulas sexuais acessorias das diferentes espécies, revelou que a maioria das
proteinas, aquelas que s@o mais evidentes, tém Mr inferior a 82,3 kDa. Sob
condicdo n&o redutora, as proteinas mais evidentes de C. puforia tém massa
molecular aparente de: 16,5, 18,5, 21,1, 31,8, 34,8, 40,8, 50, 57,1, 70 e 77,5 kDa;
de C. megacephala: 15,8, 18,6, 20,9, 29,8, 31,5, 33,4, 50,4, 57,6, 68,6 e 79,5, de
M. stabufans: 19,5, 21,7, 34,8, 35,9, 61,3, 82,3, 1384 ¢ 155,5; & de S. nudiseta:
14,7, 33,8, 38,6, 74,3 e 82,3. O perfil eletrofarético da secrecdo de C. putoria e C.
megacephafa foi muito semelhante, exceto pela proteina com 20,9 kDa,
observada mais evidentemente em C. megacephala que em C. putoria (Fig. 2).

O perfil protéico da secrecio recém-cothida das glandulas de C. putoria e
submetida a eletroforese, e o perfil da secreciio armazenada a -74°C, nao
mostrou diferenca (resultados né&o mostrados).

A comparacao das proteinas encontradas nos dois Muscidae, M. stabulans
e S. nudiseta, mostra diferencas maiores do que aquelas observadas entre as
duas espécies de Calliphoridae. M. stabulans apresenta proteinas com 19,5,
217, 61,3, 1384 e 155,5 kDa ndo observadas em S. nudiseta. No perfil desta
ultima, observa-se proteinas com 14,7 e 74,3 kDa nio observadas em M.
stabulans, mas a proteina com 82,3 kDa é comum aos dois Muscidae (Fig. 2).

Em presenca de 2-mercaptoetanol, foram observadas bandas protéicas
com massa molecular acima de 70 kDa, mas as proteinas mais evidentes,
observadas sob condicdo ndo redutora, mantiveram suas posicdes. No entanto,

deve-se destacar que as proteinas com 386 e 33,8 kDa de S. nudiseta, em
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quatro eietroforeses sob auséncia de agente redutor, apresentaram
comportamento bem diferente guando submetidas & reducéo, podendo ter
apresentado este resuitado devido a presencga de pontes dissulfeto intracadeias.
A secrecao das glandulas de P. infermutans apresentou bandas protéicas
com Mr entre 8,5 e 99,4 kDa sob condicdes ndo redutoras (Fig. 3). As bandas
mais relevantes tém 17,7, 18,8, 21,4, 251, 27, 332, 35,7, 40,1, 42,6, 59,8, 68,9,
73,1 e 75,3 kDa. Sob condicéo redutora, a secregdo apresentou bandas protéicas
com Mr entre 85 e 858 kDa, e a banda com 54,6 kDa é a mais relevante.
Algumas bandas, aqueias com 25,1, 27, 93,7, 96 e 99 kDa, observadas quando o
gel foi corrido na auséncia de agente redutor, ndo foram observadas sob

presenca do agente redutor (Fig. 3).



Figura 2

SDS-PAGE (4-16%) da secrecdo das glandulas
sexuais acessorias de fémeas de C. puforia (1 e 5), C.
megacephala (2 e 6), M. stabulans (3 e 7) e S. nudiseta
(4 e 8); sob condicbes ndo reduforas (1, 2, 3 e 4) e
redutoras (5, 6, 7, e 8). C. putoria apresenta proteinas
com Mr entre 16,5 e 77,5 kDa; C. megacephala entre
15,8 e 79,5 kDa; M. stabufans entre 19,5 e 155,5 kDa e
S. nudiseta entre 14,7 e 82,3 kDa sob condigdes néo
redutoras. (A), marcadores de peso molecular -
fosforilase b (94), BSA (67), ovalbumina (43), anidrase
carbdnica (30), inibidor de tripsina (20,1) e o-
lactalbumina (14,4). Coloragéo por Coomassie brilliant
blue R250.
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Figura 3

SDS-PAGE (12,5%) da secrecéo das glandulas sexuais
acessorias de fémeas de P. infermutans sob condi¢es
ndo redutoras (1) e redutoras (2). A, marcadores de
peso molecular - fosforilase b (84), BSA (67),
ovalbumina (43), anidrase carbénica (30), inibidor de
tripsina (20,1) e a-lactalbumina (14,4). Coloragéo pelo
método da prata.
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5.3. Presenca de glicoproteinas com acUlcares neutros na secrecéo

A reacdo histoquimica para aglcares neutros foi positiva para seis
proteinas presentes na secrec&c das glandulas de C. putoria, de massa
molecular aparente de 16,5, 18,5, 31,9, 34,8, 40,8 e 57,1 kDa respectivamente. C
mesmo foi observado para as proteinas de 15,8, 18,6, 20,9, 29,8, 31.5¢ 33 4 kDa
de C. megacephala. Para M. stabulans, trés proteinas de 21,7, 34,9 e 359 kDa e
duas de 33,8 e 38,6 kDa de S. nudiseta foram reativas (Fig. 4).



Fig. 4

SDS-PAGE (4-16%) da secregcdo das glandulas
sexuais acessorias de fémeas de C. pufora (1), C.
megacephala (2), M. stabulans (3) e S. nudiseta (4)
corado pelo método de PAS para aglcares neutros. C.
putoria apresenta 6 proteinas glicosiladas: 16,5, 18,5,
31,9, 348, 408 e 57,2 kDa;, C. megacephala, 6
proteinas: 15,8, 18,6, 20,9 298 315 e 334, M.
stabufans, 3 proteinas: 21,7, 34,9 e 359 kDa, e S.
nudiseta, 2 proteinas: 33,8 e 38,86 kDa.



5.4. Dimensdes das glandulas

A partir dos resultados das medigdes do comprimento e largura das
glandulas das quatro especies, C. puforia, C. megacephala, M. stapulans e S.
nudiseta, foi calculado o volume da glandula como descrito no item 4.7. Medidas
de largura da cabeca serviram para estimar o tamanho da mosca. Os resultados
das dimensdes dos Orgaos citados foram analisados e sdo mostrados na Tabela
il

Tabela il
Valores médios (EP) das medidas observadas para cada espécie de mosca

Espécies

C. megacephala C. putoria M. stabulans S. nudiseta
Comprimento 2,98 {0,055) a 2210050 b 1,54 (0,030 ¢ 2,02 (0,034) d
da giéndula {(mm)
Largura da 0,15 (0,002) a 017 (0,005 b 0,11 (0,004 ¢ 0,11 {0,004) ¢
glandula (mm)
Largura da 3,54 (0,044) a 3,06 (0,026) b 2,55 (0,020) ¢ 3,08(0,0200b
cabeca (mm)
Volume da 0,054 (0,002) a 0,056 (6,003) a 0,018 (000N b 0,020 (0,002) b

glandula (mm®)

Razao enfre largura 6940 (4038)a 6025(3568)a 172,18(12,153)b 17294 (9,371 b
da cabeca e volume
da gléndula

N = 30 para cada medida de cada espécie.
Médias dentro das finhas, representadas pela mesma letra, ndo s8o significativamente diferentes para P=
0,05 {teste de Tukey}

Os resultados representados na Tabela H mostraram que as médias
diferem significativamente entre as quatro espécies para: comprimento da

glanduia (F=185,55,; P<0,0001); largura da glandula (F=50,07; P<0,0001); largura
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da cabeca (F=183,52; P<0,0001); volume da gléandula (F=65,02; P<0,0001); e
razgo entre largura da cabecga e volume da glandula (F=58,70; P<0,0001).

A analise dos resultados obtidos pelo teste de Tukey, indica que para o
comprimento das glandulas, tantc a familia Caliiphoridae quanto Muscidae
apresentam diferencas significativas entre as médias.

O mesmo n&o ocorre quando se observam os resultados obtidos para o
teste em relagao a largura da glandula que s&o iguais para as duas espécies da
familia Muscidae. Em relagdo & largura da cabega a semelhanca é observada
entre C. putoria e S. nudiseta.

Em relacdo ao volume da glandula e razdo entre largura da cabeca e
volume da gléndula, o teste de Tukey mostrou ndoc haver significativa entre as

meédias das espécies da mesma familia.

5.5. Atividade antibacteriana da secrecao das giéndulas sexuais acessorias de C.

putoria e S. nudiseta

A secrec@o das gldndulas sexuais acessérias de C. puforia (120ug de
proteina) inibiu o crescimento de E. coli K12 quando colocada diretamente no
centro de uma placa de Petri com crescimento bacteriano (50ul de suspensao)
(Fig. 5). Da mesma forma, a secrecdo das glandulas sexuais acessorias de S.
nudiseta, 120ug de proteina, também inibiu o crescimento da coldnia de E. coli
K12 (25ul de suspensdo) (Fig. 6). O controle apresentou crescimento de

bactérias (Fig. 7).



Figura 5

Atividade antibacteriana (seta) da secregfic (120ug de
proteina) das glandulas de C. putoria sobre colénia de
E. coli K12 (50ul de suspenséo). A area indicada pela
seta mostra a regido onde a secregdo foi depositada e
houve reduzido crescimento bacteriano.



Figura 6

Atividade antibacteriana (seta) da secrecdo (120ug de
proteina) das gléandulas de S. nudiseta sobre colbnia de
E. coli K12 (25ul de suspensao). A area indicada pela
seta mostra a regido onde a secrecao foi depositada e
houve reduzido crescimento bacteriano.



Figura 7

Crescimentc de colonias de £ cofi K12 (25ul de
suspensao - 100.000 céis./ml) em placa que recebeu
apenas solucdc tampao {controle).



42

5.6. Microscopia eletronica das gl@ndulas sexuais acessérias femininas de C.

putoria

As glandulas sexuais acessérias femininas de C. putoria séo tubulares e
apresentam uma discreta dilatag&o na parte apical (Fig. 8): o epitélio secretor que
forma as glandulas é delgado (Fig. 9).

Dois tipos celulares s&o reconhecidos: células secretoras grandes com
nicleos grandes, e células epiteliais pequenas e alongadas. As células
secretoras apresentam uma invaginacdc na superficie apical formando um
grande reservatorio revestido por microvilos. No limite entre a invaginacéo e seu
lume ha um material filamentoso em arranjo concéntrico formando uma malha
frouxa. Este material esta conectado a camadas cuticulares que revestem o lume
(Fig. 10). A secrec@o no reservatério é uniformemente densa, com o mesmo
aspecto daquela presente em seu lume (Fig. 10) e invade os estreitos
compartimentos entre os microvilos (Fig. 11). No citoplasma da célula secretora
observam-se muitos microtibulos préoximos a invaginacio e o contato entre as
células secretoras e epiteliais é caracterizado pela presenca de juncdes septadas
(Fig. 11). |

Quando a gléndula esta cheia de secregéio, correspondente ao estagio X
da ovogénese, o reservatério das células secretoras estd preenchido com
secrego, e ocupa grande parte da celula (Fig. 12). Observa-se nas células
secretoras o nucleo, ao lado do reservatério, com cromatina frouxa, e no
citoplasma, grandes estruturas vesiculares de reticulo endopldsmatico rugoso. Na
outra célula, ndo se observa nicleo ao lado do reservatério e o citoplasma n&o

apresenta vesiculas de reticulo endoplasmatico.



Figura 8

Micrografia eletrénica de varredura da glandula sexual
acessoria de C. putoria, mostrando sua forma tubular e
uma discreta dilatagido da parte apical da glandula
(seta). Barra 200um.



Fig. 9
Micrografia eletrénica de varredura da giandula sexual
acessoria de C. puforia onde se vé epitélio (E)
delimitando o fume da glandula preenchido pela
secrecdo. Barra 20um.



Figura 10

Micrografia eletronica de transmissao. Corte transversal
de céluia secretora (Cs) e epitelial (Ce) da giandula
sexual acessoOria feminina de C. putoria. A célula
secretora apresenta uma invaginacio, revestida por
microvilos (Mv), formando um grande reservatoério (R)
que delimita um lume (L). Entre o reservatério e seu
lume ha um material filamentoso (F), em arranjo
concéntrico, que conecta-se as camadas cuticulares do
lume. Ce, célula epitelial. Barra, 1um.



Figura 11

Micrografia eletrbnica de transmissdo. Detalhe da
Figura 10 mostrando microtubulos (Mt) no citoplasma
das células secreforas; limite entre células secretoras e
as ceélulas epiteliais com jungdc septada unindo-as
(seta) e secrecdo no espago entre os microvilos (Mv).
Barra, 0,5um.



Figura 12

Micrografia eletrénica de transmisséo. Corte transversal
da glandula sexual acessoria feminina de C. putoria
mostrando duas células secretoras. A célula a esquerda
apresenta a regido proxima ao nucleo (N) com muitas
vesiculas de reticulo endoplasmatico (Rr). Estas
vesiculas ndo sdo vistas na ceélula a direita. O ndcleo
apresenta cromatina frouxa. R, reservatdrio. Barra,
4um.
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As glandulas possuem em seu exterior muitas traquéias gue se ramificam
e diminuem de calibre, criginando traguéolas (Fig. 13). Em contato com o epitélio
que forma a glandula, as traguéclas ligam-se a ele pela Iamina basal qgue por sua

vez liga-se as células secretoras por meio de hemidesmossomos (Figs. 14 e 15).



Figura 13

Micrografia eletrébnica de varredura da glandula sexual
acessoria feminina de C. putoria, mostrando traquéola
(Tr) em contato com o epitélioc da glanduia. Barra
50um.



Figura 14

Micrografia eletrénica de transmissdoc. Corte transversal
da glandula sexual acessoéria feminina de C. puforia
mostrando célula secretora ligada a ladmina basal por
hemidesmossomos (seta). A lamina basal (Lb) liga-se a
uma celula com traquéola (Tr) no seu interior, ligando-a
a célula secretora Barra, 2um.



Figura 15

Micrografia eletrénica de transmissdo. Células com
traquéolas (Tr) junto & lamina basal (Lb) da gléndula
sexual acessoria feminina de C. putoria. Barra fum.



6. DISCUSSAQ

6.1. Aspectos bioquimicos

Poucos dados ha na literatura referindo-se a quantidade de proteinas
totais encontrada na secregdo das glandulas acessdrias femininas de insetos.
Entre os Muscidae, M. domestica apresenta 0,7 a 1 ug de proteina por glandula
(LEopoLD, 1980), uma quantidade intermedidria aquela encontrada em WM.
stabulans (0,39ug) e S. nudiseta (1,2ug). A quantidade de proteinas encontrada
em cada gléandula de M. stabulans difere enormemente da quantidade descrita na
literatura para M. domestica (LEOPOLD, 1980), e mesmo para outras espécies de
familias como os Calliphoridae, a julgar por nossos dados de C. megacephala e
C. putoria. Nao encontramos dados na literatura, que se refiram & quantidade de
proteinas encontrada na secrecdo das glanduias de outros Calliphoridae. Nossos
resultados mostraram que a diferenga na quantidade de proteinas observada em
C. putoria, C. megacephala e S. nudiseta foi muito pequena.

Cada gtandula de fémeas de C. capitata produz 0,8ug de proteina (DALLAI
et ali, 1989), uma quantidade intermedidria aquelas encontradas por nds nas
espécies em estudo.

As diferencas encontradas na migracdo eletroforética, especialmente das
bandas correspondentes as proteinas com Mr compreendido entre 18,5 e 77,5

kDa de C. putoria, e 15,8 e 79,5 de C. megacephala, podem ser devidas &
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presenga de diferentes graus de glicosilacdo das proteinas, j& que sdo de
natureza glicoprotéica, como mostrado no gel corado pelo PAS.

As proteinas encontradas em C. megacephala, especialmente as com Mr
de 29,8, 31,5 e 33,4 kDa, apresentaram uma migragdo aparentemente mais
rapida no gel, em relagéo a C. putoria. Esta diferenca pode ser devida & menor
quantidade de acucares presentes nas moléculas, j@ gque se tratam de
glicoproteinas, como indicado no gel corado pelo PAS. E importante ter em mente
que no caso de glicoproteinas € bastante comum que as mesmas apresentem
uma migragdo andmala em gel SDS-poliacrilamida, devido & prépria presenca
dos agucares (HAMES, 1990).

As proteinas encontradas na secregio das gandulas de C. putoria e C,
megacephala tém um comportamento eletroforético semelhante, o que é
esperado dada a proximidade filogenética entre as duas espécies do mesmo
género. A proteina com 20,9 kDa que apareceu nitidamente em C. megacephala
apareceu apenas em forma de tracos em C. putoria, 0 que sugere que sua
expressao seja sensivelmente reduzida nesta Gltima espécie.

A comparacao dos resultados dos membros da familia Calliphoridae com
os membros da familia Muscidae, mostra diferenca notavel. Dentro desta Ultima
familia, também se notou uma correspondéncia entre as bandas de 34.9 e 35,9
kDa de M. stabulans e as bandas de 33,8 e 38,6 kDa de S. nudiseta. As bandas
correspondentes as proteinas com 19,5 e 21,7 kDa foram detectadas em M.
stabulans mas n&o em S. nudiseta, podendo ser um fator diferencial importante
entre estas duas espécies.

Avaliando o comportamento das vérias proteinas em auséncia e presenca
do agente redutor, vale ressaltar que as proteinas de aproximadamente 57 e 50

kDa encontradas ambas em C. puforia e C. megacephala, ndo puderam ser
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identificadas em condigbes redutoras, no entanto as bandas nas posicSes de
16,5 e 15,8 kDa estao sensivelmente aumentadas, possivelmente pela presenca
de subunidades originadas das proteinas de 57 e 50 kDa. Com relacédo as outras
proteinas tanto da familia Calliphoridae comc Muscidae, as diferencas
observadas nas migracbes das bandas em condigbes nao redutoras e redutoras,
muito provaveimente se devem as mudangas conformacionais resultantes do
rompimento de pontes dissulfeto intracadeia, podendo levar a uma menor
saturacdo do polipeptideo com SDS (Hames, 1990). A migracdo mais lenta das
proteinas de M. stabulans, com 34,9 e 35,9 kDa e as proteinas com 33,8 ¢ 38,6
kDa de S. nudiseta, sob condicdo redutora, pode ser atribuida ao rompimento de
pontes dissulfeto intracadeia e & presenca de aglcares ligados a elas.
Acreditamos que a maioria das proteinas presentes na secregio das glandulas,
das quatro espécies citadas, seja constituida por apenas uma cadeia
polipeptidica.

A proteina 57,1 kDa observada em C. putoria e a proteina com 57,6 kDa
observada em C. megacephala, sdo préprias de cada espécie, pois a primeira é
glicosilada e a segunda n&o. Esta observacéo pode ser aplicada & proteina com
20,9 kDa observada em C. megacephala e a proteina com 21,1 kDa observada
em C. putoria. A proteina com 20,2 kDa é prépria de C. megacephala.

Em C. capitata, DALLAI ef alii (1986) identificaram oito bandas protéicas no
perfil eletroforético da secrecéo das gléndulas sexuais acessodrias. Destas, trés
bandas, com 28, 32 e 38 kDa, sdo glicosiladas. Nosso estudo mostrou proteinas
glicosiladas com massa de 31,9 kDa na secrecg@o das glandulas de C. putoria,
31,5 kDa em C. megacephala e 38,6 kDa em S. nudiseta. Elas podem ter relacdo

com aquelas observadas em C. capitata.
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Na quinta espécie analisada, P. infermutans, pertencente a uma terceira
familia, Sarcophagidae, observou-se semeihanca em relacdo as proteinas com
massa molecular relativa ac redor de 57, 50, 40, 34, 21 e 18 kDa de C. putoria;
20 e 18 kba de C. megacephala; as proteinas com massa ao redor de 61, 35, 21
e 19 kDa de M. stabulans; e a proteina com massa a0 redor de 74 ¢ 33 kDa de S.
nudiseta. A diferenca observada no perfil protéico da secrecéo das glandulas de
P. intermutans sob condigdc ndo redutora e redutora, indicou que hé proteinas
oligoméricas. As proteinas com 251, 27, 937, 96 e 99 kDa, nao foram
observadas sob condi¢do redutora, muito provavelmente por serem compostas
por mais de uma cadeia polipeptidica. A proteina com 54,6 kDa foi observada
apenas sob condigdo redutora, podendo ter sido originada de alguma proteina
oligomérica que permaneceu no gel de concentragdo ou que nao apresentou

migracao caracteristica.

6.2. Aspectos morfoldgicos

A comparagao entre volume das gléndulas e a razdo largura da
cabega/volume da gléndula mostrou ndo haver diferenca entre as espécies de
Calliphoridae estudadas, 0 mesmo ocorrendo com as espécies de Muscidae. No
entanto, os resultados obtidos para Muscidae mostraram gue suas glandulas séo
menores em relacéo ao corpo se comparados aos resultados obtidos para 0s
Calliphoridae. Poderiamos assim especular que os Calliphoridae necessitam de

glandulas maiores para produzir mais secrecdo, que seria empregada na fixacao



dos ovos, em massa, no substrato; e os Muscidae n&o teriam esta necessidade
por colocarem o0s ovos isolados entre si.

Os resultados ultraestruturais observados para C. putoria estéo de acordo
com 0s observados para as glandulas sexuais acessoérias de insetos de modo
geral, como descrito por NOIROT & QUENNEDEY {1974) e em dipteros como M.
ovinus (LENOBLE & DENLINGER, 1982) e C. capitata, por exemplo (DALLAI et alii,
1985). Segundo a classe 3 descrita por NOIROT & QUENNEDEY (1974), as
gléndulas consistem de dois tipos celulares, a célula secretora e a célula epitelial.
A celula secretora possui uma invaginacao extraceluiar que contém o produto
secretado. Em P. perniciosus, FAUSTO et alif (1997) observaram apenas um tipo
ceiular sem invaginagdo extraceluiar. Os autores notaram ainda uma ligagéo
temporal entre glandulas acessodrias e desenvolvimento ovariano, também
observado por TIRONE & AVANCINI {(1997) nas glandulas de C. putoria.

A invaginagio na célula secretora da gléndula de C. putoria € um tipico
aparelho terminai (Lococo & HUEBNER, 1980). O material filamentoso observado
no reservatorio da célula secretora também foi observado por MA & DENLINGER
(1974) em G. morsitans morsitans e por LENOBLE & DENLINGER (1982) em M.
ovinus, 0s quais sugeriram um papel de protecdo contra bactérias que estariam
proximas a entrada do reservatério, a estrutura formada pela invaginacéo apical
das células secretoras e que armazena a secrecio originada no citoplasma.

A secrecdo produzida pelas células secretoras das glandulas de C. putoria
€ proteinacea e algumas proteinas s&o glicosiladas. A composig¢éo bioquimica e o
tipo predominante de organela presente no citoplasma das células, reticuio
endoplasmatico rugoso, confirma a natureza protéica da secrecdo. A presenca de
grandes volumes de reticulo endoplasmatico rugoso e liso foi observada nas

glandulas de G. morsitans morsitans que produzem grande quantidade de



proteinas e lipoproteinas para alimentar a larva presente no Utero (HECKER &
MotLoo, 1883). Em M. ovinus, LENOBLE & DENLINGER (1982) observaram figuras de
reticulo endopliasmatico rugoso, mas néc de reticulo endoplasmatico liso. Como
esperado, a regido & volta do niucleo das células secretoras de C. puforia é rica
em reticulo endoplasmatico rugoso, indicando atividade sintética da célula.

JungOes septadas s&o comumente encontradas na regido apical, onde as
céluias secretoras das glandulas de C. puforia formam contatos com as céiulas
epiteliais. isto foi observado também em M. ovinus por LENOBLE & DENLINGER
(1982). Os microtubulos preenchem o citoplasma das células secretoras em volta
do reservatdric, formando o citoesqueleto, fato também observado por DALLAI ef
alii (1988) em C. capitata. Salilente-se que nesta espécie os microtibulos mudam
sua distribuico em relacdo a atividade secretora das células e estariam
envolvidos na secregio de proteinas. |

A presenca de traguéolas, exteriormente as glandulas, e em contato com a
lamina basal, observada em C. putoria, também foi observada em C. capitata por
Daliai et alii (1985). Em R. prolixus, as traquéolas estdo em contato com células
musculares (LOCOCO & HUEBNER, 1980). Acreditamos que as giéndulas sao
orgaos que necessitam de grande suprimento de oxigénio, por terem atividade de

sintese.

6.3, Atividade antibacteriana

A resposta inata imune de insetos tem atraido muito interesse nos Ultimos

anos. Os mecanismos de resposta imune incluem trés modos, relacionados entre



si, de defesa; a indugéo de cascatas proteoliticas apos ferimentos; reagdes de
defesa celular que consistem de fagocitose efou encapsulacdo do
microorganismo invasor; e a sintese transitéria de peptidios antibacterianos pelo
corpo gorduroso. Algumas moléculas antimicrobianas podem ser sintetizadas
pelas células intestinais e pelas glandulas salivares (HOFFMANN ef afii, 1996).

Existem estudos bem adiantados sobre 0 modo de producgéo, estrutura e
acédo de peptidios, das glandulas sexuais acessoérias femininas de C. capitata
(MARCHINI et afif, 1991 & 1993, MARRI ef alii, 1996; ROSETTO et afii, 1997).

Em C. capitata, algumas proteinas tém atividade enzimatica (MARCHINI ef
alii, 1989) e antibacteriana (MARCHINI ef alif, 1991, 1993). A atividade
antibacteriana da secrecao das glandulas de C. puforia sobre a coldnia de
bactérias E. coli k12, mostrou maior poder inibitdério que a secrecido de S.
nudiseta. A quantidade de proteina utilizada (120ug) da secrecéo de C. putoria,
produziu uma area de inibicdo maior, mesmo guando a guantidade de bactérias
(50ul de suspensdo - 100.000 céls./ml) foi maior. Para S. nudiseta, também
utilizamos 120upg de proteinas, mas 25yt de suspenséo (100.000 céls./ml) de
bactérias, e a area de inibicdo foi menor. Sugerimos a hipétese que as proteinas
com 16,5 e 14,7 kDa da secrec8o das glandulas de C. putoria e S. nudiseta,
respectivamente, poderiam ter fungcao antibacteriana, pois em C. capifata, uma
proteina com 15.5 kDa da secrecdo das glandulas tem atividade antibacteriana
contra E. coli kK12, Staphylococus aureus e Enterobacter cloacae (MARCHINI et alii,
1991). FAusTO et afi (1997) sugeriram a hipdtese de que a secrecdo das
giandulas de F. perniciosus poderia proteger os ovos contra bactérias e fungos,

mas nao apresentaram nenhuma evidéncia disto.



7. CONCLUSOES

A quantidade de proteinas por glandula enconirada em C. puforia, C.
megacephala e S. nudiseta é aproximadamente a mesma, sendo cerca de 3
vezes maior aquela encontrada em M. stabulans.

A eletroforese, sob condicdo nédo redutora, das proteinas presentes na
secrecdo das gléndulas de C. putoria mostrou que a massa molecular aparente
entre 16,5 e 77,5 kDa; em C. megacephala entre 158 e 79,5 kDa, em M.
stabufans entre 19,5 e 1555 kDa; e em S. nudiseta entre 14,7 e 82,3 kDa.
Sugerimos que algumas destas proteinas sejam monoméricas e algumas séo
glicosiltadas. O perfil protéico observado entre os Calliphoridae é muito
semelhante, assim como o perfil entre os Muscidae.

As proteinas presentes na secrecdo das glandulas de P. infermutans tém
massa molecular aparente entre 8,5 e 99,4 kDa e algumas séo oligoméricas.

O volume das giéndulas dos Calliphoridae € maior que o dos Muscidae, o
mesmo ocorrendo em relagéo & razéo largura da cabecafvolume da glandula.

A secregao das glandulas de C. putoria e S. nudiseta inibe o crescimento
de colénias de E. coli K12.

As glandulas de C. putoria s&o compostas por: células secretoras e células
epiteliais, sendo observada a presenca de traquéolas, que estdo em contato com

as células secretoras,
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