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RESUMO

Lipases (triacilglicerol acilhidrolases, EC 3.1.1.3) sdo serino hidrolases de
consideravel relevancia fisiolégica e potencial uso industrial. O fungo filamentoso
Metarhizium anisopliae € um dos mais importantes e bem estudados agente
bioldgico para o controle de muitos artropodes-praga incluindo o carrapato bovino
Boophilus microplus. Lipases secretadas por M. anisopliae podem estar
potencialmente envolvidas no processo de infeccdo do hospedeiro, porém,
estudos sobre estas enzimas vém sendo negligenciados em fungos. Neste
trabalho, desenvolvemos uma estratégia simples objetivando detectar e quantificar
a atividade de lipase durante a infeccédo de B. microplus por M. anisopliae. Além
disso, estudamos os efeitos de diferentes fontes de carbono, incluindo
componentes do tegumento do hospedeiro, na secrecdo de lipases por M.
anisopliae em sobrenadantes de cultura. Apresentamos, também, a purificagdo
parcial de uma lipase secretada em cultura liquida de M. anisopliae. A atividade de
lipase aumentou de 0,03 U para 0,207 + 0,021 U e de 0,033 + 0,002 U para 0,358
+ 0,05 U durante a infeccédo (6 a 96 horas) em carrapatos vivos e mortos,
respectivamente, infectados por M. anisopliae. Em culturas liquidas observamos
altos niveis de atividade lipolitica principalmente em culturas suplementadas com
quitina mais lipideo animal. Nos zimogramas a atividade de lipase foi detectada
em carrapatos infectados mortos e vivos em todos tempos testados como também
em todos sobrenadantes de cultura analisados. A purificacdo parcial foi realizada

com dois passos cromatograficos incluindo uma cromatografia de troca anidnica



que apresentou somente um pico de atividade no gradiente salino. Esperamos que
os resultados apresentados neste trabalho contribuam para elucidar a fungcao
desempenhada pelas lipases no processo de infeccdo do hospedeiro de M.

anisopliae.
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ABSTRACT

Lipases (triacylglycerol acylhydrolases, EC 3.1.1.3) are serine hydrolases of
considerable physiological significance and industrial potential. The filamentous
fungus Metarhizium anisopliae is one of the most important and best-studied
biological agent for control of many arthropod pests including the cattle tick
Boophilus microplus. Lipases secreted by M. anisopliae could potentially be
involved in the host infection process but studies about these enzymes have been
neglected mainly in fungi. In this work, we developed a simple strategy aiming to
detect and quantify lipase activity during B. microplus infection by M. anisopliae.
Moreover, we studied the effects of different carbon sources, including components
of the tegument of host, on lipase secretion by M. anisopliae in culture
supernatants. We presented, also, a partial purification of secreted lipolytic enzyme
in M. anisopliae liquid culture. Lipase activity increases from 0.03 + 0 U to 0.207 +
0.021 U and from 0.033 + 0.002 U to 0.358 + 0.05 U during infection (6 to 96
hours) in live and dead ticks, respectively, infected by M. anisopliae. In liquid
cultures we observed high levels of lipolytic activity mainly in cultures
supplemented of chitin plus animal lipid. In zymograms, lipase activity was
detected in infected dead and live ticks in all times tested as well as in all analyzed
liquid culture supernatants. A partial purification was achieved with two
chromatographic steps including an anionic exchange chromatography that
presents only one peak of lipase activity in the saline gradient. We hope that
results presented in this work contributes to elucidate the role played by lipases in

M. anisopliae host infection process.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, existe uma tendéncia mundial, oriunda principalmente dos
paises europeus e de outros paises mais desenvolvidos socio-economicamente,
no consumo de alimentos e outros derivados agropecuarios produzidos de
maneira organica, sem o emprego de agentes quimicos. A busca por alternativas
mais limpas de produgcdo e metodologias menos agressivas ao meio ambiente
direcionam, cada vez mais, estudos cientificos visando uma diminui¢cado dos efeitos
danosos causados pela intervencdo humana em suas diversas relagdes com o
ecossistema. Entre estes estudos, vem aumentando significativamente a busca
por meétodos alternativos ao controle quimico para o controle de pragas
domésticas e da agropecuaria. O controle quimico de pragas acarreta inumeras
desvantagens nas quais se destacam, (i) a persisténcia no ambiente e os danos
recorrentes deste fato; (ii) os efeitos deletérios sobre a saude humana e animal;
(iii) a contaminacao das reservas de agua e do solo; (iv) o desenvolvimento de
pragas resistentes pelo uso constante dos agentes quimicos empregados no
controle de pragas; e, (v) o alto custo dos defensivos agricolas. Desta maneira o
controle bioldgico de pragas surge cada vez mais como uma alternativa viavel sob
diversos aspectos e o seu emprego e estudo vém aumentando significativamente

nos ultimos anos.

1.1. O controle bioldgico
A constante degradagdo do meio ambiente e a cobrangca cada vez mais

intensa da sociedade por metodologias novas e alternativas resultam em um
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aumento significativo das pesquisas cientificas visando a diminuicdo da agressao
que o ecossistema vem sofrendo por intervencdo do homem.

O controle biolégico se baseia em um dos fundamentos basicos das
relacbes ecoldgicas entre os seres vivos de que cada espécie, seja animal,
vegetal ou microbiana, possui inimigos naturais. Desta forma, organismos capazes
de inibir o crescimento populacional de outros podem ser utilizados no controle de
populacdes especificas que possam vir a se tornar pragas. Um agente
biocontrolador eficiente deve propiciar uma redugao significativa dos danos
causados por um organismo praga, por morte ou redugdo de seu crescimento
populacional (MELO & AZEVEDO, 1998). Comparado ao controle quimico, o
controle biolégico apresenta inumeras vantagens, especialmente quanto ao
impacto ambiental, custo, manuseio, especificidade e desenvolvimento de
resisténcia. Entretanto, os bioinseticidas, de maneira geral, apresentam ainda uma
eficiéncia mais baixa em relagdo ao tempo de morte do organismo alvo, quando
comparado ao controle quimico. Esforcos tém sido realizados com o intuito de
potencializar o controle biolégico utilizando microrganismos visando
principalmente, otimizar a produgao e o inéculo destes agentes, além de aumentar
a estabilidade dos mesmos. O estudo das caracteristicas basicas da relacéo entre
0 microrganismo e o0 seu respectivo hospedeiro tem permitido um melhor
entendimento do processo de patogenicidade e de suas caracteristicas
especificas.

Entre os organismos utilizados como agentes no controle biolégico de
pragas, destacam-se os microrganismos pela facilidade de manuseio e aplicagéo,

custo e conhecimento do processo de producdo, além da eficiéncia pronunciada
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de algumas espécies ja amplamente utilizadas com este intuito. Entre os
microrganismos utilizados no controle de pragas destacam-se os fungos
filamentosos pois estes ndo necessitam ser ingeridos para que possam efetivar o
controle do organismo-alvo, desenvolvendo-se diretamente sobre o tegumento do
hospedeiro. Os fungos foram os primeiros patégenos de insetos a serem utilizados
para o controle microbiano destes organismos, destacando-se o0s géneros:
Aschersonia, Aspergillus, Beauveria, Entomophthora, Erynia, Hirsutella,
Metarhizium, Nomuraea, Paecillomyces e Verticillum (SHAH & PELL, 2003). A
grande variabilidade genética desses entomopatégenos pode ser considerada
uma das suas principais vantagens. Mais de 700 espécies de fungos pertencentes
a aproximadamente 90 géneros sdo agentes etiolégicos de 80% das doencgas de

insetos (ALVES, 1998).

1.2. O controle biologico e Metarhizium anisopliae

Atualmente, M. anisopliae € um importante agente utilizado no controle
bioldégico de pragas, tendo sua acdo bastante estudada e amplamente utilizada
(SHAH & PELL, 2003). Este fungo infecta mais de 300 espécies de insetos,
incluindo pragas importantes tanto para agricultura como para pecuaria (ALVES,
1998). No Brasil, M. anisopliae vem sendo utilizado como controlador da cigarrinha
e da broca da cana-de-agucar (Mahanarva posticata e Diatrea saccharalis), da
cigarrinha das pastagens (Deois flavopicta e Zulia entreriana), de percevejos da
soja dos géneros Nezara e Piezodorus, da broca do café (Diploschema
rotundicollee) e da broca do rizoma (Cosmopolites sordidus) em bananeira

(ALVES, 1998). Em trabalhos experimentais o fungo foi testado com sucesso
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sobre larvas de Lucilia sericata (WRIGHT et al., 2004), Musca domestica (ALVES,
1998) e ectoparasitos de abelhas Varroa destructor (KANGA et al., 2003). Sua
patogenicidade tem sido ainda demonstrada para alguns vetores de doengas
humanas (SHERLOCK & GUITTON, 1982; SILVA & MESSIAS, 1986; SCHOLTE
et al., 2005) e para carrapatos de diferentes géneros e espécies (KAAYA et al.,
1996; ZHIOUA et al.,, 1997; FRAZZON et al., 2000). O primeiro relato de
ocorréncia natural de M. anisopliae infectando fémea ingurgitada de carrapato foi
realizado por DA COSTA et al. (2002), no municipio de Paracambi, no estado do
Rio de Janeiro. Este fato evidenciou a possibilidade do uso de M. anisopliae como
biocontrolador do carrapato bovino B. microplus, para o qual foi demonstrada
elevada mortalidade em ovos, larvas e fémeas ingurgitadas (BITTENCOURT et
al., 1994; CASTRO et al., 1997; CORREIA et al., 1998; MONTEIRO et al., 1998;
BITTENCOURT et al., 1999 e 2000; FRAZZON et al., 2000; ONOFRE et al., 2001;
FERNANDES et al, 2004).

No Brasil, foi utilizado com sucesso, em 1965, para o controle da cigarrinha-
da-cana e, a partir dai, houve a instalagao de laboratorios na regido Nordeste para
viabilizar sua utilizagdo no controle biolégico (MARQUES et al.,, 1981). Sua
utilizagdo tem aumentado nos ultimos anos, atingindo milhares de hectares. Tal
sucesso possibilitou a diminuicdo do uso de produtos quimicos que inicialmente
era de 150.000 ha/ano para 12.000 ha/ano, ou seja, uma redugédo de quase 90%
(MELO & AZEVEDO, 1998), havendo ainda, perspectivas para sua utilizagdo em
nivel comercial em outros paises (FERNANDEZ, 2000). Atualmente surgem cada
vez mais produtos formulados a partir dos conidios de M. anisopliae para o

manejo organico de pragas em diferentes paises e inclusive no Brasil (Tabela 1).
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Tabela 1- Produtos comercializados a base de M. anisopliae.

Produto Pais Empresa
Meta-Guard india Ajayabio
Metabiol Colémbia Control Biologico
Destruxin México Biotropic
Metanat EF Brasil Natural Rural
Metanat PM Brasil Natural Rural
Metanat CE Brasil Natural Rural

Fonte: Ajayabio (2005), Natural Rural (2005), Control Biologico (2005), Biotropic (2005).

1.3. Taxonomia de M. anisopliae

Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin é amplamente distribuido na
natureza, podendo ser encontrado facilmente no solo, onde sobrevive por longos
periodos (ALVES 1998; FRANCESCHINI et al., 2001). M. anisopliae foi
classificado durante muito tempo como Deuteromiceto pertencente a classe
Hiphomycetes (TULLOCH, 1976). Entretanto, utilizando analises de sequéncias da
regido de ITS do rDNA, LIU et al. (2001; 2002) identificaram o fungo M. anisopliae
var. majus como sendo a forma anamorfa de Cordyceps brittlebankisoides,
classificando M. anisopliae var. majus como um ascomiceto.

Morfologicamente, M. anisopliae apresenta-se como um fungo filamentoso,
com micélio hialino e septado, possuindo conidiéforos caracteristicos, dos quais
emergem conidios cilindricos organizados em colunas. Sdo conhecidas duas
formas de reproducao: a reproducdo assexual, responsavel pelo crescimento

vegetativo do fungo e a reprodugéo parassexual, que envolve os fendmenos de
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heterocariose e de recombinagdo mitética. O desenvolvimento vegetativo de
Metarhizium ocorre normalmente na faixa de temperatura entre 15 e 32°C, sendo
a temperatura ideal entre 24 e 30°C e pH détimo de 6,9 (DRIVER et al., 2000;
ARRUDA, 2005). No entanto, existe tolerancia a um intervalo de pH relativamente
amplo (2,0 a 8,5). Os requisitos nutricionais do fungo sédo poucos, podendo utilizar
como fonte de carbono o amido, a glicose, o glicerol, a maltose, a sacarose e a
quitina (ALVES, 1998). Em uma revisdo da classificacdo, levando-se em
consideragao analises de sequéncias do rDNA, DRIVER et al. (2000) reavaliaram
a taxonomia do género Metarhizium e encontraram um alto nivel de diversidade
genética entre 123 isolados analisados. Seus resultados confirmaram a
prevaléncia do grupo M. anisopliae e os autores reconheceram duas outras
variedades (M. anisopliae var. lepidiotum e M. anisopliae var. acridum), além de
duas novas variedades de M. flavoviride (M. flavoviride var. novazealandicum e M.

flavoviride var. pemphigum).

1.4. O processo de infeccéo

A patogenicidade de M. anisopliae sobre hospedeiros artropodes depende
de uma sequéncia de eventos de ordem mecanica e bioquimica que ocorrem de
maneira simultdnea a partir da deposicdo do conidio sobre o tegumento do
hospedeiro, seguido por germinagado, penetragéo, colonizagdo, exteriorizagado das
estruturas do fungo e producado de esporos (ST LEGER et al, 1991b; ARRUDA et

al., 2005).
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O mecanismo de infeccdo ocorre pela combinacdo de dois processos:
pressdo mecanica, exercida pela extremidade modificada das hifas (apressorio) e,
degradagao por enzimas hidroliticas como proteases e quitinases (Figura 1)
(KUCERA, 1980; ST. LEGER et al., 1986a e 1991b; PINTO et al., 1997; ALVES,
1998; KRIEGER DE MORAES et al., 2003; BARRETO et al., 2004; SILVA et al.,
2005). Encontrando condi¢gdes ambientais favoraveis os esporos do fungo
interagem hidrofobicamente com a cuticula do hospedeiro (BIDOCHKA et al.,
1997). A cuticula do hospedeiro € a principal barreira contra infecgbes e apresenta
natureza quimica complexa nos artropodes, sendo formada por duas camadas: a
epicuticula e a procuticula (Figura 2). A procuticula compreende a maior parte da
cuticula sendo sua composi¢ao basicamente de natureza protéica e quitinosa
(CLARKSON & CHANRLEY, 1996). Nesta por¢cdo encontram-se, portanto, sitios
especificos para acéo de proteases e quitinases. Porém, para que o fungo alcance
esta camada do tegumento € necessario que este transponha a epicuticula,
camada superficial, composta majoritariamente por lipideos esterificados,

substratos especificos para a acio de lipases.
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Figura 1- Ciclo de infeccdo e possivel mecanismo de penetracdo do fungo
Metarhizium anisopliae em seus hospedeiros. (A) Ciclo de infecgao
sobre o carrapato bovino B. microplus (modificado de ARRUDA, 2005).
(B) Durante o processo de penetragado na cuticula dos hospedeiros o
fungo secreta diversas enzimas hidroliticas, com fungao relacionada a
aquisicdo de nutrientes e degradagao dos componentes do tegumento
do hospedeiro. No detalhe uma representacdo esquematica da
procuticula (cedida por SCHRANK, A.).
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A epicuticula é composta por pelo menos duas camadas distintas sendo a
mais interna denominada de cuticulina composta por lipoproteinas, lipideos
polimerizados e polifendis, e outra mais externa, uma camada orientada de ceras
formada exclusivamente por lipideos esterificados a partir de acidos graxos (em
sua maioria de cadeia longa) e alcoois (HUTCHINSON, 2005; MEYER, 2005). Em
alguns insetos pode haver ainda uma camada protetora sobre esta camada de
ceras com a fungao de protege-la de processos abrasivos.

Na superficie do esporo ainda ndo germinado, foi detectada a presencga de
enzimas como proteases, esterases e N-acetilglicosidases, que auxiliam na
adesdo e na aquisicdo preliminar de nutrientes, causando modificacdes
superficiais na cuticula do hospedeiro (ST LEGER et al., 1990). Estes esporos
germinam sobre o inseto produzindo um tubo germinativo, que, na extremidade,
se modifica formando o apressério. M. anisopliae pode desenvolver o apressorio in
vitro ou in vivo, sendo influenciado pela superficie topografica e por superficies
hidrofobicas duras (ST. LEGER et al., 1991b; MILNER, 2000). Apds a formagao do
apressorio, desenvolvem-se os grampos de penetragdo, que sao caracterizados
por uma alteracido na parede celular da porcéo do apressorio que esta em contato
com o hospedeiro, sendo mais fina e saliente (ST. LEGER et al., 1991b;
CLARKSON & CHARNLEY, 1996).

As primeiras enzimas comprovadamente secretadas no inicio da
penetracdo sdo as proteases, que participam da hidrélise da porgcdo protéica da
cuticula. E possivel que lipases precedam as proteases devido & camada de

composicao lipidica que é depositada na epicuticula dos artrépodes (ST LEGER
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et al., 1986a). Entretanto, muito pouco tem sido relatado em relacdo a estas
enzimas que comprovadamente sdo secretadas por M. anisopliae (SILVA et al.,
2005). A atividade quitinolitica decorre a proteolitica devido a estrutura fisica da
cuticula de artropodes, pois, as fibras de quitina funcionam como sitios de
ancoramento para algumas proteinas, estando, portanto recobertas por uma

matriz de natureza protéica (BIDOCHKA et al., 1997).
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Apds a penetracido, inicia-se o0 processo de colonizagdo. As hifas
germinam, sofrem um engrossamento, ramificam-se e desenvolvem-se como
blastosporos na hemocele. O fungo coloniza a cavidade interna do corpo do
hospedeiro e produz metabdlitos secundarios, como acidos orgéanicos e toxinas
ciclodepsipeptidicas, conhecidas como destruxinas (DTX) que vao pronunciar o
processo patogénico. Foram descritos diferentes tipos de DTX: A, B, C,D e E, e
outras 27 variantes (WANG et al., 2003), as quais causam paralisia muscular e
inibicdo da fungdo de hemdcitos e tubulos de Malpighi (BIDOCHKA et al., 1997;
MELO & AZEVEDO, 1998; KERSHAW et al., 1999). As destruxinas, encontradas
em M. anisopliae podem variar de acordo com o substrato utilizado pelo fungo. O
tempo de colonizacdo pode variar, dependendo do hospedeiro e das condigcdes
ambientais (HSIAO & KO, 2001 e WANG et al., 2003).

Os sintomas causados pela patogenia sobre o hospedeiro sdo perda da
sensibilidade, descoordenacdo dos movimentos e paralisia, levando-o a morte
(ALVES, 1998). Apds a morte do hospedeiro, as hifas invadem orgéos internos e,
com o esgotamento de nutrientes, se estendem para fora do tegumento. Sob
condicbes ambientais apropriadas, ocorre a producdo de esporos de coloragao
verde oliva que poderdo ser disseminados pelo vento para infectar outros

individuos (LAVERLAM, 1999).

1.5. Fatores de viruléncia de M. anisopliae
A grande variabilidade genética que apresenta esta espécie, resulta no
aparecimento de muitas linhagens com diferentes graus de viruléncia,

especificidade, produgao de conidios e resisténcia a luz ultravioleta (ALVES, 1998;
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ARRUDA, 2005). Linhagens patogénicas de Metarhizium para uma espécie
particular de hospedeiro, podem nao apresentar as mesmas caracteristicas de
patogenicidade para outras espécies de artrépodes (HUXHAM et al., 1989).

Para que as hifas atravessem a cuticula dos artrépodes, o reconhecimento
e a resposta do hospedeiro parecem criticos para a sequéncia de eventos que
culmina em uma infecgao eficiente. Sugere-se que varias classes de genes de
patogenicidade estejam envolvidas nesse processo (FREIMOSER et al., 2003;
DUTRA et al., 2004).

Varios fatores tém sido apontados como possiveis determinantes de
patogenicidade para M. anisopliae, entre os quais a produgdo de toxinas e a
producao e secregao de enzimas hidroliticas (CLARKSON & CHARNLEY, 1996).
Alguns autores sugerem ainda, que a expressao diferenciada das superoxido-
dismutases (SODs), enzimas que atuam como um sistema de defesa contra
radicais livres de oxigénio (SCHRANK et al., 1993; BITTENCOURT, 1998;
BITTENCOURT et al, 2004) e a presenca de micovirus com genoma de dsRNA
(GIMENEZ-PECCI et al., 2002; TIAGO et al., 2004) podem influenciar na viruléncia
de M. anisopliae, comprometendo este potencial. Entretanto, poucos
determinantes de patogenicidade foram funcionalmente caracterizados até o
presente.

A possibilidade de correlagdo entre a viruléncia de fungos
entomopatogénicos com a produgado de enzimas que degradam a cuticula de
insetos tem sido amplamente investigada. Entretanto, apenas a protease PR1A,
uma protease do tipo subtilisina, estd comprovadamente envolvida na

entomopatogenicidade de M. anisopliae (ST. LEGER et al., 1996a; JOSHI et al.,
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1997). Quando cépias multiplas do gene prla, fusionadas a um promotor
constitutivo, foram inseridas em M. anisopliae, a sua eficiéncia no processo de
infeccao foi substancialmente aumentada, ocorrendo uma redugado de 25% no
tempo necessario para matar larvas de Manduca sexta em comparagao com a
linhagem selvagem (ST. LEGER et al., 1996a). Entretanto, WANG et al. (2002)
mostraram que mutantes espontaneos estaveis de M. anisopliae linhagem V275
deficientes para os genes prla e prlb sdo capazes de infectar o inseto Galleria
mellonella. A infecgdo ocorreu em niveis similares aqueles da linhagem selvagem,
mas com uma redugao na patogenicidade para outro inseto, Tenebrio molitor. Este
fato demonstrou que estas proteases ndo sdo os unicos fatores envolvidos na
patogenicidade (WANG et al., 2002). Além disso nosso grupo pode comprovar que
uma linhagem transformada de M. anisopliae superexpressando esta enzima n&o
apresentou nenhuma alteracdo aparente na infecgcdo do carrapato bovino, porém
apresentou maior eficiéncia na morte de larvas de Anticarsia gemnatalis e da
lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (FRANCESCHINI, 2005).

M. anisopliae produz varias isoformas de proteases do tipo subtilisina PR1.
No banco de sequéncias Genbank encontram-se disponiveis sequéncias de onze
genes de protease da familia das subtilisinas PR1 (PR1A a K), sendo essas
encontradas em um banco de ESTs, estabelecido por FREIMOSER et al (2003).
As diferentes isoformas das subtilisinas sao oriundas de eventos de duplicacao
génica e provavelmente estas isoformas estdo relacionadas com a
patogenicidade, aumento da adaptabilidade em diferentes ambientes e

especificidade para o hospedeiro podendo ocorrer também com genes de outras
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hidrolases envolvidas neste processo (BAGGA et al.,, 2004; HU & ST LEGER,
2004).

A segunda classe de proteases com maior produgdo in vitro, quando M.
anisopliae € cultivado em cuticula de insetos, é a de serino proteases relacionadas
com tripsinas (PR2) (GILLESPIE et al., 1998; ST. LEGER et al., 1994). Duas
destas isoformas de PR2 parecem estar associadas ao apressorio, sugerindo que
estdo disponiveis durante os primeiros estagios da colonizagdo da cuticula (ST.
LEGER et al.,, 1994). Embora o gene que codifica para uma destas serino
proteases tenha sido clonado e caracterizado, ainda nédo estd completamente
elucidada a fungdo de PR2 na patogenicidade. Entretanto, é possivel que PR2
seja relevante na indugéo ou na ativagdo de PR1A (SMITHSON et al., 1995).

As quitinases sao outras enzimas hidroliticas que, além de estarem
envolvidas na morfogénese do fungo, podem também estar envolvidas na
patogenicidade, como fatores de viruléncia. Acredita-se, que estas enzimas
estejam relacionadas com a viruléncia durante o parasitismo em fungos
fitopatogénicos, micopatogénicos e entomopatogénicos (HASSAN & CHARNLEY,
1989; ULHOA & PEBERDY, 1991; DE LA CRUZ et al, 1992; ULHOA &
PEBERDY, 1993; ST LEGER et al., 1998; KISHMOTO et al., 2002; KRIEGER DE
MORAES et al., 2003; BARRETO et al., 2004; SILVA et al., 2005). Provavelmente
estas enzimas atuem sinergisticamente com as enzimas proteoliticas para
solubilizar a cuticula do hospedeiro durante a penetracdo (ST LEGER et al.,
1986a, 1987, 1993 e 1998). Em relacdo ao entomoparasitismo, ainda ndo esta
completamente elucidado o papel das quitinases no processo de penetracido da

cuticula.
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Apenas trés genes que codificam quitinases de M. anisopliae foram
clonados: genes chitl, chi2 e chi3 (BOGO et al., 1998; FREIMOSER et al., 2003;
BARATTO, 2005) e um quarto gene, o gene chill descrito por KANG et al. (1998).
Entretanto, foi sugerido que o gene chill é oriundo de E. coli, sendo seu
isolamento um artefato da construgdo da biblioteca do fungo, pois o gene
apresenta 100% de homologia com o gene chiA, identificado em um projeto
genoma de E. coli (FRANCETIC et al., 2000). SCREEN et al. (2001) demonstraram
que transformantes de M. anisopliae var. anisopliae superexpressando o gene
chitl (que codifica para uma quitinase de 42 kDa) de M. anisopliae var. acridum
nao alterou a patogenicidade contra M. sexta. Porém, isto ndo significa que estas
enzimas nao participem da infeccéo.

Estudando o complexo quitinolitico secretado por M. anisopliae var.
anisopliae em condigbes de indugdo, PINTO et al. (1997) demonstraram a
presenca de pelo menos trés enzimas quitinoliticas e mais recentemente, SILVA et
al. (2005) detectaram pelo menos seis enzimas quitinoliticas. Uma destas
quitinases, de 30kDa (CHIT30), apresenta atividade de endo e exoquitinase.
Como esta capacidade provavelmente habilita esta quitinase a degradar mais
eficientemente a quitina, € provavel que desempenhe uma funcédo importante
durante o processo de penetragdo dos hospedeiros. SILVA et al. (2005)
demonstraram a presencga desta quitinase CHIT30 durante o processo de infecgao
e penetragdo de M. anisopliae sobre o carrapato bovino B. microplus através de
imunolocalizagdo, sugerindo a importancia desta enzima no processo de
patogenicidade. Em um trabalho com outro fungo entomopatogénico, Beauveria

bassiana, a superexpressdo de uma endoquitinase, denominada Bchit1,
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ocasionou um aumento da viruléncia para um afideo (Myzus persicae), diminuindo
50% a sua concentragao letal e em 50% o tempo que levou para matar os insetos
adultos (FANG et al., 2005), o que contribui para a conclusdo que as quitinases

sao enzimas que estao potencialmente envolvidas na patogenicidade.

1.6. Lipases

Lipases (triacilglicerol ester hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo enzimas que
catalisam, entre outras reagdes, a hidrélise das ligagdes éster de lipideos gerando
alcoois e acidos graxos (Figura 3). S&do enzimas de consideravel importancia
fisiolégica e industrial, constituindo um dos mais importantes grupos de
biocatalizadores com aplicagao biotecnolégica (JAEGER & EGGERT, 2002), por
serem utilizadas nos mais variados segmentos industriais como a industria
quimica, de alimentos, farmacéutica, do papel, coureira, de cosméticos,
detergentes, entre outras (SHARMA et al., 2001; JAEGER & EGGERT, 2002;
REETZ, 2002).

O numero de lipases comerciais vém crescendo desde os anos 80 em
virtude da demanda por estes biocatalizadores visto suas caracteristicas de
grande potencial industrial (BORNSCHEUER et al., 2002). A maioria das lipases
comerciais € de origem microbiana, destacando-se alguns fungos filamentosos
pelo baixo custo de extracdo, estabilidade térmica e de pH, especificidade a

substratos e atividade em solventes organicos (SAXENA et al., 1999).
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Hidrdlise e esterificacéo
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Figura 3- Reacdes catalisadas por lipases.
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Ao contrario das esterases, as lipases possuem uma atividade pronunciada
na interface 6leo-agua, fendbmeno este que ocorre por caracteristicas estruturais
especificas pertencentes a este grupo de enzimas (JAEGER et al., 1999; UEDA et
al., 2002). As lipases possuem um oligopeptideo helicide, uma espécie de
“tampa” que protege o sitio ativo. Ao interagir com uma superficie hidrofébica, o
sitio ativo é exposto, permitindo livre acesso ao substrato; processo este
caracteristico das verdadeiras lipases, chamado de ativagao interfacial (REETZ,
2002). O sitio ativo destas enzimas é caracterizado geralmente por uma triade
composta de serina, histidina e aspartato, crucial para todas reacdes catalisadas
pelas lipases, sendo portanto, classificadas como serino hidrolases (JAEGER et

al., 1999; REETZ, 2002).

1.6.1. Lipases e lipideos

Os lipideos, principal alvo de acao das lipases, possuem diversas funcoes
no metabolismo e constituicdo de todos seres vivos, formando o quarto principal
grupo de moléculas biolégicas encontradas em todas as células e apresentando
uma variedade estrutural maior do que todas as outras moléculas bioldgicas
(VOET et al. 2000). Os lipideos séo caracterizados basicamente por possuirem
um esqueleto carbdnico, serem majoritariamente hidrofébicos e a maioria dos
seus constituintes ser insoluvel em agua e soluvel em solventes organicos. Nao
sao poliméricos mas tém, por suas caracteristicas estruturais e quimicas, a
capacidade de se agregarem, exercendo neste estado sua mais caracteristica
funcdo como matriz estrutural de membranas biologicas. Além de servirem como

estoque de energia e como componentes estruturais de membranas celulares, sdo
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também extremamente importantes como efetores bioldgicos. Os lipideos atuam
na sinalizagédo intra e extracelular, transporte intracelular e transcricdo génica,
entre outras fungdes (VOET et al. 2000; STEHR et al., 2003). Diversas
substancias constituem este importante grupo de moléculas, como gorduras,
Oleos, acidos graxos, algumas vitaminas, horménios entre outras. Além disso, os
lipideos podem exercer a fungao de protegao contra dessecamento ao formarem
uma barreira impermeavel a agua, como é o caso dos lipideos que ocorrem na
cuticula de plantas e artrépodes, protegendo-os também contra predadores e
infecgdes microbianas.

Lipideos esterificados formados a partir de alcoois e acidos graxos séo os
principais substratos para acéo das lipases e, como substratos para estas, podem
variar muito em sua composi¢cdo, sendo imprescindivel apenas a ligacéo éster,
podendo ser tri, di ou monoacilglicerdis ou ainda moléculas lineares, ciclicas ou
alifaticas.

Os produtos gerados a partir da agcdo de lipases podem desencadear
processos fisiologicos importantes nos mais diversos organismos, seja em
reagcdes endogenas e benéficas do préprio metabolismo, como também em
relagbes ecoldgicas e algumas vezes deletérias, como no caso de infecgdes por

organismos parasitarios, especialmente infec¢gdes microbianas.

1.7. Lipases e sistemas de infecgcéo
Além das diversas possibilidades de aplicagcdo industrial e importancia
fisiologica, € crescente a evidéncia de que lipases sao importantes fatores de

viruléncia microbianos (STEHR et al., 2003). Vem aumentando o numero de
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trabalhos relacionando as lipases e os mais diversos sistemas de infeccdo, ou
comprovando papéis importantes exercidos por estas enzimas nestes sistemas.
Entre os muitos microrganismos estudados onde se caracteriza a
participacao de lipases durante seu processo de infecgdo, estdo as bactérias.
Algumas do género Staphylococcus sao amplamente estudadas em relagdo a
participacdo destas enzimas. S. epidermidis, descrito como um habitante
comensal da pele de seres humanos, pode se tornar um patégeno oportunista e
duas lipases secretadas durante o processo de infeccdo podem ter um papel
importante, suportando o crescimento e a colonizagdo ao clivar triacilglicerdis
derivados do sebo (LONGSHAW et al., 2000). Isolados clinicos de S. aureus
oriundos de infecgdes profundas produzem lipases em niveis muito maiores que
os isolados superficiais, indicando que estas enzimas possam ser importantes na
nutricdo ou na disseminagao da bactéria (ROLLOF et al., 1987). Estudos in vitro
com lipase purificada de S. aureus mostraram que ela pode influenciar a
quimiotaxia de células do sistema imune humano (ROLLOF et al., 1988). Além
disso, granulécitos incubados com a lipase mostraram um decréscimo em relagao
a capacidade fagocitaria, possivelmente por danos estruturais na superficie de
células imune causados pela enzima microbiana. Outra forte evidéncia da
participacao de lipases no processo de infeccdo de S. aureus é seu potencial
imunogénico, ja que anticorpos IgG anti-lipase foram detectados em pacientes
infectados por este microrganismo (RYDING et al., 1992). Outra importante
bactéria que habita a pele de seres humanos € o agente causador da acne
Propionibacterium acnes, que secreta muitas enzimas, incluindo lipases

relacionadas com a colonizacdo da pele humana. Acidos graxos livres liberados
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por acao da atividade lipolitica facilitam a adesao bacteriana e,
consequentemente, facilitam a colonizagédo dos foliculos sebaceos (MISKIN et al.,
1997). As lipases também atuam no processo de infeccdo de Pseudomonas
aeruginosa de maneira sinergistica com outras enzimas como uma fosfolipase C,
desorientando a resposta imune, iniciando danos teciduais e estimulando
processos inflamatérios (KONIG et al., 1996). Por tudo isso fica evidente a
relevancia destas enzimas nos sistemas bacterianos de infecgdo. Porém, estes
nao sdo os unicos microrganismos onde as lipases participam ativamente.

Os fungos sdo outro importante grupo de microrganismos patogénicos.
Leveduras do género Malassezia, apesar de constituirem a flora normal da pele de
humanos, podem causar dermatites, infeccbes brandas de pele e até mesmo
infecgdes sistémicas. Seis de sete espécies de Malassezia requerem lipideos
exdgenos para seu crescimento (PAPAVASSILIS et al.,, 1999). A adigdo de um
indutor de lipase aumentou o crescimento celular e induziu a transigcdo desta
levedura para seu estagio filamentoso, associado com a doenga (STEHR et al.,
2003). Para a levedura negra Hortea werneckii, causadora de uma importante
infeccdo de pele, a atividade lipolitica descrita por GOTTLICH et al. (1995)
aumentou a quantidade de interagdes hidrofébicas por liberagdo de acidos graxos
livres, o que pode facilitar a adesao a superficie do hospedeiro e a consequente
colonizagdo do mesmo. Por meio de técnicas moleculares foi comprovada a
expressdo durante a infeccdo experimental de ratos de quatro genes
correspondentes a lipases de Candida albicans (GILFILLAN et al., 1998), uma
levedura comensal que pode se tornar invasiva e patogénica e é bastante comum

em amostras clinicas. Esta foi a primeira evidéncia de que lipases secretadas por
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um fungo patogénico de humanos estdo envolvidas no processo de infecgao
(STEHR et al., 2003). STEHR et al. (2004) mostraram ainda que varios genes de
lipases sdo expressos em niveis diferentes e em diferentes estagios de infecgao
em modelos experimentais e em amostras de pacientes infectados por C.
albicans.

A participacao de lipases também é caracterizada no sistema de infeccéo
de fungos filamentosos fitopatogénicos. Em Alternaria brassicicola, uma lipase de
superficie de esporo tem atividade patogénica crucial para o desenvolvimento do
processo de infeccdo em folhas de couve flor, e parece estar associada com a
adesao do esporo a superficie do hospedeiro e com a penetragao na cuticula do
mesmo (BERTO et al.,, 1999). Além disso, esta enzima também possui uma
atividade inespecifica de cutinase que pode contribuir durante o processo de
infeccdo. Quando a atividade desta enzima foi bloqueada, as lesdes resultantes da
infeccdo foram reduzidas em torno de 90% (BERTO et al., 1999). Em outro
importante fitopatdbgeno, Botrytis cinerea, uma lipase mostrou ser um fator
essencial para a patogenicidade pela sua presenca inicial no sitio de infecgdo na
folha do hospedeiro (COMMENIL et al., 1999). Além disso, a inibicdo da atividade
de lipase preveniu a infecgdo por B. cinerea de tecidos de folhas de tomateiros
(COMMENIL et al., 1998).

A caracterizacdo de lipases nos mais diversos sistemas de infeccdo vem
atribuindo diferentes papéis desempenhados por estas enzimas. Como descrito
anteriormente, destacam-se algumas fun¢des como influéncia na resposta imune,
adesao, sinergismo entre outros (Figura 4). Apesar destas fortes evidéncias,

estudos sobre lipases de fungos patogénicos vém sendo negligenciados (STEHR
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et al., 2003). Em relacdo as lipases de fungos patogénicos de artropodes ou
microrganismos patogénicos destes organismos em geral, os estudos sao muito
escassos e publicacbes referentes as lipases durante o processo de infecgao

nestes sistemas especificos ainda ndo existem.

1.8. Lipases e M. anisopliae

Lipases e esterases estdo também supostamente envolvidas no processo
de infeccdo de M. anisopliae, pois dentre os constituintes da cuticula dos
hospedeiros estdo os lipideos (ST. LEGER et al., 1986a, 1991a; CLARKSON &
CHARNLEY, 1996; SILVA et al., 2005).

Recentemente, nosso grupo comprovou que M. anisopliae € capaz de
produzir lipases induzidas por diferentes lipideos como fonte de carbono (SILVA et
al., 2005). Apresentamos também uma metodologia de extragdo desta enzima, ja
que, apos a cultura liquida de M. anisopliae nestes meios indutores, nao
detectavamos atividade lipolitica no sobrenadante de cultura, apesar do bom
crescimento do fungo e do consumo da fonte lipidica presente no meio de cultivo.
Esta dificuldade de deteccdo da atividade lipolitica em M. anisopliae pode ser um
dos fatores que ocasionam a auséncia de trabalhos no estudo destas enzimas
neste sistema, apesar da grande possibilidade de que estas lipases possam estar
presentes no processo de infecgdo. A producdo de lipases por M. anisopliae
relatada pelo nosso grupo foi o primeiro trabalho especifico sobre lipases deste
fungo. Anteriormente, apenas detecgbes pontuais de atividade de lipase foram
relatadas (ROBERT & AL AIDROOS, 1985; ST LEGER et al., 1986a; NAHAR et

al., 2004).
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Figura 4- Possiveis funcdes de lipases microbianas extracelulares durante o

processo de infeccdo. Crescimento: lipdlise pode disponibilizar
nutrientes; adesdo: liberacdo de acidos graxos livres aumenta a
quantidade de interagdes hidrofébicas, facilitando a adesao célula-celula
e interagdo célula-superficie hospedeira; penetragdo: degrada camadas
lipidicas, facilitando a penetragao; sinergismo: lipases atuam com outras
enzimas; defesa: degradacdo por lise de componentes celulares de
outros microrganismos e células que interfram na infecgdo do
hospedeiro; sistema imune: lipases e seus produtos podem ter efeito em
células imunes iniciando processos inflamatdrios; hidrélise inespecifica:
lipases podem exercer outras atividades como fosfolipolitica (modificado
de STEHR et al., 2003).
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Atualmente, outras abordagens vém sendo feitas a fim de se identificar
outras proteinas participantes do processo de infeccdo de M. anisopliae,
principalmente com o uso de ferramentas moleculares que permitem uma visao
global do padrao de expressao deste fungo frente a componentes estruturais dos
seus hospedeiros (FREIMOSER et al., 2003; DUTRA et al., 2004). No banco de
ESTs (expressed sequence tags) estabelecido por FREIMOSER et al. (2003),
foram identificadas sequéncias parciais provaveis codificadoras de enzimas
lipoliticas, sendo uma esterase e trés lipases. Neste trabalho, FREIMOSER et al.
(2003) cultivaram duas variedades de M. anisopliae em meios de cultura liquida
acrescido com cuticula de insetos para inducdo de enzimas relacionadas com a
infeccdo. Duas destas sequéncias possivelmente correspondentes a enzimas
lipoliticas foram identificadas para a variedade anisopliae, com um amplo espectro
de hospedeiros e as outras duas para a variedade acridum, especifica para
gafanhotos.

A fim de contribuir na elucidacdo da possivel participacdo de lipases
durante o processo de infeccdo de hospedeiros artrépodes por M. anisopliae,
objetivamos, neste trabalho, estudar a regulagdo da secrecdo de enzimas
lipoliticas em diferentes meios indutores, bem como detectar esta atividade
durante a infecgdo do carrapato bovino B. microplus. Para isso, desenvolvemos
uma metodologia de detecgdo in situ de atividade lipolitica durante o processo de
infeccdo sobre B. microplus e utilizamos diferentes meios de cultura com
constituintes do tegumento de hospedeiros artrépodes e outros compostos de

mesma natureza para comparacido. Avaliamos a atividade lipolitica durante a
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infeccdo em ensaios in vivo e ex vivo e comprovamos diferengas significativas de

atividade lipolitica e crescimento do fungo nos diferentes meios testados.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Investigar o complexo lipolitico de M. anisopliae e sua possivel participacao
durante o processo de infecgao utilizando como modelo o carrapato bovino B.

microplus.

2.2. Objetivos Especificos

Desenvolver uma metodologia capaz de detectar atividade de lipase de M.
anisopliae durante a infecgdo do carrapato bovino B. microplus

Detectar atividade lipolitica durante o processo de infeccdo do carrapato
bovino B. microplus

Avaliar a regulacdo da atividade lipolitica de M. anisopliae frente a
diferentes fontes de carbono, incluindo compostos constituintes das cuticulas dos
hospedeiros deste fungo

Purificar uma lipase produzida em cultura liquida de M. anisopliae
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Linhagem do fungo M. anisopliae e manutengéao

O fungo M.anisopliae variedade anisopliae, linhagem EB6, isolada de Deois
flavopicta (Homoptera, Cercopidea), gentilmente cedida pelo professor Jo&do Lucio
de Azevedo (Colecdo da Escola Superior de Agronomia Luiz de Queiroz- ESALQ-
USP) foi utilizado para a realizagdo desse trabalho. O microrganismo foi mantido

em Meio de Cove completo (3.2.1).

3.2. Meios de Cultivo
Todos os meios de cultura foram esterilizados em autoclave a 121°C por 20
min. Aos meios de cultura solidos, foi adicionado agar para uma concentracao final

de 1,5%.

3.2.1. Meio de Cove completo (MCc)

Composicdo: 1% de glicose; 0,6% de NaNO;; 0,15% de caseina
hidrolisada; 0,05% de extrato de levedura; 0,2% de peptona. O pH foi ajustado
para 7,0, utiizando NaOH 1M (COVE, 1966). Apos esterilizagdo em autoclave
foram adicionados, assepticamente, 2% de solugéo de sais e 0,04% de solugao de
elementos tragos. A solugéo de sais (KCI 2,6%; MgSO4.7H,0 2,6%; KH2PO4 7,6%
(p/v)) e a solugado de elementos tragos (NazB4O7.7H,O 0,004%; CuSO4.5H,0
0,04%; FeSO4 0,001%; MnS04.2H,0 0,08%; NaMnO4.2H,0 0,08%; ZnS0O4.7H,0
0.08% (p/v)) foram esterilizadas separadamente em autoclave, aliquotadas e

armazenadas até seu uso.
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3.2.2. Meio de Cove modificado (MCm)
Composicao: NaNO; 0,6%, glicose 0,2%, peptona 0,2% e extrato de

levedura 0,05%. O meio foi esterilizado em autoclave.

3.3. Suspensdo de esporos

M.anisopliae foi cultivado em placas de Petri contendo meio MCc sdlido
(3.2.1) e incubado a 28°C durante 5 dias, até a esporulagdo. Os esporos foram
coletados com auxilio de alga de Drigalski em 3,0mL de solu¢do de Tween 80
0,01% (v/v), esterilizada por filtracdo. A suspensado de esporos obtida foi lavada
duas vezes com agua destilada estéril por centrifugagédo (3000 x g durante 10
minutos). Os esporos foram ressuspensos em agua destilada estéril e contados
em camara de Neubauer. Foi testada a presenca de contaminantes nas
suspensdes, retirando-se 10 ul das mesmas e colocando-as em um tubo de
ensaio contendo 3 mL de meio LB liquido (1% de triptona; 5% de extrato de
levedura; 1% de NaCl (p/v). Suspensdes contendo cerca de 10® esporos/mL foram

estocadas a 4°C até o uso, por no maximo uma semana.

3.4. Bioensaio com carrapatos bovinos Boophilus microplus

Fémeas ingurgitadas de B.microplus foram selecionadas por peso e
tamanho para bioensaios. Os carrapatos foram desinfectados superficialmente
com hipoclorito 2,5% por 30 segundos, lavados com solugéo salina 0,9%, seguida
de duas lavagens com agua destilada estéril. Apos esta desinfecgao, os

carrapatos foram imersos em suspensdo de esporos (10® esporos/mL) por 1
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minuto e acondicionados em placas de Petri estéreis. Estas placas foram mantidas
a 28°C e >80% umidade. Carrapatos controle foram tratados da mesma maneira,
com excecao da imersdao em suspensdo de esporos. Carrapatos controle e
inoculado foram coletados em diferentes tempos (6, 12, 24, 48, 72, 96 e 120h)
para as diferentes analises realizadas.

Nos ensaios com carrapatos mortos infectados, antes de efetuar o processo

descrito acima, os carrapatos foram congelados a —20°C por 1 hora.

3.4.1. Extracdo das proteinas da superficie de carrapatos dos
bioensaios

Para a extracdo das proteinas dos carrapatos oriundos dos bioensaios,

200p! de tampé&o 50 mM Tris-HCI pH 8,0 contendo 0,25% (v/v) de SDS (SIGMA)

(SILVA et al., 2005) foram adicionados por carrapato e misturados vigorosamente

em vortex por 2 minutos. Apds este processo, os carrapatos foram removidos e a

solugdo resultante foi centrifugada por 10 min / 10.000 rpm.

3.5. Cultivo de M. anisopliae em meio liguido com diferentes fontes de
carbono

O fungo foi cultivado a partir de um inéculo de 10° esporos/mL em 20mL de

Meio de Cove modificado (3.2.2.), suplementado com diferentes fontes de carbono

e diferentes combinagbes, como: glicose 1%; glicose 0,2% + oOleo de oliva 1%;

glicose 1% + oOleo de oliva 1%; glicose 1% + estereato de colesteril (colesterol

esterificado) 1% (SIGMA); estereato de colesteril 1% + quitina cristalina 0,8%

(SIGMA); estereato de colesteril 1% + quitina cristalina 0,8% + glicose 1% e
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estereato de colesteril 1% (p/v). Os frascos foram incubados em agitador orbital a
150 rpm a 28°C. Apds o crescimento por 48, 72 e 96 h, foi adicionado SDS 0,25%
(v/v) para extragdo das enzimas, conforme descrito por SILVA et al (2005). Apos
agitacdo, as culturas foram filtradas em papel Whatman n® 1 para coleta do
sobrenadante para analises em zimogramas e ensaios enzimaticos. O micélio
coletado foi utilizado para determinacdo da biomassa por secagem em estufa a

80°C até estabilizacdo do peso.

3.6. Ensaios enzimaticos

3.6.1. Atividade de lipase

A atividade lipolitica presente nos sobrenadantes das culturas foi ensaiada
utilizando diferentes p-nitrofenil (pNP) ésteres como substratos (WINKLER &
STUCKMANN, 1979; SILVA et al., 2005), tais como p-nitrofenil palmitato (pNPP —
SIGMA), p-nitrofenil miristato (pPNPM — SIGMA) e p-nitrofenil butirato (pNPB —
SIGMA). Os ensaios foram realizados em placas de 96 pogos com 10uL de
amostra adicionados a 90uL de uma solugao contendo 3mg de substrato (pNP)
dissolvido em 1mL de isopropanol misturado a 9mL de 50mM Tris-HCI pH 8,0
contendo 40mg de Triton X-100 e 10mg de goma arabica. Apds 2h de incubagéo a
37°C, o aumento da absorbancia foi medido espectrofotometricamente a 410nm
em leitor de placas Spectramax (Molecular Devices, Sunnyvale, USA). O controle
foi realizado adicionando-se tampao ao invés da amostra. Uma unidade de lipase

(U) foi definida como a quantidade de enzima que libera 1umol de p-nitrofenol por
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hora, nas condigcdes descritas acima. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata.

A atividade de lipase durante o processo de infeccdo sobre o carrapato B.
microplus foi determinada com o substrato pNPP preparado como descrito
anteriormente. Os carrapatos infectados oriundos dos bioensaios foram totalmente
imersos na solugcao de substrato em cubetas plasticas de 1,5mL. Apds 30 minutos
de incubacdo a 37°C, os carrapatos foram removidos e a absorbancia foi medida
espectrofotometricamente a 410nm utilizando como controle uma preparacdo com
carrapato nao infectado. Uma unidade de lipase (U) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1umol p-nitrofenol por minuto nas

condigbes descritas acima. Os ensaios foram realizados em quintuplicata.

3.6.2. Atividade de quitinase

Para determinar a atividade enzimatica de quitinase em sobrenadantes de
cultivos foi utilizada quitina coloidal como substrato em uma modificagdo do
método descrito por REISSIG et al. (1955). A reacao continha 100ul da amostra,
100ul de tampéao de acetato 50mM pH 5,4 e 100ul de 4mM de substrato diluido no
mesmo tamp&o. As reagdes foram incubadas a 37°C durante 24h, sob agitacdo
branda. A reagao foi centrifugada e foram retirados 100ul, aos quais, adicionou-se
30ul de acido bérico 0,8M pH 9,1. A mistura foi incubada a 100°C por 3 minutos e
resfriada imediatamente em gelo. Foi adicionado 1,0mL de solugcao DMAB (p-
Dimetilaminobenzaldeido 1%, HCI 1,25%) diluido 1X em acido acético glacial e a

mistura foi incubada a 37°C por 10 minutos para desenvolvimento e estabilizacdo
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da coloragdo. As reacdes foram quantificadas por medida de absorbancia a
585nm em espectrofotdmetro. Uma unidade (U) foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para formar 1umol de NAcGlc por minuto por mL a 37°C.
Todos os ensaios foram realizados em triplicata. O controle foi realizado

adicionando-se tampéo ao invés da amostra.

3.6.3. Atividade de protease

Atividade de protease foi determinada usando azocaseina 2% (p/v) (SIGMA)
como substrato (SANGORRIN et al., 2001). A 100uL de substrato foi adicionado
200uL de tampao fosfato 20mM pH 8,5 e 100uL de amostra. A mistura foi
incubada a 50°C por 15 minutos. A reacéo foi parada adicionando 800uL de acido
tricloroacético (TCA) 20%. Os tubos foram centrifugados (15min/13.000rpm) e o
produto foi medido espectrofotometricamente em 400nm. Brancos foram
realizados adicionando-se TCA 20% antes da adigdo da amostra. Uma unidade
(U) de protease foi definida como a quantidade de enzima que aumenta a
absorbancia em 0,1 unidade em 1h conforme condi¢cbes acima. Todas as reacdes

foram realizadas em triplicata.

3.7. Quantificacao de proteinas totais
A medida de proteinas totais foi realizada pelo método do acido
bicinconinico (BCA Protein Assay - PIERCE), utilizando albumina bovina como

padrao (SMITH et al., 1985).
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3.8. Preparacao de amostras para eletroforese

Aliquotas dos sobrenadantes de cultura liquida e amostras extraidas de
carrapatos provenientes de bioensaios foram concentradas em ultraconcentrador
(Centrivap Concentrator - LABCONCO). Apds liofilizagao total das amostras, estas
foram ressuspendidas em tampao de amostra 1x (Tris-HCI 0,05M pH 6,8, glicerol
10% (v/v), tragcos de azul de bromofenol) no volume maximo de 20uL . Para géis
SDS-PAGE as amostras foram ressuspendidas em 20uL de tampao de amostra
desnaturante1x (Tris-HCI 0,05M pH 6,8, 2-mercaptoetanol 4%, SDS 2%, glicerol

10% (v/v), tracos de azul de bromofenol).

3.9. Eletroforese
Para a montagem e eletroforese dos géis foi utilizado o sistema “Mini
Protean |l Electrophoresis Cell” (Bio Rad), seguindo os procedimentos do

fabricante.

3.9.1. Gel SDS-PAGE

As proteinas secretadas foram analisadas em gel desnaturante de
poliacrilamida segundo LAEMMLI (1970). A solugdo do gel separador 12%
continha: Tris-HCI 0,375M pH 8,8, acrilamida-bisacrilamida (29:1 (p/v)) 10%, SDS
0,1%, persulfato de aménio 0,05% (v/v) e TEMED 0,05% (v/v). A solucéo do gel
concentrador 4% continha: Tris-HCI 0,125M pH 6,8, acrilamida-bisacrilamida (29:1

(p/v)) 10%, SDS 0,1%, persulfato de aménio 0,05% (v/v) e TEMED 0,05% (v/v). O
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sistema foi montado em cuba apropriada e preenchido com tampé&o de corrida 1x
(Tris 0,3%, glicina 1,44% e SDS 0,1%(p/v)). As amostras ressuspendidas em
tampao de amostra desnaturante foram expostas a temperatura de 100°C por 5
minutos e aplicadas no gel. Apds a eletroforese (30mA por aproximadamente 2h),
os géis foram corados com azul de comassie coloidal (sulfato de aménio 10%
(p/v), acido fosforico 2% (v/v), metanol 20% (v/v) e comassie blue G 0,05% (p/v)

ou com nitrato de prata segundo BLUM et al. (1987).

3.9.2. Zimograma

As proteinas secretadas foram analisadas em gel nativo de poliacrilamida
10% utilizando o substrato fluorogénico 4-metilumbeliferil (MUF)- butirato (SIGMA)
de acordo com DIAZ, et al. (1999). A solugao do gel separador 10% continha: Tris-
HCIl 0,375M pH 8,8, acrilamida-bisacrilamida (29:1 (p/v)) 10%, persulfato de
amoénio 0,05% (v/v) e TEMED 0,05% (v/v). A solugdo do gel concentrador 4%
continha: Tris-HCI 0,125M pH 6,8, acrilamida-bisacrilamida (29:1 (p/v)) 10%,
persulfato de aménio 0,05% (v/v) e TEMED 0,05% (v/v). Apds a polimerizagéo, o
sistema foi montado em cuba apropriada, que foi preenchida com tampao de
corrida 1x (Tris 0,3% (p/v) e glicina 1,44% (p/v)). As amostras foram aplicadas e foi
realizada a eletroforese (20mA por aproximadamente 1h e 30 minutos). Apds
eletroforese, os géis foram imersos em 50mM Tris-HCI pH 8,0 contendo 2% Triton
X-100 e 10uM Metilumbeliferil (MUF)-butirato, mantidos a 37°C por 10min sob
agitacdo branda (70rpm). As bandas de atividade foram reveladas sob luz

ultavioleta (UV-B lamp Sankyo Denki G15T8E, Japao) e fotografadas.
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3.10. Analise densitométrica das bandas de atividade dos zimogramas

As bandas de atividade lipolitica dos zimogramas foram analisadas e
quantificadas utilizando o programa UN-SCAN-IT gel software v.5.1 (Silk Scientific,
Inc., Orem, UT). A intensidade de fluorescéncia foi expressa como percentagem
relativa em comparagdo com a banda de atividade lipolitica mais intensa (banda
“II” canaleta 5 do zimograma dos carrapatos vivos infectados (Figura 6B), ao qual

foi dado um valor arbitrario de 100.

3.11. Purificacéo parcial de lipases

3.11.1. Resina de gel filtragcédo BioGel A 0,5

M. anisopliae foi cultivado em biorreator de 10L com meio base (SILVA et
al., 2005) suplementado com o6leo de oliva 1%. Apds 50 horas de cultivo as
proteinas foram extraidas com adi¢do de Triton X-100 a 0,25% (v/v) seguido de
agitacédo e 500mL do sobrenadante resultante foram concentrados 10 vezes por
liofilizagdo. 3 mL da amostra liofilizada, contendo aproximadamente 120U de
atividade de lipase (determinada com pNP-palmitato), foram aplicados em coluna
de gel filtracédo (1,8 x 90cm) com 180 mL de resina BioGel A 0,5m, a um fluxo de
eluicdo de 15mL/h e as fragdes foram coletadas em intervalos de 12 minutos. O
tampéao de elui¢ao utilizado foi Tris-HCI 50mM pH 8,0. Para cada fragao coletada
foi determinada a absorbancia em 280nm, a atividade de lipase (substrato pNP-

palmitato) e o volume coletado.
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3.11.2. Resina de troca idnica DEAE-Sepharose

As 5 ultimas fragbes com atividade lipolitica provenientes da cromatografia
em gel filtracdo foram reunidas e 4mL, contendo aproximadamente 10 U, foram
aplicados em coluna de troca ibnica DEAE-Sepharose contendo 5 mL de resina. O
fluxo aplicado foi de 1mL/min e fragdes de 2mL foram coletadas. A lavagem da
coluna foi realizada com 50mL de tampao Tris-HCI 50mM pH 8,0. A eluicdo das
proteinas foi realizada com gradiente linear de NaCl de 0 a 1,0M no mesmo
tampao utilizado na lavagem. Para cada fragdo coletada foi determinada a

absorbancia em 280nm e a atividade de lipase (substrato pNP-palmitato).

3.12. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa SPSS 10.0 for
Windows, onde foi utilizado o teste de Tukey (a= 0,05). Os resultados foram
apresentados colocando-se letras ao lado das médias. Letras iguais indicam

médias que nao diferem significativamente.
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4. RESULTADOS

4.1.Desenvolvimento de uma estratégia para deteccao da atividade de lipase
durante a infeccdo de B. microplus

Para realizarmos a deteccdo da atividade de lipase durante o processo de
infeccdo do carrapato B. microplus utilizamos o substrato cromogénico especifico
para lipase pNPP e zimogramas com o substrato fluorogénico MUF-butirato. A
estratégia desenvolvida consistiu na unido dos bioensaios com técnicas classicas
de quantificagdo da atividade lipolitica. Somado a isso, a metodologia de extragédo
de proteinas de M. anisopliae previamente descrita (SILVA et al 2005) e a
quantificacdo da atividade com a imersao dos carrapatos infectados diretamente

no meio de reacgao, conforme descrito na Figura 5.
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Selecao de carrapatos

000:%

Congelamento —20°C 1h

Ensaio ex vivo ¥ Ensaioin vivo
Desinfecgéo superficial com hipoclorito 2,5%, -_

seguida de lavagem com solugéo salina 0,09%
A . Hipoclorito >
e agua destilada 2,5% Solugéo

salina
Inéculo: /

imersdo em suspensao de esporos (1 OSesporors/mL)

destilada

*
* controle- ndo inoculado
v
Incubagao a 28°C com umidade >80% @ @
Retirada de carrapatos em diferentes tempos
Extragao de proteinas Atividade de lipase
para zimograma In situ com o substrato

pNP-palmitato

Figura 5- Estratégia para quantificacdo da atividade de lipase de M.
anisopliae durante o processo de infeccdo de B. microplus. (C)

controle; (I) inoculado (apds 30 minutos de reagao).
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4.2. Quantificacdo da atividade lipolitica de M. anisopliae durante a infeccao
do carrapato B. microplus

A atividade lipolitica manteve-se constante durante as primeiras 48h de
infeccdo em carrapatos vivos, com valores em torno de 0,03U/carrapato (Tabela
2). Em carrapatos mortos, a atividade lipolitica aumentou de 0,033 + 0,002U (6h)
para 0,076 + 0,014U apds 12h de infeccéo.

A colonizagao total dos carrapatos mortos por M. anisopliae ocorreu apos
72h de infeccao e a atividade de lipase alcangou 0,350 + 0,013U, mantendo este
nivel apos 96h. Carrapatos vivos morreram apés 96h de infecgdo, com a atividade
de lipase atingindo 0,207 + 0,021U. A colonizagéao total dos carrapatos vivos pelo
fungo ocorreu apdés 120h com atividade de lipase atingindo 0,312 + 0,068U

(Tabela 2).

Tabela 2- Atividade de lipase durante a infec¢gao do carrapato B. microplus.

Atividade de lipase (U/ carrapato) *

Tempo de infeccdo (h) Carrapatos vivos  Carrapatos mortos

6 0,030+ 0 0,033 £ 0,002
12 0,033 + 0,007 0,076 £ 0,014
24 0,031 + 0,002 0,078 £ 0,011
48 0,036+ 0 0,184 £ 0,020
72 0,042 + 0,011 0,350 £ 0,013
96 0,207 + 0,021 0,358 £ 0,015
120 0,312 + 0,068 Nd

* A atividade de lipase foi determinada usando pNP-palmitato como substrato durante 30 minutos
de reagao e incubacio a 37°C. A absorbancia foi medida espectrofotometricamente a 410nm e os
controles foram realizados utilizando carrapatos nao infectados sob as mesmas condi¢cdes. Nd- nao

determinado.
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Nos zimogramas, controles nao infectados, tanto vivos quanto mortos, nao
apresentaram bandas de atividade de lipase. Os zimogramas dos extratos
enzimaticos preparados de carrapatos infectados vivos e mortos apresentaram
bandas de atividade lipolitica (Figura 6). As bandas de atividade lipolitica foram
detectadas em todos tempos de infeccdo testados e mostraram um padrdo de
bandas diferindo principalmente na intensidade das mesmas.

No zimograma de carrapatos mortos infectados (Figura 6A), aparecem duas
bandas de atividade, com a banda de menor migracdo no gel, denominada “I’,
sendo a mais intensa e prevalente em todos os tempos analisados, aumentando
sua fluorescéncia relativa com o progresso da infecgéo.

Durante a infeccdo de carrapatos vivos, foi detectada a banda “ll “ como
sendo prevalente em todos os tempos testados e, como observado para a banda

em carrapatos mortos infectados, aumentando sua fluorescéncia relativa com o
progresso da infeccdo. Para os carrapatos vivos infectados, a banda “I”
correspondeu a 50% da atividade lipolitica total nas primeiras 6h de infecgéo.

Nestes carrapatos, uma terceira banda de atividade foi observada em 12 e 48h de

infeccéo (Figura 6B).
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Figura 6- Zimogramas de atividade de lipase com substrato MUF-butirato de diferentes tempos de infec¢&o de M.
anisopliae em B. microplus e andlise densitométrica das bandas de atividade. (A) carrapatos mortos
infectados; (B) carrapatos vivos infectados. A densidade das bandas foi quantificada usando o programa UN-
SCAN-IT gel™. (1) 6 h; (2) 12 h; (3) 24 h; (4) 48 h; (5) 72 h; (6) 96 h de infecgdo. Os géis foram carregados com
10ug de proteina. ND- n&o determinado.
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4.3. Regulacdo da secrecédo de lipases frente a diferentes fontes de
carbono

Para o experimento de regulagao da secrecéo de lipases, M .anisopliae
foi cultivado em diferentes fontes de carbono (item 3.5) (Figura 7). Foram
realizados ensaios com trés substratos sintéticos: pNP-palmitato (16 carbonos),
pNP-miristato (14 carbonos) e pNP-butirato (4 carbonos), sendo que este ultimo
também é substrato para esterases.

Quando utilizado pNP-palmitato como substrato, foi detectada atividade
lipolitica em todos os meios testados. Porém, foi observada uma maior
atividade de lipase nos meios que continham estereato de colesteril (colesterol
esterificado) 1% + quitina cristalina 0,8% em 48h de cultivo, seguido de
estereato de colesteril + quitina cristalina 0,8% + glicose 1%, decaindo com o
progresso do tempo de cultivo (Figura 7A). Para os outros meios testados, foi
detectada uma atividade maior de lipase em 72h, com exce¢do do meio
contendo 6leo de oliva 1% + glicose 0,2% que apresentou maior atividade em
48h. Neste meio, também houve uma menor inducdo de atividade lipolitica,
utilizando pNP-palmitato como substrato, comparativamente com os outros
meios testados em praticamente todos os tempos. Observa-se, geralmente,
uma maior atividade especifica em meios contendo estereato de colesteril, onde
a maior atividade especifica foi detectada em 48h com colesterol 1% + quitina
0,8% (0,98 + 0,006 U/mg proteina) (Tabela 3).

Quando utilizado o substrato pNP-miristato, foi detectada maior atividade
de lipase em meios contendo estereato de colesteril 1% e quitina cristalina 0,8%

em 48h de cultivo (Figura 7B), sendo estes resultados similares aos



encontrados com pNP-palmitato. Foi detectada também atividade lipolitica em
todos os meios. Porém, em 96h de cultivo ndo foi detectada atividade de lipase
em nenhum dos cultivos. Para este substrato, a maior atividade especifica foi
detectada no meio contendo colesterol 1% + quitina 0,8% em 48h (0,27 + 0
U/mg proteina) (Tabela 3).

Para o substrato pNP-butirato, foi detectada atividade de lipase em todos
os meios testados até 96h de cultivo. A maior atividade encontrada foi no meio
contendo estereato de colesteril 1% + quitina 0,8% + glicose 1% em 96h de
cultivo (Figura 7C). Atividades menores foram detectadas nos meios contendo
somente glicose 1% e colesterol 1%. Frente a este substrato, foram detectadas
as maiores atividades especificas para lipase, atingindo o valor de 20,8 + 0,014
U/mg proteina em meio contendo colesterol 1% + quitina 0,8% + glicose 1% em
96h de cultivo (Tabela 3). O comportamento da atividade, utilizando este
substrato, apresentou uma tendéncia diferente comparado com os outros dois
substratos utilizados onde a atividade foi decrescendo com o progresso do
cultivo de uma maneira geral.

Foram realizados ensaios enzimaticos para deteccdo de atividade de
protease e quitinase com os sobrenadantes dos meios com as diferentes fontes
de carbono testadas. Para protease, foi observada uma maior atividade nos
meios que continham colesterol 1% e quitina 0,8% com ou sem glicose 1% em
todos os tempos analisados (Tabela 4). A atividade especifica de quitinase nao
apresentou diferencas relevantes entre os meios testados nos diferentes

tempos analisados.
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Figura 7- Atividade de lipase de sobrenadantes de cultivo de M. anisopliae
em diferentes fontes de carbono e em diferentes tempos. (A) pNP-
palmitato (B) pNP-miristato (C) pNP-butirato. GLI- glicose; OLEO- éleo

de oliva; COL- estereato de colesteril; QUIT- quitina.
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Tabela 3- Atividade especifica de lipase de sobrenadantes de cultura de M.

anisopliae em diferentes fontes de carbono e em diferentes

tempos.

Fontes de carbono

pNP-palmitato

(U/pug prot)

pNP-miristato

(U/ug prot)

pNP-butirato
(Ulug prot)

48h

Glicose 1%

Glicose 0,2% + 6leo de oliva 1%

Glicose 1% + dleo de oliva 1%

Glicose 1% + estereato de colesteril 1%

Estereato de colesteril 1% + quitina 0,8%

Estereato de colesteril 1% + quitina 0,8% + glicose 1%
Estereato de colesteril 1%

72h

Glicose 1%

Glicose 0,2% + 6leo de oliva 1%

Glicose 1% + dleo de oliva 1%

Glicose 1% + estereato de colesteril 1%

Estereato de colesteril 1% + quitina 0,8%

Estereato de colesteril 1% + quitina 0,8% + glicose 1%
Estereato de colesteril 1%

96h

Glicose 1%

Glicose 0,2% + 6leo de oliva 1%

Glicose 1% + dleo de oliva 1%

Glicose 1% + estereato de colesteril 1%

Estereato de colesteril 1% + quitina 0,8%

Estereato de colesteril 1% + quitina 0,8% + glicose 1%

Estereato de colesteril 1%

0,24 + 0,009°
0,16 + 0,006°
0,07 + 0°
0,22 + 0,007°
0,98 + 0,006°
0,16 + 0,001°
0,87 + 0,02

0,30 + 0,007°
0,01 + 0,002
0,31+ 0,002°
0,29 + 0,005°
0,45 + 0,028¢
0,20 + 0,004°
0,66 + 0,004°

0,19 + 0,004°
0

0,19 + 0,003°
0,28 + 0,002¢
0,21 + 0,006°
0,07 + 0,002°
0,38 + 0,002°

0
0,01 +0°

0

0,01 +0,001°
0,27 +0°
0,05+ 0°
0,01 +0,001°

0,01 + 0,002°
0,04 + 0,005°
0,04 +0,001°
0,08 + 0,002°
0,03 +0,001°
0,05 +0°

0,11 + 0,002°

o O O O o o o

0,4 +0,003"
1,1 +0,004°
1,8 +0,008°
0,9+0,011°
1,1+ 0,008°
0,2+ 0,015
2,2+0,01"

0,9 +0,003°
0,5 + 0,005
1,24 0,013°
2,1+ 0,005°
6,5+0,011'
7,3+ 0,015
1,4 + 0,025°

0,7 + 0,003
6,7 +0,007¢
6,2 + 0,003°
14,1 + 0,005’
12 +0,016°
20,8 +0,014°
6 +0,028°

+ desvio padréo (baseado em triplicata)

abcdets rasultados seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente de acordo com o

teste de Tukey (a=0.05).
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Tabela 4- Atividade especifica de protease, quitinase e determinacdo de

massa seca de M. anisopliae.

Fontes de carbono Protease Quitinase Massa seca
(Ulug prot)  (Ulug prot) )]
48h
Glicose 1% 0 0,0002 Nd
Glicose 0,2% + 6leo de oliva 1% 0 0,0004 Nd
Glicose 1% + dleo de oliva 1% 0 0,001 Nd
Glicose 1% + estereato de colesteril 1% 0 0,0004 Nd
Estereato de colesteril 1% + quitina 0,8% 0,004 0,0008 Nd
Estereato de colesteril 1% + quitina 0,8% + glicose 1% 00,0002 0,001 Nd
Estereato de colesteril 1% 0 0,002 Nd
72h
Glicose 1% 0,0035 0,0005 Nd
Glicose 0,2% + 6leo de oliva 1% 0,0028 0,0009 Nd
Glicose 1% + dleo de oliva 1% 0,0022 0,0005 Nd
Glicose 1% + estereato de colesteril 1% 0,0125 0,0009 Nd
Estereato de colesteril 1% + quitina 0,8% 0,136 0,0011 Nd
Estereato de colesteril 1% + quitina 0,8% + glicose 1% 0,058 0,0006 Nd
Estereato de colesteril 1% 0,0179 0,0015 Nd
96h
Glicose 1% 0,017 0,001 0,077 + 0,012
Glicose 0,2% + 6leo de oliva 1% 0,0398 0,001 0,172 + 0,023
Glicose 1% + 6leo de oliva 1% 0,0196 0,0004 0,2+0,012
Glicose 1% + estereato de colesteril 1% 0,0765 0,0016 0,277 + 0,004
Estereato de colesteril 1% + quitina 0,8% 0,0848 0,001 0,295 + 0,002
Estereato de colesteril 1% + quitina 0,8% + glicose 1% 0,098 0,0005 0,344 + 0,029
Estereato de colesteril 1% 0,0405 0,0022 0,196 + 0,018

Nd- ndo determinado

+ desvio padrao (baseado em ftriplicata)

O fungo foi cultivado em diferentes fontes de carbono por diferentes tempos.
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Em zimogramas foram detectadas diversas bandas de atividade lipolitica
em todos os meios testados (Figura 8). Pode-se observar um aumento na
quantidade de bandas com a evolugao do cultivo em praticamente todos os

meios testados.

48h

72h

96h

Figura 8- Deteccdo de atividade lipolitica em zimogramas de
sobrenadantes de cultivo de M. anisopliae em diferentes fontes
de carbono. (1) glicose 1%; (2) glicose 0,2% + 6leo de oliva 1%; (3)
glicose 1% + 6leo de oliva 1%; (4) glicose 1% + estereato de colesteril
1%; (5) estereato de colesteril 1% + quitina 0,8%; (6) estereato de
colesterii 1% + quitina 0,8% + glicose 1%; (7) estereato de

colesteril1%. Foram aplicados 10ug de proteina em cada canaleta.
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4.4. Purificacéo parcial de lipase

Para extragao das proteinas, apds a cultura de M. anisopliae por 50h em
meio base (SILVA et al.,, 2005) suplementado com o6leo de oliva 1%, foi
adicionado Triton X-100 a uma concentracao final de 0,25%. O efeito deste
detergente sobre acidos graxos e o proprio 6leo residual da cultura do fungo,
resulta em um sobrenadante com aparéncia leitosa, um emulsificado
caracteristico pela adicao deste agente surfactante. Com a concentragdo do
material em aproximadamente 10 vezes esta caracteristica se intensificou
tornando bem espesso o liquido resultante. Parte deste concentrado, 3mL,
contendo aproximadamente 120 U de atividade de lipase, foi aplicado em
coluna de gel filtracdo BioGel A 0,5m.

O perfil cromatografico da atividade mostrou que houve um pico de
atividade entre 80 e 119mL (Figura 9). As fracdes com aparéncia emulsificada,
leitosa, foram eluidas entre as primeiras fracdes coletadas até parte do pico de

atividade de lipase (entre 62 e 104 mL).
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Figura 9- Perfil cromatogréafico das proteinas secretadas por M. anisopliae
em resina BioGel A 0,5m. Cromatografia em coluna BioGel A 0,5
(1,8 x 90cm) de proteinas secretadas por M.anisopliae cultivado em
meio base com 6leo de oliva 1% por 50 horas. Foi aplicado tampao
Tris-HCI 50mM pH 8,0 (fluxo 15mL/h). Foram coletadas fragbes a

cada 12 min.
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As fragbes que apresentaram atividade de lipase e ndao apresentaram
aspecto emulsificado, leitoso (entre 104 e 116mL), oriundas da cromatografia
em gel filtracdo foram agrupadas e 4 mL correspondendo a aproximadamente
10 U de atividade de lipase foram aplicados em resina de troca ibnica DEAE-
Sepharose.

O perfil cromatografico de atividade de lipase mostrou que ha somente
um pico de atividade, saindo logo no inicio do gradiente de NaCl (Figura 10). As
amostras resultantes da purificacdo foram submetidas a analise eletroforética
(SDS-PAGE) e a zimograma (Figura 11).

De acordo com o perfil eletroforético da purificagdo, as proteinas de
massa molecular mais baixas sdo removidas na etapa de gel filtracdo. Com a
etapa de cromatografia de troca ibnica realizada, algumas proteinas com massa
molecular de aproximadamente 30kDa foram removidas. No zimograma, a
fracdo com atividade correspondente a cromatografia de troca ibnica em DEAE-

Sepharose apresentou somente uma banda de atividade de lipase.
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Figura 10- Perfil de eluicdo das proteinas secretadas por M. anisopliae.
4mL das fragdes agrupadas oriundas da gel filtracdo (BioGel A
0,5) foram aplicados em resina de troca idbnica DEAE-Sepharose.
Apods aplicagao, a coluna foi lavada com 50mL de tampao tris-HCI
50mM pH 8,0 (fluxo 1mL/min) e as proteinas eluidas com
gradiente linear de NaCl (0-1,0M) no mesmo tampéao. Fragdes de

2mL foram coletadas.
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Figura 11- Perfil eletroforético da purificacéo parcial de lipases secretadas
por M. anisopliae cultivado com 1% de 6leo de oliva. (A)- gel
SDS-PAGE 12%. A coloragdo do gel foi feita com azul de comassie
coloidal; (B)- zimograma. (M) marcador de massa molecular; (1)
perfil cromatografico de extrato bruto de M. anisopliae; (2) fragcoes
agrupadas da gel filtracdo (BioGel A 0,5) com atividade lipolitica e
sem aspecto leitoso; (3) fracdo com atividade de lipase oriunda da
troca ibnica DEAE-Sepharose. Foram aplicados 20ug de proteina
em cada canaleta no gel SDS-PAGE e 10ug de proteina no

zimograma.
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5. DISCUSSAO

Os fungos constituem um importante grupo de microrganismos
patogénicos com muitos e diferentes fatores de viruléncia e estratégias para
exercer sua patogenicidade. Considerando a aplicagao de fungos patégenos de
artrépodes, a elucidacao de seus determinantes de patogenicidade € um passo
importante para melhorar sua eficiéncia.

Estudos recentes tém ratificado a importancia de quitinases e proteases
durante o processo de infeccdo de M. anisopliae (DUTRA et al., 2004
FREIMOSER et al., 2005; SILVA et al., 2005). Estudos atuais demonstram cada
vez mais a importdncia de lipases em sistemas de infeccado de diversos
patdgenos microbianos (STEHR et al, 2003). Contrariamente ao que foi relatado
anteriormente por ST LEGER et al. (1986a) e FREIMOSER et al. (2005), as
lipases ndo sdo a ultima classe de depolimerases secretadas na cuticula do
hospedeiro, sendo detectada sua atividade ja em 6 horas de infecgao (Figura 6
e Tabela 2). A deteccao neste estagio bastante preliminar da infecgéo, ou seja,
antes da germinagao do esporo, nos leva a crer que possa haver pelo menos
duas enzimas lipoliticas (Figura 6) que poderiam estar associadas ao esporo e
seriam importantes para desencadear o processo de infec¢gdo, como ja foi
relatado em outros fungos filamentosos, fitopatogénicos, com um sistema
infectivo evolutivamente proximo ao sistema de infecgdo de M. anisopliae
(BERTO et al., 1999; COMMENIL et al., 1999).

Fémeas ingurgitadas do carrapato bovino B. microplus tém um

acréscimo de 215% de lipideos na sua constituicdo neste estagio, aumentando
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de 20 para 63ug por carrapato (HACKMAN & FILSHIE, 1982). Entre estes
lipideos, os mais abundantes s&do alcoois e acidos graxos combinados por
esterificacdo (HACKMAN & FILSHIE, 1982), formando assim substratos para
acao de lipases. A infecgado dos carrapatos mortos foi visualmente muito mais
rapida se comparada a infeccdo em carrapatos vivos, com total colonizacdo do
hospedeiro ocorrendo em 72h, quando a atividade de lipase alcangou valores
de 0,35 + 0,013 U, mantendo-se neste nivel até 96h (Tabela 2). Os carrapatos
vivos morreram apo6s 96h de infeccdo, com uma atividade de lipase de 0,207
+ 0,021 U. A colonizagao total do hospedeiro morto (carrapato vivo infectado)
ocorreu somente apdés 120h de infeccdo com niveis similares de atividade
lipolitica alcangcados comparado com o carrapato morto infectado. A evolugao
mais rapida da infeccdo nos carrapatos mortos pode ser reflexo de uma
auséncia de resposta do hospedeiro a infecg¢ao, favorecendo o desenvolvimento
do fungo.

Zimogramas de carrapatos nao infectados, mortos ou vivos, n&o
apresentaram bandas de atividade lipolitica. Contrariamente, detectamos
bandas de atividade em carrapatos infectados vivos e mortos para todos os
tempos analisados (Figura 6). O padrao de bandas de atividade lipolitica foi
similar quanto ao numero e perfil de migragdo das bandas detectadas nas duas
condicbes analisadas, com expressivas diferengas na intensidade de
fluorescéncia destas bandas. As bandas detectadas durante a infeccdo dos
carrapatos vivos ou mortos, parecem ser algumas das bandas detectadas nos
zimogramas de extratos protéicos oriundos de culturas liquidas de M. anisopliae

em meios com diferentes fontes de carbono, especialmente em 72h de cultivo
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com os constituintes do tegumento de artropodes (Figura 8). A diferenca na

“l”

banda de atividade prevalente (banda “I” em carrapato morto infectado e banda
“I" em carrapato vivo infectado) pode estar relacionada principalmente, a
diferenca entre modelos de infecgao testados, ou seja, a auséncia de resposta
a infeccao do carrapato ao fungo no ensaio ex vivo e na consequente resposta
no ensaio in vivo. Nos carrapatos vivos infectados encontramos a banda “II”
como prevalente e a presenca de uma terceira banda que possam estar
associadas com a viruléncia do fungo e com o desenvolvimento de sua
patogenicidade, respectivamente (Figura 6). Em carrapatos mortos, a auséncia
de resposta do hospedeiro a infecgao do fungo pode favorecer a prevaléncia da
banda “I” durante o progresso da infec¢do, baixos niveis da banda “II” e
auséncia da banda “llI”. Portanto, € mais provavel que a banda “I” ndo esteja
diretamente envolvida com a viruléncia do fungo e sua atividade possa estar
relacionada com a nutricdo, como descrito para S. aureus, onde foram
detectados altos niveis de atividade de lipase em isolados clinicos (ROLLOF et
al., 1987). A diferenga no perfil de atividade lipolitica dos zimogramas e de
ensaios enzimaticos durante o processo de infecgcdo do hospedeiro pode ser
explicada pela natureza dos substratos usados para as analises. O pNP-
palmitato € um substrato especifico para lipases, enquanto MUF-butirato pode
ser também clivado por esterases, além de lipases. Outra importante diferenca
entre estes substratos além de pNP-palmitato ser cromogénico e MUF-butirato
ser fluorogénico € o numero de carbonos (comprimento) da cadeia de acidos

graxos, que podem determinar a preferéncia da enzima lipolitica.
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Enzimas lipoliticas de diversos microrganismos patogénicos atuam de
diversas maneiras na infeccdo e tém sua sintese regulada durante este
processo (STEHR et al., 2004; SCHOFIELD et al., 2005). Os lipideos formam a
camada mais externa e protetora da epicuticula de carrapatos e outros
artropodes. Um papel imputado para enzimas lipoliticas € o aumento da adesao
a superficie do hospedeiro no estagio inicial da infecgao (STEHR et al., 2003)
como descrito por GOTTLICH et al. (1995) para a levedura Hortaea werneckii,
fato este que pode também estar ocorrendo no sistema de infeccao de M.
anisopliae sendo suportado pela atividade de lipase detectada nas primeiras 6
horas (Figura 6 e Tabela 2).

A estratégia nova, simples e rapida apresentada neste trabalho para
detecgao e quantificacdo de atividade lipolitica durante o processo de infecgao
de M. anisopliae (Figura 5) pode contribuir para elucidar a participagdo e as
possiveis funcdes das lipases em outros sistemas de infecgao, principalmente
em patdgenos de artrépodes. Embora a expressiva importancia das lipases ja
tenha sido descrita para diversos microrganismos patogénicos (STEHR et al.,
2003), este é o primeiro relato de detecgdo de atividade lipolitica secretada
durante o processo de infecgdo de artrépodes por um fungo patogénico. Na
infeccao de B. microplus por M. anisopliae, mostramos a detecgéo de atividade
lipolitica ja em 6 h de infecgdo e acompanhamos o aumento desta atividade
com o progresso da colonizacdo do hospedeiro. Além disso, visualizamos
diferentes bandas de atividade durante este processo. Esta estratégia pode ser

facilmente aplicada em processos de infeccdo de hospedeiros por diferentes
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microrganismos, contribuindo para a elucidagao do papel desempenhado pelas
lipases como possiveis fatores de viruléncia.

Em microrganismos como bactérias, leveduras e fungos filamentosos, a
secrecao de enzimas é uma estratégia utilizada para degradagao de substratos
complexos nao assimilaveis, liberando moléculas mais simples utilizadas
nutricionalmente e importantes para o desenvolvimento e disseminacdo das
células microbianas. Enzimas secretadas no meio extracelular podem
desempenhar diversas fungbes relacionadas com a degradagdao de
macromoléculas que podem liberar nutrientes metabolizaveis, auxiliar na
penetracao da cuticula do hospedeiro em processos patogénicos (ST LEGER et
al., 1991b) e degradagdo de compostos téxicos. Muitos trabalhos vém
apresentando estudos de regulacdo da secrecdao de hidrolases em
microrganismos e, em M. anisopliae, ja foram publicados alguns trabalhos
relacionados a proteases e quitinases (ST LEGER et al.,, 1986a, 1986b;
KRIEGER DE MORAES et al., 2003; SILVA et al., 2005). Porém, este tipo de
abordagem nunca foi realizado com lipases de M. anisopliae.

Neste trabalho foram apresentadas diferencas de inducéo entre diversas
fontes de carbono na atividade lipolitica frente a diferentes substratos. Com os
diferentes substratos pNP-ésteres utilizados, foram detectadas atividades de
lipase ou lipase/esterase (pNP-butirato) maiores nos meios contendo os
constituintes do tegumento de artrépodes, quitina e estereato de colesteril. Este
lipideo, um éster formado a partir de colesterol e acido estearico, é
caracteristico de células animais. Comparativamente ao 6leo de oliva, a outra

fonte lipidica testada e de origem vegetal, o estereato de colesteril induziu
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niveis maiores de atividade de lipase, principalmente quando combinada com
quitina (Figura 7). A atividade especifica também foi sempre maior nos meios
contendo o lipideo animal em todos tempos analisados e substratos testados.
Além disso, os meios contendo estereato de colesteril e quitina, com ou sem
glicose, propiciaram um melhor crescimento do fungo de acordo com os
resultados da massa seca (Tabela 4). Isso pode sugerir que estes compostos
especificos, presentes no tegumento de seus hospedeiros, sdo mais facilmente
reconhecidos pelo fungo, induzindo maiores niveis de atividade de lipase. Pode
sugerir também que M. anisopliae realmente esta mais apto para o consumo
destes compostos especificos, o que resultou no seu melhor desenvolvimento.
Como descrito em muitos trabalhos, o 6leo de oliva € uma fonte lipidica
usualmente aplicada na inducéo de altos niveis de atividade lipolitica em fungos
(SHIRAZI et al., 1998; MAIA et al., 1999), o que reforca nossa hipdtese de
relevancia da especificidade que M. anisopliae possa ter por este lipideo
especifico, o estereato de colesteril.

Ao contrario do que é visto para quitinases (KRIEGER DE MORAES et
al., 2003; BARRETO et al., 2004) onde a glicose tem um importante papel
regulatoério na secrecdo destas enzimas, este resultado ndo foi evidenciado
para secregao de enzimas lipoliticas, ja que a glicose parece nao ter exercido
influéncia significativa na indugao ou repressao da atividade de lipase.

Utilizando o substrato especifico para lipases pNP-palmitato, com cadeia
de acidos graxos longa, 16 carbonos, detectamos uma maior atividade nas
primeiras 48h de cultura nos meios contendo os constituintes do tegumento de

artropodes, quitina e estereato de colesteril, com um decréscimo na atividade
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com o progresso da cultura, resultados similares aos encontrados utilizando
pNP-miristato (14 carbonos) como substrato, porém, em niveis mais baixos.
Utilizando o substrato pNP-butirato, ocorre o contrario, os maiores niveis de
atividade foram alcancados tardiamente, em 96h. O meio contendo estereato de
colesteril, quitina e glicose também induziu uma maior atividade para este
substrato. Além disso, os niveis de atividade foram muito mais altos com este
substrato, possivelmente, por ele ndo ser substrato exclusivo para lipases,
sofrendo acdo também de esterases que possam estar sendo secretadas. As
atividades especificas em 72 e 96h (onde foram alcangados os maiores niveis
de atividade) calculadas para este substrato também mostraram resultados
muito superiores nos meios contendo os constituintes do tegumento de
hospedeiros artropodes, reforcando sua importdncia na secre¢cdo destas
enzimas, lipases e esterases, possivelmente envolvidas na infecgdo do
hospedeiro (ST. LEGER et al., 1986a, 1991b; CLARKSON & CHARNLEY,
1996; SILVA et al., 2005).

A atividade de protease foi significativamente maior, assim como para as
enzimas lipoliticas descritas anteriormente, nos meios onde se encontravam os
dois constituintes especificos do tegumento dos hospedeiros de M. anisopliae
em todos os tempos analisados. Este resultado corrobora com a teoria de que
as enzimas envolvidas na infeccdo atuem sinergisticamente de maneira
complexada para degradar a cuticula do hospedeiro (ST LEGER et al., 1987,
1993, 1996b, 1998), fato amplamente reportado, especialmente para proteases
e quitinases e que agora, de acordo com este trabalho, pode ser

complementado com as lipases. As poucas diferencas nos resultados de
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atividade de quitinase podem ser resultantes da baixa sensibilidade do método
utilizado.

Os zimogramas dos extratos protéicos dos diferentes meios de cultura
liquida testados mostraram que M. anisopliae possui um vasto repertério de
enzimas lipoliticas. Estas diferentes bandas de atividade lipolitica podem
direcionar a especificidade por determinados hospedeiros e facilitar a
degradacao de diferentes compostos lipidicos. Como postulado para a levedura
patogénica C. albicans, que também possui um extenso repertério de enzimas
lipoliticas, o numero significativo destas enzimas reflete a flexibilidade de
adaptacdo do patégeno a mudangas ambientais (STEHR et al.,, 2004) e o
habilita para conquistar diferentes ambientes do hospedeiro com diversas
constituicbes, podendo ser um mecanismo adaptativo para conquista de seus
hospedeiros (STEHR et al., 2003).

As lipases sdo enzimas muito particulares pela sua importancia
fisiolégica, potencial biotecnolégico e industrial e também por suas
caracteristicas diferenciais como substratos sobre as quais agem,
caracteristicas estruturais, especificidade, entre outras (JAEGER & EGGERT,
2002). Além disso, estas enzimas sdo muito variadas em suas propriedades,
dependendo do microrganismo de origem (SHARMA et al., 2001). Por todas
essas particularidades, inumeras estratégias vém sendo desenvolvidas para
purificar estas enzimas (SHARMA et al., 2001). A estratégia apresentada neste
trabalho mostrou uma boa eficiéncia até a cromatografia de troca ibnica em
DEAE-Sepharose, resultando em poucas bandas de massa molecular proximas

a 60 KDa. Apds esta etapa, processos de didlise ou uma nova etapa de gel
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filtracdo no intuito de retirar o sal presente na fragdo com atividade, parecem
desestabilizar a enzima, ja que esta perde totalmente a atividade. Outras
estratégias foram realizadas como precipitagdo por dessolvatagdo através de
saturacdo com sulfato de amoénio. Porém, este sal interfere no ensaio
enzimatico, e qualquer processo de dialise tentado resulta em perda completa
de atividade. Estudos no intuito de purificar uma lipase de M. anisopliae séo de
extrema relevancia, ja que nenhuma enzima lipolitica deste fungo foi isolada até
0 momento.

Uma das grandes dificuldades de se estudar a participagcado de lipases
nos sistemas de infecgao em artropodes € a auséncia de trabalhos nesta area.
Outros sistemas vém sendo ja muito bem estudados (BERTO et al.,, 1999;
STEHR et al.,, 2003), porém n&o existem muitas técnicas ou metodologias
disponiveis para deteccdo de atividade lipolitica durante o processo de
infecgcdo. Avancos nesta area sao de extrema relevancia para o entendimento
deste importante fator j4 comprovado em outros sistemas de infecgdo e que
podem contribuir, no futuro, para otimizacdo de processos que utilizam
microrganismos para o controle biolégico de artrépodes.

Este trabalho visa contribuir no entendimento destes fatores
possivelmente relacionados com o processo de infecgcao, mas pouco estudados
em M. anisopliae, apesar de estarem ja bem caracterizados em muitos outros
sistemas microbianos. A negligéncia no estudo de lipases e enzimas lipoliticas
em geral em fungos (STEHR et al., 2003) ressalta a importancia de estudos
deste tipo. Nossos resultados ratificam a possibilidade destas enzimas

participarem ativamente do processo de infeccdo do hospedeiro. Além disso, a
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nova estratégia para detecgao de atividade lipolitica durante o processo de
infecgao pode contribuir no estudo de lipases de outros sistemas ou em estudos
futuros visando o melhor entendimento destas enzimas no processo de infeccéo

de M. anisopliae.
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6. CONCLUSOES

A estratégia desenvolvida para detecgdo de atividade de lipase de M.
anisopliae foi satisfatéria;

M. anisopliae secreta lipases durante seu processo de infecgcdo em B.
microplus, desde os periodos iniciais deste processo até a total
colonizacéo do hospedeiro;

A glicose parece nao regular a secregao de lipases em cultura liquida;

O constituinte lipidico de células animais testado, estereato de colesteril,
induziu a produgdo de maiores niveis de atividade lipolitica por M.
anisopliae, comparado com 6leo de oliva;

O lipideo de células animais associado com quitina também induziu
niveis altos de atividade lipolitica em M. anisopliae;

O crescimento do fungo foi maior nos meios suplementados com
constituintes da cuticula dos hospedeiros de M. anisopliae.

M. anisopliae secreta diversas enzimas lipoliticas em cultura liquida.
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periodo de 07 a 09 de agosto de 2000, Porto Alegre — RS.

- Curso: Expressao de Proteinas Recombinantes em Escherichia coli,
promovido pela Red de Investigacion y Entrenamiento en Enfermedadeds
Parasitarias del Cono Sur de América Latina (RTPD Network), no periodo de 15
a 20 de outubro de 2001, Porto Alegre — RS.
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- Seminario de Atualidades Genéticas, promovido pela Pontificia
Universidade Catodlica do Rio Grande do Sul, no periodo de 10 a 12 de abril de
2002, Porto Alegre — RS.

- Curso tedrico-pratico: Sequenciamento e analise de genomas I,

promovido pelo Grupo de Gendmica Estrutural e Funcional, no periodo de
08 a 12 de novembro de 2004, Porto Alegre — RS.

c) Representante discente

Representante discente no Conselho Cientifico do Programa de Poés-
Graduagao em Biologia Celular e Molecular, Centro de Biotecnologia — UFRGS
(agosto/2004 a agosto/2005).

d) Participacdo em eventos e representacdo em entidades de
classe:

- XXX Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia
Molecular, Caxambu — 19 a 22 de maio de 2001.

- XXIII Reunido de Genética de Microrganismos, Pirendpolis — 3 a 5 de
marco de 2002.

- XXXI Reuniao Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia
Molecular, Caxambu — 18 a 21 de maio de 2002.

- Xl Reunido Estadual de Biotecnologia Vegetal, Bento Gongalves — 6 e 7
de novembro de 2002.

- VIl Seminario de Hidrolise Enzimatica de Biomassas, Maringa — 2 a 6
de dezembro de 2002.

- XXIV Reunido de Genética de Microrganismos, Gramado — 07 a 10 de
marco de 2004.

- VI Seminario Brasileiro de Tecnologia Enzimatica (ENZITEC), Rio de
Janeiro — 05 a 07 de abril de 2004.
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