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Resumo
Os fungos filamentosos compõem o grupo taxônomico com maior número de espécies e apresentam variedades morfológicas, bioquímicas e fisiológicas. Uma importante característica deste grupo é a aplicação na área biotecnológica, através da produção de uma elevada gama de produtos bioativos com aplicação na indústria farmacêutica e agroquímica. Apesar do grande número de espécies adaptadas aos mais diversos ambientes, são poucos os peptídeos antimicrobianos que têm sido isolados a partir destes microrganismos. A fim de confirmar a bioatividade dos extratos isolados dos fungos do gênero Aspergillus, foram realizados testes de Atividade Antimicrobiana, Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM). Reações em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando primers para genes de peptídeos antimicrobianaos foram realizados com DNA genômico dos fungos. As amplificações mostraram duas bandas, entretanto não foram caracterizadas como regiões gênicas de peptídeos antimicrobianos. Contudo, todos os extratos obtidos apresentaram alguma atividade contra as bactérias utilizadas nos testes, mostrando a importância do estudo dessas biomoléculas produzidas por esses fungos, que foram isolados do Parque da Cabeça de Cachorro, região de Mata Atlântica, Oeste do Paraná.
Introdução
Os fungos filamentosos constituem, atualmente, materiais biológicos ideais para produção de substâncias de interesse biotecnológico, possuindo crescimento rápido e baixo custo de cultivo, possibilitando cultivos sob condições controladas em laboratório (Simões & Tauk-Tornisielo, 2005). Além disso, produtos bioativos de origem microbiana, como antifúngicos e antimicrobianos, podem ser originados de linhagens de Streptomyces, Penicillium e outros fungos do gênero Aspergillus, como A. clavatus e A. niger (Brakhage & Schroeckh, 2010).

Apesar do grande número de espécies adaptadas aos mais diversos ambientes, são poucos os peptídeos antifúngicos e antibacterianos que têm sido isolados de fungos (Chu et al., 2006). Devido ao crescimento de microrganismos resistentes nas últimas décadas, tem-se aumentado a busca de peptídeos antimicrobianos nesses organismos. A maioria das pesquisas tem procurado investigar produtos naturais, destacando-se a classe de Peptídeos Antimicrobianos (AMPs) como o principal alvo. Essa classe geralmente apresenta baixo peso molecular, com menos de 100 resíduos de aminoácidos, com motivos estruturais conservados (Tossi & Sandri, 2002).

Como os AMPs diferem estruturalmente dos antibióticos convencionais produzidos por bactérias e fungos, eles oferecem novos moldes para o desenvolvimento de compostos farmacêuticos efetivos contra patógenos resistentes (Heinemann et al., 2000).

Material e Métodos
Os fungos filamentosos do gênero Aspergillus (A. flavus, A. fumigatus, A. niger e A. tamarii Kita) foram mantidos em tubos de ensaios contendo 5 mL de meio ágar batata dextrose (BDA). Para o cultivo dos mesmos foi utilizado o meio líquido a base de Peptona, descrito por Hajji et al. (2010). A produção do micélio foi feita com a incubação e utilização de um shaker. O extrato bruto dos fungos foi obtido por filtração a vácuo e posteriormente foi centrifugado para separação dos peptídeos em microfiltros (Vivaspin 500) de corte molecular de 10 kDa e 3 kDa. Primeiramente, as amostras foram passadas pelo microfiltro de 10 kDa e o filtrado foi concentrado no microfiltro de 3 kDa.
O teste de atividade antimicrobiana foi feito através da inoculação das bactérias Escherichia coli, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus em ágar Mueller Hinton (MH) por meio da técnica de disco difusão, no qual cerca de 10 mL desse meio de cultivo foram adicionados em placas de Petri, e as suspensões de bactérias foram inoculadas com o auxílio de swabs estéreis, formando um tapete. Sobre pequenos discos de papel foram adicionados 50 µL de extrato bruto (200 mg/mL) obtido do cultivo dos fungos, contendo proteínas acima de 10 kDa e com tamanho de 3 a 10 kDa. Foram colocados sobre as placas com o auxílio de uma pinça, juntamente com discos do antibiótico gentamicina (10 µg), que foi utilizado como controle positivo, e uma solução contendo somente o meio de cultura líquido, que foi utilizada como controle negativo. As placas de Petri foram mantidas primeiramente por 1 hora a 4 °C e, posteriormente, incubadas durante 24 horas a 37 °C para bactérias e 72 horas a 30 °C para fungos. A atividade antimicrobiana foi avaliada medindo-se o diâmetro de crescimento do halo de inibição em milímetros. 

Para a determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida mínima (CBM), foi utilizado o método da microdiluição em caldo, descrito por Santúrio et al. (2007), Hajji et al. (2010) e Weber et al. (2014) que foram adaptados de acordo com as condições do laboratório.


A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada utilizando Tampão 10X (1,5 µL), Cloreto de Magnésio (1,0 µL - 2,66 mM), Primer Direto AFP (1,0 µL -10 pmol) e Reverso AFP (1,0 µL - 10 pMol), dNTPs (0,51,0 µL - 10 mM), DNA dos fungos A. flavus e A. fumigatus (200 ng), enzima Taq Polimerase (2,5 U) e completou-se o volume de 15 µL com água Milli-Q. Condições da reação: 35 ciclos: 94 ºC 1 min, 50 ºC por 1 min, 72 ºC por 1 min. Após o último ciclo, permaneceu por  5 min em 72 ºC e manteve-se em 4 ºC. A visualização da reação de PCR foi feita em gel de agarose 1%.
Resultados e Discussão
Teste antimicrobiano

Do total de 17 amostras, 8 apresentaram halos de inibição que foram medidos e comparados com os halos de inibição resultantes dos controles.
Concentração Inibitória Mínima e Concentração Bactericida Mínima
No total, 17 extratos fúngicos foram utilizados para os testes de atividade antimicrobiana, 8 amostras apresentaram inibição do crescimento das bactérias, como é o caso da amostra do fungo A. flavus (3 kDa) que em uma concentração de 200 mg/mL resultou em atividade inibitória contra as bactérias E. coli e K. pneumoniae.

Para as amostras de A. fumigatus foi notada atividade inibitória para as concentrações de 200 mg/mL desde o extrato fúngico puro (sem utilização de colunas de separação) até o extrato obtido em colunas de separação de 10 kDa e 3 kDa, contra as bactérias K. pneumoniae (A. fumigatus puro e 3 kDa) e S. aureus (A. fumigatus puro e > 10 kDa).

O mesmo aconteceu com as amostras do fungo A. tamarii Kita que apresentaram inibição contra as bactérias B. subtilis (A. tamarii puro e >10 kDa) e K. pneumoniae (A. tamarii puro, >10 kDa e 3 kDa). Contudo, não existem relatos na literatura de testes de  atividade antimicrobiana utilizando extratos fúngicos aquosos para A. flavus, A. fumigatus e A. tamari Kita.
Em relação às amostras relacionadas ao fungo A. niger, apenas a alíquota que foi concentrada em uma coluna de 10 kDa (> 10 kDa) apresentou atividade inibitória em uma concentração de 200 mg/mL contra a bactéria E. coli, em concordância com Hajji et al. (2010).
Para o experimento de Concentração Bactericida Mínima, das 17 amostras testadas, nenhuma apresentou efeito bactericida, acredita-se que a concentração mínima bactericida utilizada deve ser maior do que a concentração máxima que foi usada para os experimentos (200 mg/mL), como relatado por Hajji et al. (2010). 
Reação em Cadeia da Polimerase (PCR)

A primeira reação foi realizada utilizando o DNA genômico dos fungos A. fumigatus e A. flavus com os primers AFP, na temperatura de 50 °C. Houve amplificação para o DNA de A. fumigatus, porém, a fim de otimizar a reação, novas amostras desse fungo foram analisadas, utilizando um gradiente de temperatura de 51 a 55 °C. Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 1% e o resultado da amplificação pode ser observado na figura 1. 
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Figura 1 – M = Marcador Ludwig 100 pb; 1 = Reação a 51 °C; 2 = Reação a 52 °C; 3 = Reação a 53 °C; 4 = Reação a 54 °C; 5 = Reação a 55 °C
Houve amplificação somente a 51 °C, com formação de uma banda de aparentemente 2000 pares de base e uma banda menor de 500 pares de base, ambas indicadas pela estrela. 
Conclusões

Todos os extratos fúngicos testados (A. flavus, A. fumigatus, A. niger, A. tamarii Kita) apresentaram atividade antibacteriana contra pelo menos uma das bactérias testadas, mostrando a importância do estudo dos peptídeos presentes nesses organismos na busca de compostos bioativos. A otimização da reação não produziu uma banda única, necessitando de futuros testes para aumentar a especificidade dos oligonucleotídeos. Entretanto, as bandas não foram purificadas e sequenciadas para a confirmação e posterior comparação com sequencias depositadas nos bancos de dados de nucleotídeos. 
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