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Resumo
Os fungos filamentosos possuem a habilidade de se desenvolver em substratos de baixo custo e produzir metabólitos secundários com potencial emprego em processos biotecnológicos. Os peptídeos antimicrobianos (AMPs) pertencem a uma classe de peptídeos que são expressos e identificados em vários organismos, desde procariotos até eucariotos mais complexos. Os gêneros Aspergillus e Penicillium têm sido muito estudados com relação à produção de metabólitos secundários, sendo possível encontrar relatos na literatura relacionados à expressão e identificação de AMPs. Este projeto teve como objetivo padronizar técnicas para extração de peptídeos que tenham função antimicrobiana a partir de fungos filamentosos do gênero Aspergillus isolados de dois parques de região de Mata Atlântica, no Paraná, assim como a identificação molecular e montagem de árvores filogenéticas dos mesmos utilizando primers ITS e ITS4.

Introdução
Os fungos filamentosos possuem grande habilidade de desenvolvimento em substratos de baixo custo além de produzirem uma gama de metabólitos secundários. Segundo Brakhage & Schroeckh (2010) produtos bioativos de origem microbiana, entre eles antifúngicos, são originados de representantes do Reino Fungi, como por exemplo, linhagens de Streptomyces , Penicillium e Aspergillus. Por existir poucas informações na literatura e devido à demora significativa do crescimento fungico, é necessária a realização de estudos mais aprofundados em relação ao seu potencial biotecnológico na produção de proteínas e outros metabólitos (Singh & Macdonald, 2010). 

A resistência por parte de microrganismos a antibióticos tem crescido muito ao passar dos anos e muitas pesquisas tem procurado investigar produtos naturais, com destaque para a classe de Peptídeos Antimicrobianos (AMPs) (Tossi & Sandri, 2002). Esses peptídeos são caracterizados por apresentarem baixo peso molecular, geralmente com menos do que 100 resíduos de aminoácidos. 

A identificação dos fungos filamentosos pode ser feita por meio da observação das características morfológicas macroscópicas, microscópicas ou por técnicas de biologia molecular como a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), sequenciamento genético, entre outros (Guimarães et al., 2006).
O objetivo deste projeto foi trabalhar com diferentes fungos do gênero Aspergillus presentes na coleção do Laboratório de Bioquímica de Microrganismos coletados no Parque Nacional do Itaipu e Parque Cabeça de Cachorro, região de Mata Atlântica, selecionados para testar diferentes metodologias e padronização da extração de peptídeos com atividade antimicrobiana, além da identificação molecular desses fungos por meio de PCR com primers ITS1 e ITS4.
Materiais e Métodos
Cinco fungos do gênero Aspergillus (A. flavus; A. fumigatus; A. niger; A. versicolor) foram crescidos em meio solido ágar batata dextrose (BDA) para a produção de esporos, de acordo com a temperatura ótima de cada fungo. Os esporos produzidos foram suspensos em água destilada esterilizada e um volume de 1,0 mL da suspensão foi utilizado para o inóculo em quatro frascos Erlenmeyer, contendo 25 mL de meio líquido, na qual foi testado o meio liquido Czapek e um meio liquido a base de Peptona (2g Extrato de Levedura; 1g Peptona Bacteriana; 1g Cloreto de Sódio) suplementados com 1% e 2% de Glicose, respectivamente. A produção de micélio ocorreu incubando o meio de cultura com fungo em agitação (shaker) a 150 RPM, durante três dias, com temperatura de 30 ºC. A obtenção do extrato bruto ocorreu por filtração a vácuo extrato bruto inoculado.
Cerca de 50 mL foi produzido de extrato bruto foi separado em alíquotas, no qual 25 mL da amostra foram aquecidas a 100 ºC durante 10 minutos enquanto que 25 mL permaneceram sem ferver e ambas as alíquotas passaram por uma centrifugação de 4.000 RPM por 15 minutos em 20 ºC para remoção de materiais insolúveis. Após esse procedimento as amostras foram dosadas utilizando o método de Bradford (1976). Um protocolo de precipitação e concentração de proteínas descrito por Hajji et al. (2010), foi adaptado, utilizando colunas de concentração, onde as alíquotas não fervidas foram centrifugadas em colunas de 10 kDa e 3 kDa, e posteriormente foram visualizadas em Gel Tricina 12,5% e 16% para a visualização de peptídeos de baixo peso molecular.

O extrato bruto foi testado contra cinco diferentes bactérias (Escherichia coli, Pseudomonas auriginosa, Staphilococcus aureus, Staphylococcus haemolyticus e Bacillus subtilis) utilizando a técnica de antibiograma por difusão em disco. 

A identificação molecular dos fungos foi realizada por meio de técnicas de PCR, usando o primer direto ITS1 e o primer reverso ITS4, que amplificam as regiões de ITS1, ITS2 e 5,8S dos genes ribossomais (White et  al., 1990).

Resultados e Discussão
Foi realizada a dosagem de proteínas de amostras dos quatro fungos (Aspergillus flavus; A. fumigatus; A. niger; A. versicolor) crescidos em um meio liquido contendo Peptona, utilizando o reativo de Bradford e foi possível quantificar as proteínas presentes nas amostras, onde se observou que os fungos A. niger e A. flavus possuíam maior quantidade de proteínas (7,475 µg/µL e 5,758 µg/µL respectivamente) que os demais. Deste modo, optou-se pela utilização de apenas esses dois fungos para os experimentos bioquímicos e microbiológicos. O extrato bruto desses fungos foram concentrados em colunas (10 kDa e 3 kDa) e um gel de Tricina 12,5% foi feito para observar se essas amostras apresentavam peptídeos de baixo peso molecular, como representado na Figura 1.
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Figura 1: Gel Tris-Glicina 12,5
% revelado com Nitrato de Prata. Raia 1: A. fla  filtrado da coluna de 10kDa Raia 2: A. fla concentrado da coluna de 10 kDa; Raia 3: A. fla  concentrado da coluna de 3kDa Raia 4: A. fla filtrado da coluna de 3 kDa; Raia 5: A. niger filtrado da coluna de 10 kDa Raia 6: A. niger filtrado da coluna de 3 kDa; Raia 7: A. niger concentrado da coluna de 3 kDa. Raia 8: padrão de baixo peso molecular Amersham.

É possível observar na raia 3, do fungo A. flavus duas bandas com peso molecular abaixo de 14 kDa, o que indica que possa se tratar de um AMP, pois estes são caracterizados por possuírem peso molecular entre 10 kDa e 3 kDa (Hancok & Diamond, 2000). Na literatura também há descrito um peptídeo antifúngico de 6 kDa  que foi isolado de um fungo do gênero Aspergillus (Hajji et al, 2010). Em um dos testes de antibiograma foi possível observar um halo assimétrico quando testado o extrato bruto deste fungo, porém há necessidade de repetir o teste para sua comprovação. Para o extrato bruto de A. niger, tanto no gel quanto na realização do antibiograma não houve aparecimentos de peptídeos de baixo peso molecular e atividade antibacteriana, respectivamente. Quanto à identificação molecular, foi realizado PCR para todos os fungos do gênero Aspergillus selecionados, comprovando a similaridade de 99%. A partir desses resultados, árvores filogenéticas foram montadas, onde verificamos detalhadamente o grau de parentesco/similaridade entre essas espécies.
Conclusões
Os fungos analisados neste trabalho foram identificados por técnicas de biologia molecular e por morfologia microscópica. Apesar dos relatos na literatura de que fungos do gênero Aspergillus produzem AMPs, contrariamente nossas cepas, testadas nas mesmas condições não produziram AMPs visíveis pela técnica de eletroforese em gel de Tricina. Entretanto, são necessárias futuras investigações para comprovar os dados e descartar estas cepas como produtoras de AMPs 
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