40
Revista do Programa de Ciéncias Agro-Ambientais, Alta Floresta, v.2, n.1, p.40-51, 2003

O PAPEL DE PROTEASES DEGRADADORAS DE CUTICULA
PRODUZIDAS POR FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS'

PATRICIA VIEIRA TIAGO? e MARCIA CRISTINA FURLANETO’

REVISAO BIBLIOGRAFICA

RESUMO - Os fungos entomopatogénicos apresentam fatores de viruléncia, incluindo a
producdo de enzimas, sendo que as proteases extracelulares estdo envolvidas na hidrolise
dos componentes cuticulares (predominancia de proteinas) facilitando a penetracdo da hifa
através da cuticula de insetos. Uma endoprotease tipo subtilisina designada Prl de
Metarhizium anisopliae var. anisopliae é o melhor modelo de determinantes de
patogenicidade em fungos entomopatogénicos. Além de Prl, foram caracterizadas em M.
anisopliae var. anisopliae uma protease tipo tripsina designada Pr2, duas aminopeptidases
extracelulares, uma metaloprotease ¢ uma cisteina protease designada Pr4. Estudos
relacionados a produgdo, regulagdo, clonagem e sequenciamento destas proteases tém sido
realizados, e poderdo permitir um melhor entendimento dos fatores envolvidos na interagao
parasito-hospedeiro.

Termos para indexagdo: Metarhizium anisopliae var. anisopliae, proteases.

THE ROLE OF DEGRADING PROTEASES OF CUTICLE PRODUCED BY
ENTOMOPATOGENICS FUNGI

ABSTRACT - The entomopathogenic fungi show virulence factors, including the enzymes
production, AS WELL the extracellular proteases are involved in the hydrolysis cuticle
components (proteins predominance) facilitating the hypha penetration through the insects’
cuticle. An endoprotease type subtilisin designated Prl of Metarhizium anisopliae var.
anisopliae is the best model of patogenicity determinants in entomopathogenicity fungi.
Aside from Prl, they were characterized in M. anisopliae var. anisopliae a protease type
trypsin designated Pr2, two extracellular aminopeptidases, a metalloprotease and a protease
cystein designated Pr4. Studies related to the producion, regulation, cloning and sequencing
of the protease have been realized and they will be able to permit a better understanding of
the factors involved in the host- pathogen interaction.

Index Terms: Metarhizium anisopliae var. anisopliae, proteases.
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FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS E O CONTROLE MICROBIANO DE INSETOS-
PRAGAS

Estima-se que aproximadamente 250 mil espécies de insetos possam ser
consideradas pragas da agricultura ou pragas urbanas. O método normalmente empregado
para o controle de tais pragas baseia-se no uso de defensivos agricolas, embora seja crescente
a conscientizacdo de seu impacto ambiental e da necessidade de alternativas vidveis. O
controle microbiano representa um ramo do controle biolodgico de insetos, que consiste na
utilizagdo racional de patodgenos, visando a manutencdo da populacdo das pragas em
equilibrio no ambiente. Os patdégenos microbianos apresentam vantagens em relagdo aos
inseticidas quimicos de largo espectro, pois mantém populagdes de parasitos, predadores e
polinizadores (insetos ndo-alvo), ndo poluem o ambiente, ndo sdo toxicos para o homem e
outros animais € seu emprego em associacdo com inseticidas seletivos em subdosagens visa
um controle mais rapido e eficaz de pragas, sem os inconvenientes das superdosagens dos
inseticidas quimicos (Alves, 1998a).

Os fungos entomopatogénicos apresentam grande versatilidade, causando danos a
artropodes que vivem em plantas, solos e ambientes aquaticos. Com um mecanismo de
infec¢do especializado, alguns fungos podem infectar diferentes estagios de desenvolvimento
dos hospedeiros (McCoy & Milani-Tigano, 1996). Para a maioria dos fungos a penetragao
ocorre via tegumento, o que os coloca em vantagem quando comparados com outros grupos
de patogenos que so6 entram no inseto por via oral. Além disso, possuem alta capacidade de
disseminagdo horizontal, podendo ser levados pelos diferentes agentes de disseminacdo para
locais muito distantes. A variabilidade genética desses entomopatdgenos pode ser considerada
uma das suas principais vantagens no controle microbiano de insetos (Alves, 1998b).

Os principais fungos entomopatogénicos pertencem aos géneros Metarhizium,
Beauveria, Verticillium, Nomuraea, Hirsutella, Aschersonia, Paecilomyces ¢
Enthomophthora (Azevedo, 1998; Faria & Magalhaes, 2001), sendo que o género
Metarhizium compreende o grupo mais bem estudado. Segundo Bridge et al. (1993) este
género inclui trés espécies, identificadas segundo sua morfologia e tamanho de conidios em
Metarhizium anisopliae (Metschnikov) Sorokin, Metarhizium flavoviride Gams e Rozsypal ¢
Metarhizium album Petch. Recentemente, Driver et al. (2000) reavaliaram a taxonomia de

isolados do género Metarhizium através do sequenciamento de regides ITS (sequéncias
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internas transcritas-DNAr) e de DNAr 28S e sua correlagdo com padroes de RAPD
(polimorfismo de DNA amplificado ao acaso). Este estudo permitiu o reconhecimento de
quatro clades dentro do grupo Metarhizium anisopliae, correspondendo a duas variedades ja
descritas (M. anisopliae var. anisopliae ¢ M. anisopliae var. majus) ¢ duas variedades novas
(M. anisopliae var. acridum e M. anisopliae var. lepidiotum).

M. anisopliae var. anisopliae tem sido a espécie mais bem estudada. A etapa
inicial do processo de infeccdo se da pela adesdo e germinag¢do de conidios do fungo na
superficie do inseto, seguida de penetragdo da hifa através da cuticula. O processo de adesao
depende da presenca de enzimas (esterases e proteases) que ocorrem na superficie dos
conidios ndo germinados e que alteram a superficie do tegumento do inseto, favorecendo a
nutricdo e a germinacdo do fungo (St. Leger et al., 1991a). Alguns fungos sob determinadas
condi¢des formam na extremidade do tubo germinativo uma estrutura denominada apressorio,
que corresponde a uma dilatacdo da hifa, onde ocorre elevada atividade metabolica devido a
producdo de enzimas (proteases, lipases e quitinases). Na penetracdo estdo envolvidos os
fatores fisico (pressdo da hifa que rompe areas membranosas ou esclerosadas) e quimico,
resultante da liberacdo destas enzimas que facilitam a penetragio mecanica. Apos a
penetracao, inicia-se o processo de colonizagdo do hospedeiro, no qual ocorre proliferacao das
hifas na cavidade do corpo, com liberagdo de toxinas (dextruxinas e citocalasinas) que
provavelmente causam sua paralizacdo ou morte. Apds a morte do hospedeiro, as hifas
crescem invadindo os diversos oOrgdos internos. O micélio emerge do corpo do inseto
produzindo esporos que poderdo ser disseminados para infectar outros individuos (Alves,

1998b).

ENZIMAS DEGRADADORAS DE CUTICULA

O tegumento dos insetos constitui-se em uma barreira fisico—quimica altamente
eficiente contra a penetracdo de muitos agentes entomopatogénicos. Este tegumento
compreende a epicuticula e procuticula. Segundo Woods & Grula citado por Bidochka et al.
(1997) a epicuticula € composta por lipidios (95%), aminoacidos e aminoagucares que servem
como fonte de nutrientes para a germinacdo do fungo. Ja na procuticula as proteinas sdao os
componentes predominantes (61%), seguida de quitina (30%) e lipidios (7%) (Bidochka &
Khachatourians citado por Bidochka et al., 1997).
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A penetragao do fungo através do tegumento ocorre, em parte, pela acdo de
enzimas degradadoras de cuticula, sendo destacadas nesta revisdo as principais proteases
degradadoras de cuticula produzidas por fungos entomopatogénicos. St. Leger et al. (1986a,
¢) verificaram que enzimas extracelulares (endoproteases, aminopeptidases, lipases, esterases
e quitinases) foram produzidas em grandes quantidades por M. anisopliae var. anisopliae,
Beauveria bassiana e Verticilium lecanii quando crescidos em cuticula do gafanhoto
Schistocerca gregaria. Uma protease purificada (Prl) de M. anisopliae var. anisopliae foi
capaz de remover 25-30% das proteinas cuticulares, sugerindo que proteases estariam
envolvidas na hidrdlise da cuticula e facilitariam a penetracdo da hifa através da mesma (St.
Leger et al., 1986a). Além disso, foi observada uma grande variagdo nos niveis de produ¢do
enzimdtica entre os diferentes isolados, bem como entre as diferentes espécies analisadas,
sendo que todos os isolados apresentaram alta producdo de endoproteases. A sequéncia de
producdo dos diferentes tipos enzimaticos ocorreu de forma similar para as diferentes
espécies, sendo que as primeiras atividades observadas (< 24h) foram as do complexo
proteolitico e esterase (St. Leger et al., 1986c). Estes mesmos autores observaram que para
que ocorra a hidrélise das proteinas cuticulares é necessaria adsor¢do de proteases a cuticula
(St. Leger et al., 1986b). Posteriormente, verificou-se que a adsor¢ao da protease Prl ocorre
via pontes eletrostaticas ndo especificas entre os grupos carregados positivamente da enzima e
grupos carboxil da cuticula de gafanhoto. Modifica¢des quimicas dos grupos carboxil, amino
e hidroxil de proteinas cuticulares do gafanhoto revelaram que os grupos carboxil sdo
essenciais para ligagdes eletrostaticas de proteases basicas produzidas por estas espécies
fingicas (Bidochka & Khachatourians, 1994).

Segundo St. Leger et al. (1986a) o pré-tratamento de cuticula com proteases
aumentou consideravelmente a subsequente producdo de quitinases. M. anisopliae var.
anisopliae parece ndo produzir quitinases durante a penetracdo da cuticula da larva do tabaco
(Manduca sexta) (St. Leger, 1995). Os resultados obtidos a partir desse estudo sugerem que as
quitinases possam ter um papel menos significativo na penetragdo da cuticula comparado ao
das proteases (Charnley & St. Leger, 1991). No entanto, ndo se pode descartar a possibilidade
de que as quitinases venham a desempenhar um papel importante na infec¢do considerando
outros modelos de parasitismo (espécies fungicas e hospedeiros diferentes) refletindo
variabilidade tanto da estrutura cuticular de insetos quanto da capacidade de sintese de

hidrolases por fungos entomopatogénicos (St. Leger et al., 1991b).
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Duas proteases alcalinas foram caracterizadas a partir do sobrenadante de cultivo
de M. anisopliae var. anisopliae (ME1), sendo uma com atividade tipo quimoelastase (Prl) e
a outra com atividade tipo tripsina designada Pr2. Através do emprego de inibidores
enzimaticos demonstrou-se que ambas possuem residuos de serina e histidina no centro ativo.
No entanto, Prl apresentou afinidade por aminodcidos aromaticos (fenilalanina e tirosina) ou
apolares (alanina e glicina), enquanto Pr2 hidrolisou caseina e substratos sintéticos contendo
arginina ou lisina (St. Leger et al., 1987a).

Proteases do tipo Prl e Pr2 também foram observadas em sobrenadante de cultivo
de B. bassiana, V. lecanii, Nomuraea rileyi e Aschersonia aleyrodis (St. Leger et al., 1987b).
As enzimas do tipo Prl produzidas por estes fungos apresentaram similaridades quanto a
especificidade pelo substrato, porém, anticorpos contra protease de M. anisopliae var.
anisopliae (ME1) reagiram somente com proteases produzidas por isolados da mesma espécie
ndo ocorrendo reacdo com as proteases produzidas pelas demais espécies analisadas.
Resultados semelhantes foram observados por Shimizu et al. (1993). Segundo estes autores,
proteases produzidas por isolados de B. bassiana e de Beauveria brongniartii foram
imunologicamente idénticas, enquanto que proteases de B. bassiana diferiram
imunologicamente daquelas produzidas por M. anisopliae € Paecilomyces fumosoroseus,
apesar de apresentarem alto grau de similaridade quanto a especificidade pelo substrato.

O papel de Prl na degradacdo de proteinas cuticulares foi descrito por St. Leger et
al. (1988a). Estes autores demonstraram que a presenca de inibidor de Prl ou anticorpos IgG
(especifico para Prl) durante a infec¢do de M. sexta por M. anisopliae var. anisopliae reduziu
a taxa de mortalidade do inseto. Observou-se também que ndo ocorreu penetragdo do fungo
através da cuticula, embora tenha ocorrido germinacdo e formacdo de apressorios na sua
superficie e que a presenca de produtos de degradagdo da cuticula foram dependentes da
presenga de Prl. O papel de Prl na degradacdo localizada de proteinas cuticulares foi
corroborado em outro estudo onde esta enzima foi a principal protease produzida por
estruturas infecciosas (apressorio e tubos germinativos) durante a infecgdo (St. Leger et al.,
1989).

O papel de Pr2 no parasitismo ainda ndo estd completamente elucidado. Segundo
St. Leger et al. (1987b), € possivel que esta enzima possa estar envolvida em mecanismos de
controle celular, catalisando processos de ativacdo e inativagdo proteolitica (furnover

protéico). Paterson et al. (1994b) relataram que Pr2 estaria envolvida na ativacdo ou indugdo
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de Prl em M. anisopliae var. anisopliae. Esta hipotese ¢ refor¢ada pelo fato de que, em
cultivo, Pr2 ocorre anteriormente a Prl (Gillespie et al., 1998). Estes autores investigaram a
produgdo de Prl e Pr2 em 19 isolados de M. anisopliae. A atividade de Prl foi observada apds
72 horas de incubagdo, enquanto a atividade Pr2 foi detectada, na maioria dos isolados, apos
48 horas, sugerindo que Pr2 atuaria precocemente na cuticula com liberagao de peptidios
indutores de Prl.

Segundo St. Leger et al. (1994) proteases dos tipos Prl, Pr2 e metaloproteases
foram observadas no sobrenadante de cultivo de M. anisopliae var. anisopliae durante o
crescimento em cuticula de Blaberus giganteus (barata). Estes autores observaram através de
eletroforese de focalizacdo isoelétrica, a ocorréncia de quatro isoformas de Prl e trés
isoformas de Pr2. A presenca destas isoformas variou conforme o meio de cultura e tempos de
cultivo, sugerindo que elas podem ser diferentemente expressadas ou apresentam uma
estabilidade que varia conforme o meio de cultivo. Duas isoformas denominadas Pr1A (pl
~10; 29kD) e Pr1B (pI ~9; 31,5 kD) apresentaram propriedades fisico-quimicas semelhantes,
embora com 53% de homologia nas suas sequéncias de aminoacidos N—terminal, sugerindo
que estas enzimas sdo produtos de genes distintos. St. Leger et al. (1992) clonaram o gene
prlA (originalmente prl) que codifica para Pr1A (originalmente Prl) e segundo estes autores,
a estrutura primaria desta enzima ¢ similar a das serino-proteases da subclasse das
subtilisinas. Posteriormente, Joshi et al. (1997) clonaram o gene pr/B e a dedugdo de sua
sequéncia de aminoacidos demonstrou 54% de similaridade com a subtilisina Pr1A. A analise
cariotipica revelou que os genes prlA e priB estdo localizados em cromossomos diferentes.
Quanto as trés isoformas de Pr2, St. Leger et al. (1994) caracterizaram duas maiores (pl ~ 4,4
e pl ~4,9) e uma menor (pl ~ 5,2). Smithson et al. (1995) clonaram o gene (#ry1) que codifica
uma protease degradadora de cuticula que apresenta alto grau de homologia com serino-
proteases da subclasse tripsina (Tryl). A andlise de Southern blot indicou que #ryl ocorre
como copia unica no genoma de M. anisopliae var. anisopliae.

Além das enzimas ja citadas, M. anisopliae var. anisopliae produz duas
aminopeptidases extracelulares (Charnley & St. Leger, 1991), uma cisteina protease
designada Pr4 (Cole et al., 1993) e uma aspartil protease (St. Leger et al., 1998). Segundo
Cole et al. (1993), Pr4 apresenta maior atividade degradadora de cuticula em relacdao a Pr2,

embora o seu papel no parasitismo também nao esteja esclarecido.
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As proteases extracelulares de M. anisopliae var. anisopliae também tém sido
estudadas em termos de regulacdo (St. Leger et al., 1988b; Paterson et al., 1994a; Paterson et
al., 1994b; St. Leger et al., 1998; Moraes et al., 2003). St. Leger et al. (1988b) verificaram que
em meios contendo fontes simples de carbono e nitrogénio Prl foi reprimida e Pr2 foi
produzida em baixos niveis, enquanto que na auséncia destas fontes nutricionais ambas foram
rapidamente sintetizadas. Paterson et al. (1994a) observaram que a atividade Prl em meio
contendo cuticula do gafanhoto S. gregaria foi dez vezes maior quando comparada a de
micélio desreprimido (cultivado em meio com auséncia de fonte de carbono e nitrogénio),
sugerindo que Prl ¢ induzida especificamente por componentes da cuticula do inseto. Moraes
et al. (2003) analisaram a secre¢do de proteases (subtilisina e tripsina) e quitinases em meios
contendo fontes de carbono/nitrogénio e substratos complexos como quitina e cuticula do
carrapato Boophilus microplus. Estes autores verificaram maior atividade enzimatica nos
meios contendo substratos complexos. Portanto, a expressdao dos genes envolvidos na sintese
de Prl e Pr2 depende do nivel de fontes de carbono e nitrogénio e da presenga de proteinas
indutoras no meio.

Segundo St. Leger et al. (1998) a produc¢dao de Prl e Pr2 apresenta um padrio
diferencial de expressdo em resposta ao pH do ambiente. Tais enzimas foram produzidas por
M. anisopliae somente no pH em que elas atuam efetivamente independente do meio conter
um substrato indutivel, porém, os niveis de produ¢do enzimatica foram maiores quando o
meio foi suplementado com cuticula de inseto. Tanto Prl quanto Pr2 foram produzidas
somente em condig¢des alcalinas (pH 8,0). Durante a penetragao do fungo, o pH da cuticula
infectada aumentou de 6,3 para 7,7, coincidindo com o pH de regulacao da produgdo de Prl e
Pr2. Os autores propuseram que a alcalinidade da cuticula infectada representa um sinal
fisiologico da expressdo de fatores de viruléncia, particularmente proteases.

Gillespie et al. (1998) relataram a produgdo de proteases extracelulares por
isolados de M. anisopliae var. anisopliae € M. anisopliae var. acridum (= M. flavoviride)
utilizando cuticula de pupa de M. sexta e cuticula de diferentes partes do tegumento de S.
gregaria (cuticula abdominal de ninfas de quinto instar, cuticula abdominal do inseto adulto e
cuticula das asas) que compreendem tipos cuticulares com composi¢do protéica e grau de
esclerotizacao distintos. Os autores verificaram que a hidrélise destes tipos cuticulares por Prl
ocorreu em diferentes graus, sugerindo uma hierarquia das distintas partes do inseto quanto a

suscetibilidade a a¢do enzimdtica. Nao foi observado correlagdo significativa, quanto a
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degradacao da cuticula e o tempo de mortalidade de S. gregaria para os diferentes isolados
analisados. No entanto, observou-se que a contribui¢cdo de Prl na degradacdo ndo foi a mesma
para cuticula de M. sexta e do gafanhoto S. gregaria. Estes resultados sugerem uma possivel
participagdo de Prl na especificidade ao hospedeiro.

Pinto et al. (2002) analisaram a producao de proteases extracelulares (Prl e Pr2) a
partir de sete isolados de M. anisopliae var. acridum (= M. flavoviride) apds crescimento em
meio contendo cuticula do gafanhoto Rhammatocerus schistocercoides e substratos nao
cuticulares. Estes autores observaram a ocorréncia de variabilidade natural entre os isolados
quanto a producdo das proteases analisadas, sendo que o substrato influenciou sua expressao.
Os maiores valores de atividade enzimatica foram observados em meio contendo cuticula,
sendo que Prl foi produzida em maior quantidade quando comparada a Pr2. Estes dados
permitem sugerir que Prl desempenha papel importante na degradacdo de proteinas
cuticulares, sendo provavelmente um determinante de patogenicidade, semelhante ao
observado para M. anisopliae var. anisopliae (St. Leger et al., 1988a).

Pinto (1999) também analisou o efeito de diferentes valores de pH, temperatura e
inibidores de proteases a partir do sobrenadante de cultivo de dois isolados de M. anisopliae
var. acridum (CG423 e CG442). Observou-se que o “pool” de proteases produzido por estes
fungos ¢ de carater neutro e que a temperatura 6tima para deteccdo de atividade proteolitica
foi de 28°C. O efeito de inibidores proteoliticos permitiu a caracterizagdo parcial do “pool”
enzimatico como proteases dos tipos serino—proteases, tripsina e cisteina—proteases.

Os estudos da producdo de proteases por fungos entomopatogénicos tém se
concentrado em atividades extracelulares, sendo escassos os relatos de atividade proteolitica
intracelular. St. Leger et al. (1996) observaram imunocitoquimicamente, através de anticorpos
marcados com particulas de ouro, duas isoformas de Pr2 em cortes finos de cuticula de M.
sexta infectada por M. anisopliae var. anisopliae. Ambas as isoformas foram secretadas por
estruturas de infeccdo (apressorio) na superficie da cuticula e estavam localizadas
principalmente na parede celular do fungo, sendo sua distribui¢do intracelular bastante
esparsa. Tiago et al. (2002) analisaram a producdo de subtilisina (Prl) e tripsina (Pr2) intra e
extracelular do isolado CG423 de M. anisopliae var. acridum (= M. flavoviride) apoOs
crescimento em presenga de cuticula do gafanhoto Schistocerca pallens, sendo verificados
altos niveis de atividade extracelular tanto para Pr1 quanto para Pr2. Estes resultados sugerem

a ocorréncia de um eficiente mecanismo de secre¢ao destas proteinas por este fungo.
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Muitos dos trabalhos citados ressaltam o papel das proteases no processo de
infeccdo de insetos por fungos, estando estas proteases envolvidas na hidrélise dos
componentes cuticulares (predominancia de proteinas) facilitando a penetragao da hifa através
da cuticula de insetos. Esta revisdo também ressalta a importancia de se compreender como a
producdo dessas enzimas ¢ regulada nos mais diversos processos fisioldgicos, sendo que o
tipo de substrato influencia sua expressdo. Portanto, os estudos relacionados a determinantes
de viruléncia de fungos entomopatogénicos poderdo permitir um maior entendimento dos

fatores envolvidos na interagdo parasito-hospedeiro.
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