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AVALIAGAO DA PRODUGAO DE PEPTIDEOS ANTIFUNGICOS (PAFs)
EXPRESSOS POR FUNGOS DO GENERO PENICILLIUM E ASPERGILLUS

Resumo

O surgimento de novas doencas fungicas tornou-se um problema de saude
publica mundial. Nos Ultimos anos tem se acelerado a busca por novas fontes
de bioativos capazes de serem aplicados contra fungos patogénicos aos
humanos e para o controle de fitopatdgenos. Nesse contexto, 0os peptideos
antifangicos (PAFs) sdo moléculas estaveis e considerados promissores como
novos antifingicos eficazes para atacar fungos resistentes aos antifiingicos
atuais. Os fungos para o estudo foram selecionados com base em avaliacdo da
literatura e de bases de dados gendmicos. Foram selecionados o fungo
Penicilium expansum, Penicillium citrinum e Aspergillus flavus que sao
reportados como produtores de PAFs. Os fungos foram identificados por
sequenciamento da regido génica do DNA ribossomal por amplificacdo com PCR
convencional usando os primers descritos na literatura ITS1 e ITS4. O DNA
gendmico dos fungos foi extraido e purificado com Fenol-cloroférmio, e apos
quantificacdo e visualizacéo da integridade do DNA gendmico em gel de agarose
foi realizado a PCR em nosso laboratério e sequenciamento pela empresa
Ludwig Biotecnologia. As sequéncias obtidas foram analisadas pelo BLASTn e
apos a identificacdo dos fungos por analise filogenética, as sequéncias foram
depositadas no GenBank. Um peptideo antifingico hipotético de Aspergillus
flavus foi encontrado na base Ensembl fungi e primers foram desenhados com a
ferramenta OligoAnalyzer (Integrated DNA Technologies-IDT) para amplificar o
gene deste PAF. A estrutura tridimensional do peptideo antifungico foi
inicialmente modelada utilizando modelos do banco de dados Swiss-Model.
Foram sintetizados primers para 3 classes de PAFs ja descritos na literatura e
estes primers foram inicialmente utilizados na PCR com o DNA gendmico do
fungo P. citrinum para otimizacéo da reacdo. Nesta reacdo a amplificacdo em P.
expansum, P. citrinum e A. flavus, no entanto os amplicons sequenciados néo
corresponderam aos genes de PAFs. Os fungos foram cultivados em meio
liqguido com agitagdo e estacionario como descrito na literatura. Testes de
atividade antifangica em placas de 96 pocos foram realizados utilizando
amostras de extrato do cultivo purificados por cromatografia de exclusdo de
molecular. Foi verificada a sensibilidade do fungo Aspergillus niger aos extratos
produzidos por P. citrinum e A. flavus em placas de cultura, revelando que as
amostras de P. citrinum A2 e A. flavus foram Al, A2, A5, A6, G1, G6, G7, H1,
H4, H5 e H8 apresentaram atividade antifingica. As frac6es do extrato purificado
do cultivo liquido foram dosadas e submetidas a eletroforese em Tricina SDS-
PAGE 16% revelando a presenca de peptideos, entretanto estes ndao foram
caracterizados neste trabalho, abrindo novas perspectivas para a caracterizacao
bioquimica dos peptideos presentes nos extratos.

Palavras chaves: Peptideos antifungicos, género Penicillium, Co-cultivo



EVALUATION OF THE PRODUCTION OF ANTIFUNGAL PEPTIDES (PAFs)
EXPRESSED BY FUNGI OF THE GENUS PENICILLIUM AND
ASPERGILLUS

Abstract

The emergence of new fungal diseases has become a global public health issue.
In recent years, the search for new sources of bioactives capable of being applied
against pathogenic fungi in humans and for the control of phytopathogens has
accelerated. In this context, antifungal peptides (AFPs) are stable molecules
considered promising as new effective antifungals to target fungi resistant to
current antifungal treatments. The fungi for the study were selected based on a
review of the literature and genomic database analyses. The fungi Penicillium
expansum, Penicillium citrinum, and Aspergillus flavus were selected, as they are
reported producers of AFPs. The fungi were identified through sequencing of the
ribosomal DNA gene region via conventional PCR amplification using the ITS1
and ITS4 primers described in the literature. The fungal genomic DNA was
extracted and purified with phenol-chloroform, and after quantification and
visualization of DNA integrity on agarose gel, PCR was performed in our
laboratory, and sequencing was carried out by Ludwig Biotechnology. The
obtained sequences were analyzed using BLASTn, and after fungal identification
through phylogenetic analysis, the sequences were deposited in GenBank. A
hypothetical antifungal peptide from Aspergillus flavus was found in the Ensembl
Fungi database, and primers were designed using the OligoAnalyzer tool
(Integrated DNA Technologies-IDT) to amplify the gene encoding this AFP. The
three-dimensional structure of the antifungal peptide was initially modeled using
templates from the Swiss-Model database. Primers for three classes of AFPs
previously described in the literature were synthesized and initially used in PCR
with the genomic DNA of P. citrinum for reaction optimization. However, despite
amplification in P. expansum, P. citrinum, and A. flavus, the sequenced
amplicons did not correspond to AFP genes. The fungi were cultured in liquid
medium under agitation and stationary conditions, as described in the literature.
Antifungal activity assays were conducted in 96-well plates using culture extract
samples purified through molecular exclusion chromatography. Sensitivity tests
revealed that Aspergillus niger was susceptible to extracts produced by P.
citrinum and A. flavus. Specifically, P. citrinum sample A2 and A. flavus samples
Al, A2, A5, A6, G1, G6, G7, H1, H4, H5, and H8 exhibited antifungal activity. The
fractions of the purified liquid culture extracts were quantified and subjected to
electrophoresis using 16% Tricine SDS-PAGE, revealing the presence of
peptides. However, these peptides were not characterized in this study, paving
the way for future biochemical characterization of the peptides present in the
extracts.

Keywords: Antifungal peptides, Penicillium genus, Co-cultivation
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SECAO 1
Aspectos moleculares de peptideos antifungicos e
estratégias de producdo em cultivo submerso a
partir de Penicillium e Aspergillus: uma breve
revisdo'
Aspectos moleculares de peptideos antifingicos e estratégias de producédo em cultivo
submerso de Penicillium e Aspergillus: uma breve reviséo

N. W. V. Wilkon®; S. A. Zismann?; R.C.G. Simio3; A. Maller*; M.K.
Kadowaki®; J.L.C Silva®

123456 Centro de Ciéncias Médicas e Farmacéuticas, P6s-graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas - PCF,
Universidade Estadual do Oeste do Parana, 85816-110, Cascavel - Parana, Brasil.

* jlcsilva@gmail.com

Os fungos produzem muitas moléculas bioativas e, entre elas, os peptideos antifingicos (PAFs)
tém se destacado nas Ultimas décadas. Atualmente, esses compostos tém sido estudados com
0 objetivo de encontrar moléculas com atividade bioldgica contra fungos patogénicos e outras
aplicagbes biotecnologicas. Os PAFs de origem fangicas sdo poucos difundidos e estudados,
esta revisdo visa apresentar as principais classes de peptideos antifungicos produzidos por
espécies de fungos dos géneros Penicillium e Aspergillus, com énfase em seus aspectos
moleculares, atividade bioldgica, estratégias de producao, purificacdo para facilitar o emprego
dos métodos corretos para a caracterizagdo de futuros PAFs. A metodologia aplicada consistiu
na busca em bases de dados como PubMed, Web of Science, Scopus e Portal Perioédicos —
CAPES, utilizando as palavras-chave: Penicillium, Aspergillus, Peptideos, Peptideos
antimicrobianos e Peptideos antifingicos, recuperando artigos de 2000 a 2022. A analise dos
artigos revelou os tipos de meios de cultura e seus componentes, técnicas e materiais usados
para purificar e produzidos por Penicillium e Aspergillus. Além disso, foram revisados os aspectos
moleculares dessas moléculas, destacando motivos que poderiam afetar a atividade biolégica e
outros fatores (elementos quimicos e fontes de nutrientes) que poderiam afetar a expressao de
PAFs em cultura liquida. Devido a dificuldade excepcional de produzir PAFs em culturas
axénicas, esta revisdo buscou levantar questdes sobre a possibilidade de usar técnicas de co-
cultura para produzir PAFs a partir de fungos filamentosos.

Palavras-chave: Antifingico peptideo, co-cultivo, motivo.

1 Artigo elaborado e formatado de acordo com as normas editoriais da revista cientifica a qual foi
submetido, estando em processo de avaliagao para possivel publicagao.
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1. INTRODUCAO

As popula¢des humanas tém contato com fungos desde o periodo pré-historico,
no entanto, o primeiro estudo relacionado aos fungos foi relatado no século XVII. Desde
entdo, reforcado pela atribuicdo de um reino especifico que incluiria esses organismos
vivos — 0 Reino Fungi — denominacéo feita por Whittaker em 1969, esses organismos
tém sido objeto de estudo cientifico em varias areas, ganhando espac¢o na inddstria
quimica e farmacéutica, na agricultura, na medicina veterinaria e humana. O Reino
Fungi inclui muitas espécies distintas, com um numero estimado de 1,5 milhdo de
espécies, entretanto, apenas 5% dessa biodiversidade € atualmente conhecida e
sistematicamente classificada no Reino Fungi.

Penicillium e Aspergillus sdo os géneros mais estudados do reino dos fungos e
podem ser encontrados em diversos ambientes externos e internos, como solo, ar,
alimentos e ambientes de condicbes extremas, atuando como excelentes
decompositores. Em nivel laboratorial, € conhecida a capacidade desses fungos de
produzir compostos como antibiéticos, herbicidas, antioxidantes, inseticidas, agentes
antineoplasicos e até substancias toxicas. Aspergillus é um dos fungos mais
encontrados no ambiente, interagindo com humanos, animais, plantas e varios
ecossistemas.

Em termos de producdo de moléculas ativas, os géneros Penicilium e
Aspergillus ocupam posicéo de destaque [5]. E conhecida a producgéo de policetideos,
peptideos nao ribossémicos, terpenos e alcalbides por fungos do género Aspergillus, os
quais sdo de grande valor para o campo farmacolégico [4]. Os compostos bioativos
produzidos por fungos dos géneros Penicillium e Aspergillus que foram objeto de estudo
desta revisdo sao os peptideos antimicrobianos (AMPs), mais especificamente o grupo
denominado peptideos antifingicos (PAFs), assim denominados devido a sua atividade
predominante contra cepas fungicas utilizadas para se defenderem de fungos nocivos
[6].

Atualmente, o0s bancos de dados gendmicos Ensembl Fungi
(https://fungi.ensembl.org/index.html) e 0 portal do genoma JGI
(https://genome.jgi.doe.gov/portal/) ttém nos auxiliado no estudo de novos candidatos a
PAFs por meio da busca nos genomas sequenciados e anotados. Huang e
colaboradores apontaram que os fungos produtores de peptideos antimicrobianos

(AMPs) com potencial atividade antifungica pertencem principalmente a classe dos
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Eurotiomycetes (Aspergillus, Monascus, Penicillium, Paecilomyces) e Sordariomycetes
(Fusarium) [7].

Esta revisdo pretendeu reunir e descrever as estratégias de producao e
purificacdo de PAFs que foram obtidos de espécies dos géneros Penicillium e
Aspergillus. Aqui as metodologias e o conhecimento atual das caracteristicas
bioquimicas dos PAFs que levaram a obtencdo dessas moléculas e uma discussao
sobre os aspectos estruturais que poderiam influenciar sua atividade bioldgica e outros
fatores que poderiam afetar a expressdo dos PAFs em cultura liquida. Além disso, a
possibilidade de que este sistema de co-cultura poderia ser uma metodologia para

melhorar a producéo de PAFs ndo expressos em cultura pura.

2. METODOLOGIA

PubMed base de dados, Web of Science, Scopus e Portal de Periédicos da
CAPES ( http://www.periodicos.capes.gov.br ) foram usados na procura por artigos com

os descritores: Penicillium, Aspergillus, peptideos, peptideo antimicrobiano e peptideo
antifingico, recuperando artigos de 2000 a 2024. Artigos com peptideos de origem ndo
fungica e sintéticos foram excluidos. Artigos originais referindo-se aos primeiros PAFs
antes desse periodo foram incluidos na revisao sistematica, porque foram os marcos no
campo de pesquisa de PAFs. As sequéncias de nucleotideos foram baixadas do
Genbank (banco de dados NCBI) e as andlises filogenéticas realizadas com Software
Mega-X 10.2.6 e Clustal Omega ( https://www.ebi.ac.uk/), ambos os softwares

disponiveis online. A modelagem de peptideo foi realizada com Pymol 2.5.3.

3. PEPTIDEOS ANTIFUNGICOS

3.1. Aspectos bioquimicos e mecanismo de acdo

Os PAFs pertencem a uma subclasse de peptideos antimicrobianos (AMPS),
compartilhando as caracteristicas dessas moléculas. A maioria dos AMPs € composta,
geralmente, de 10 a 50 aminoacidos, com uma carga positiva geral, variando de +2 a
+11, e frequentemente assumem conformagdes de a-hélice ou folha (. Eles sao
sintetizados como pré-pro-proteinas, contendo uma sequéncia sinal (SP) para secrecao
no espaco extracelular e uma pro-sequéncia na extremidade N-terminal, que é removida
antes ou durante a sua liberacdo no sobrenadante das culturas liquidas [8].

Os PAFs produzidos pelos géneros Penicillium e Aspergillus na classe de

peptideos antimicrobianos do tipo defensinas, que sdo pequenos (menos de 50
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aminodcidos), catidnicos e ricos em residuos de cisteina, que se dobram em folhas 3
compactas estabilizadas por pontes dissulfeto [6]. Considerando as analises da
sequéncia aminoacidica e da estrutura génica dos PAFs, foi proposta uma nova
classificacdo dessas moléculas, alocando os peptideos em trés classes (A, B e C) com
base em aspectos filogenéticos, estruturais e genéticos [9, 10]. Os PAFs da classe A
contém de seis a oito residuos de cisteina em sua sequéncia primaria de peptideo, além
de trés éxons e dois introns no gene. Os PAFs da classe B possuem 0 mesmo hdimero
de éxons e introns, mas sao mais conservados dentro da prépria classe B. No entanto,
os PAFs da classe C apresentaram homologia conservada, mas diferem das classes A
e B no nimero de éxons e introns, possuindo dois éxons e um intron [10].

De modo geral, os fungos possuem um repertério complexo de PAFs, expressos
de acordo com as condi¢bes do ambiente e as condi¢des relatadas in vitro. Assim,
compreender os processos bioldgicos de inducdo para a expressdo dos PAFs é
essencial para a descoberta de novos PAFs. Atualmente, a atividade antifangica dos
PAFs foi demonstrada experimentalmente, e muitos estudos estdo sendo conduzidos
para caracterizar os mecanismos de acao desses peptideos [7].

A grande maioria dos PAFs atua em alvos de microrganismos, como: parede
celular, membrana e outros componentes celulares, como acidos nucleicos, organelas
e macromoléculas intracelulares. Através de seus mecanismos de acgdo, os PAFs
causam mudangcas macroscopicas, inibindo o crescimento micelial, afetando a
germinacdo de esporos ou provocando que as hifas ou esporos se rompam, inchem,
torcam ou se deformem, entre outros efeitos [9]. Exemplos de PAFs e seus mecanismos
de acéo natabela 1.

Tabela 1. Atividade biolégica de alguns peptideos antifiingicos de Penicillium e
Aspergillus e os seus mecanismos de agao.

Referéncia
Efeitos bioldgicos
PAF Espécie do fungo e mecanismos de
acao

Abertura de poros [29]
pelo modelo de
parede de barril
afetando a
permeabilidade da
membrana

ANAFP Aspergillus niger
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Abertura de poros [39]
pelo modelo de
Aspergillus parede de barril
AFP )
giganteus afetando a
permeabilidade da
membrana
Aspergillus Penetra na célula e [40]
giganteus pode condensar o
DNA in vitro
PAF Penicillium Penetra na célulae [49]
chrysogenum in vitro nao
apresentou
interagdo com o
DNA
Penicillium Alteractes [47]
chrysogenum morfologicas e
espécies reativas
de oxigénio (ROS).
Efeitos
semelhantes a
apoptose devido a
presenca de
microvesiculas
apos interacao
NFAP Neosartorya Afeta a integridade [42]
fischeri da parede celular, a
producdo de ROS e
o efeito apoptotico
Neosartorya Efeitos no [43]
fischeri citoplasma celular,
crescimento lento,
encurtamento,
inchago e mdltiplas
ramificagcbes
Neosartorya Localizacéo
fischeri citoplasmética em
células de [44]

Neurospora crassa
de NFAP indica
permeabilizacdo e
morte celular
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NFAP2 Neosartorya Interage com a [45]

fischeri membrana
plasmética abrindo
poros, porém nao
apresentou
apoptose em
Saccharomyces
cerevisiae e é
metabolicamente

inativo
Afpb Penicillium Reducéo do [48]
chrysogenum metabolismo,

parede celular
danificada, ROS,
aumento da
secrecado de
proteinas.

3.2. Peptideos antifungicos e atividade biol6gica

Os peptideos antifingicos sdo produzidos por diferentes organismos vivos como
uma parte representativa da resposta imune inata para combater desafios microbianos
[8]. Os fungos que se destacam nesta revisdo como produtores de peptideos
antifingicos foram Penicillium chrysogenum, Penicillium digitatum, Monascus pilosus,
Penicillium brevicompactum, Aspergillus giganteus, Aspergillus niger, Penicillium
nalgiovense, Penicillium expansum e Aspergillus clavatus [6-13].

O primeiro gene de PAF do género Penicilium foi o peptideo antifingico
chamado PAF, isolado de P. chrysogenum Q176 por Marx [13] e posteriormente
caracterizado por Kaiserer et al. [14]. Geisen [11] observou que Penicillium nalgiovense
possui um gene com alta homologia ao gene do peptideo antimicrobiano PAF de P.
chrysogenum, demonstrando atividade antifingica do extrato do fungo estudado, sem
ter o peptideo isolado. Isso também foi relatado na cepa P. crustosum FP11 por
Menegotto et al. [26], cujo gene codifica o peptideo PcAFP, homdélogo ao gene que
codifica o peptideo PgAFP. Mesmo sem ter o peptideo isolado, como relatado por
Geisen [11], Menegotto et al. [26] obteve atividade antifingica e antibacteriana do
peptideo PcCAFP. Rodriguez-Martin et al. caracterizaram uma nova proteina antifingica
— PgAFP — de P. chrysogenum RP42C [15].

Seibold et al. [17] estudaram as propriedades de uma proteina de P.
brevicompactum Dierckx chamada Bubble Protein, representativa da classe C dos

PAMs, conforme classificado por Garrigues et al. [10]. Estudando fungos de sedimentos
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articos, Chen et al. [19] purificaram e caracterizaram um novo peptideo de P.
chrysogenum A096, o peptideo Pc-Arctin. Garrigues et al. [20] também isolaram uma
nova proteina antifungica de P. digitatum CECT 20796, AfpB. Em P. expansum CECT
20906, Garrigues et al. [10] trouxeram novidades para a area de estudo ao atribuir a
essa cepa a origem de trés PAFs: PeAfpA, PeAfpB e PeAfpC. Huber et al. isolaram e
analisaram uma nova proteina antifungica de P. chrysogenum Q176, chamada PAFB
[22]. O trabalho de Heredero et al. [23] mostra o planejamento e construcdo de uma
proteina antifangica hibrida, usando P. digitatum como maquindrio celular de producéo,
através da juncado de dois PAMs existentes: o AfpB de P. digitatum e o peptideo sintético
PAF-26.

No género Aspergillus, o primeiro PAF isolado foi o AFP, produzido pela cepa A.
giganteus MDH 18894, com base nos estudos de Olson et al. [32] e Olson et al. [27].
Alguns anos depois, Lee et al. [29] isolou um PAF de A. niger, o AnAFP. Outra espécie
proeminente na producdo de PAFs é A. clavatus, que possui dois peptideos descritos:
AcAFP, isolado da cepa VR1 [12], e AcCAMP, isolado da cepa ES1 [30]. Binder et al. [31]
isolou mais um PAF de A. giganteus — AFPNN5353 — da cepa A3274.

De acordo com Mahlapuu et al. [8], os peptideos antimicrobianos tém um amplo
espectro de atividade biolégica e sao ativos contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, fungos, virus, parasitas e alguns tipos de células cancerigenas. A Tabela 2
mostra os PAFs produzidos por diferentes fungos dos géneros Penicillium e Aspergillus

e 0S microrganismos nos quais eles tém atividade bioldgica inibitoria.

Tabela 2. Peptideos antifungicos produzidos pelos géneros Penicillium e Aspergillus em
ordem cronolégica dos estudos.
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PAF Fungo (s) Referéncia
inibido
Aspergillus niger,
Aspergillus flavus,
PAF Penicillium Aspergillus [13-14]
chrysogenum Q176 fumigatus,
Aspergillus
giganteus,
Aspergillus nidulans
, Botrytis cinerea,
Cochliobolus
carbonum,
Fusarium oxysporum
, Gliocladio roseum,
Neurospora crassa ,
P. chrysogenum
(cepa selvagem ) e
Trichoderma
koningii
Penicillium Penicillium
N&o isolado nalgiovense BFE66  roqueforti , [11]
(homdlogo ao gene  Penicillium. Penicillium
paf) nalgiovense BFE67  digitatum,
Penicillium italicum ,
A. flavus , Mucor sp.
, Bissoclamide sp e
Geotrichum candida
PgAFP Penicillium Penicillium [15-16]
chrysogenum RP42C  echinulatum
Penicillium
commune e A. niger
Proteina de bolha Penicillium Saccharomyces [17-18]
brevicompactum cerevisiae
Dierckx
Pc- Arctin Penicillium Paecilomyces [19]
chrysogenum A096 variotii ,
Trichoderma viride e
Alternaria longipes
AfpB P. digitatum CECT P. digitatum , B. [20]
20796 cinérea, Penicillium
expansum, P.
italicum , P.
chrysogenum, A.
niger e F. oxysporum
P. expansum CECT P. expansum, P.
PeAfpA 20906 (producdo de  digitatum , P.
PeAfpB PeAfpA) italicum , P.
PeAfpC chrysogenum, B. [10, 20]
P. chrysogenum A cinerea,

paf (producéo de
PeAfpB e PeAfpC)

Magnaporthe oryzae
, F. oxysporum,
Gibberella
moniliformis , A.



flavus, A. niger ,
Trichophyton rubrum
, Artrodermia
vanbreuseghemii ,
Candida albicans,
Candida glabrata ,
Céandida parapsilosis
e S. cerevisiae

24

PAFB

P. chrysogenum
Q176
P. crisdgeno A paf

Aspergillus terreus ,
A. fumigatus , A.
niger, N. crassa, P.
chrysogenum, T.
rubrum , C. albicans
e S. cerevisiae

[21-22]

Peptideo Hibrido
AfpB-PAF26

P. digitatum CECT
20796

P. digitatum , P.
chrysogenum, B.
cinerea, P.
expansum, P.
italicum e A. niger

[23]

PAFC

P. chrysogenum
Q176

P. crisdgeno &P ¢ (
P. chrysogenum A

paf)

N. crassa ,
Microsporum
gypseum, T. rubrum,
C. albicans, C.
glabrata, C.
parapsilosis ,
Candida
guilliermondii e
Candida krusei

[24-25]

PCAFP

Penicillium
crustosum FP11

Staphylococcus
aureus e C. albicans

[26]

AFP

Aspergillus
giganteus MDH
18894

T. koningii , F.
oxysporum ,
Penicillium
purpurogenum e
Trichoderma
harzianum

[27-28]

UmaAFP

Aspergillus niger
KCTC 2025

Tricosporo Beigelli ,
A. flavus, A.
fumigatus, F.
oxysporum,
Fusarium solani , C.
albicans e S.
cerevisiae

[29]

ACAFP

Aspergillus clavatus
VR1

F. oxysporum, F.
solani , B. cinerea ,
Trichoderma reesei ,
A. niger ,
Stacchibotris
microbiospora e
Alternaria Solani-Sol

[12]

ACAMP

S. aureus, Bacillus
cereus , Micrococcus

[30]
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Aspergillus clavatus  luteo , Enterococcus

ES1 faecalis , Escherichia
coli, Pseudomonas
aeruginosa, A. niger,
F. oxysporum e F.

solani
Fusarium [31]
AFP nns3s3 Aspergillus sambucinum , A.
giganteus A3274 flavus, A. fumigatus ,

A. giganteus , A.
nidulans, A. terreus ,
A. niger, B. cinerea,
F. oxysporum,
Gliocladium roseum
, N. crassa, P.
chrysogenume T.
koningii

3.3 Estratégias de producao: Condi¢des de cultura de Peptideos antifingicos de fungos

Desde o primeiro isolamento de PAFs, tem-se destacado que fontes de carbono
e nitrogénio estdo relacionadas a regulacdo da expressdo génica, conforme descrito
para o peptideo PAF de P. chrysogenum, que foi identificado em meios de cultura
contendo sacarose e NaNOs;, em contraste com meios de cultura contendo glicose e
glutamina, no qual a quantidade produzida néo foi suficiente para a purificagéo [33]. O
monossacarideo D-glicose também foi eficaz na indug&o de Anafp, ACAFP e a proteina
Pc-Artic [19, 29]. A metodologia escolhida para esta revisdo estudou a produgéo de
PAFs sem considerar técnicas de producdo de peptideos sintéticos. Portanto, é
necessario expor o tipo de cultivo e as condi¢des de cultivo, bem como o meio de cultura

adotado para produzir cada um dos PAFs mencionados nesta revisao (Tabela 3).

Tabela 3 Tipos de cultivo, condigbes e meios de cultura (com constituintes) para
producdo de PAFs pelos géneros Penicillium e Aspergillus.
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PAF Cultivo Condices Meiode Componentes do Referéncia
de cultura  meio de cultura
crescimento
Cultivo 48 horas a Néo NaNO 3, KCI , MgSO
liquido sem 25°C descrito  4.7H .0, FeSO 4.7H ;
PAF agitacdo O, sacarose, tampao [12-13]
fosfato pH 5,8
Cultivo 72 horas a Midia Peptona, extrato de
liquido sem 25°C completa  levedura, NZ- amina,
agitacéo glicose, KCI , MgSO 4
.TH 20, KH 2PO 4,
pH 6,5
Nao Cultivo 96 horas a Agar Né&o descrito [8]
isolado solido 25°C extrato de
(homélogo malte
ao gene
paf)
PgAFP Cultivo 360 horasa  Caldo de Extrato de malte,
liquido sem 25°C extrato de  glicose, peptona, pH [14-15]
agitacdo malte 45
Cultivo 360 horasa  Caldo de N&o descrito
liquido sem 25°C extrato de
agitagéo batata
Proteina Cultivo 168 horasa  Midia MS Caseina, fitagel e [16-17]
de bolha solido 20°C hidrolisado de maltose
Pc- Arctin Cultivo 72 horas a Midia Farinha de soja, [18]
liquido a 28 °C SGY glicose, extrato de

200 rpm

levedura e NaCl
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Glicose, FeSO 4, NH 4

Cultivo NO 3, NaCl, MgSO 4
AfpB liquido sem 264 horas a Midia .7TH,0,KH ;PO 4, H [19-20]
agitacdo 25°C PdMM 3BO 3, CuSO 4.5H ;
O, MnSO 4.H 20, Na
2M00 4.2H ; O,
ZnS0O 4.7H ;2 O,
tampdo MES pH 5,3
Producéo de
PeAfpA: Midia Né&o descrito
240 horas PDB
(temperatura
nao
descrita)
PeAfpA Cultivo PeAfpB e Sacarose, NaNO s, [10, 20]
PeAfpB liquido sem  PeAfpC : 96 KCI, MgSO 4.7H > O,
PeAfpC agitacdo horas Midia FeSO 4.7TH,0,H;
(temperatura PCMM  BO 3, CuSO 4.5H >0,
nao MnSO 4.H,0, Na
descrita) MoO 4.2H , 0O, ZnSO
47120, NaCl/P ipH 58
Producéo 24 - 144
natural: horas em Midia N&o descrito
Cultivo 25°C MM
PAFB liquido sem [20-21]
agitacdo
Producao 72-96
por horas em Midia Descrito acima
expressdo 25°C PCMM
homologa:
cultura
liquida a
200 rpm
Peptideo Cultivo 240 horas a [22]
Hibrido liquido a 25°C Midia Descrito acima
AfpB- 180 rpm PdMM
PAF26
PAFC Cultivo 96 horas a Midia Descrito acima [23-24]
liquido a 25°C PCMM
200 rpm
PCAFP Cultivo 168 horas a Midia Amido, extrato de [25]
liquido a 28 °C AFPIM carne, peptona, NaCl

180 rpm

e etanol
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AFP Cultivo 48 horas a Nao Amido de milho, [26-27, 31]
liquido sem 30°C descrito extrato de carne,
agitacdo a peptona e NaCl
250 rpm
UmaAFP Cultivo 72 -96 Midia Glicose, peptona e [28]
liquidosem  horas a 30 YPD extrato de levedura
agitacéo a °C
140 rpm
AcAFP Cultivo 96 horas a Midia Extrato de levedura, [9]
liquido sem 30°C LGB peptona, NaCl e
agitacdo a glicose
150 rpm
AcAMP Cultivo 96 horas a Néo Extrato de levedura, [29]
liquido sem 30°C descrito peptona, NaCl e
agitacéo a glicose
150 rpm
AFP nns3s3 Cultivo 72 horasa  Substrato Extrato de carne, [30]
liquido sem 30°C AMC peptona, amido de
agitacéo a milho, NaCl e
220 rpm plurdnico

A partir dos dados coletados, observou-se uma predominancia do cultivo liquido
em detrimento do sélido, sendo conduzido principalmente com agitacao. A temperatura
de incubacéao utilizada nas culturas de fungos do género Penicillium varia de 20 a 28 °C,
com predominancia de 25 °C. No cultivo do género Aspergillus, foi utilizada uma
temperatura de 30 °C. A temperatura de incubagédo em todos os estudos coincide com
a usual para a vida dos fungos filamentosos estudados. O tempo de incubagédo dos
fungos varia conforme as necessidades de cada espécie. Os meios de cultura séo
necessariamente compostos por fontes de carbono, fontes de nitrogénio, sais e
elementos essenciais, ajustados para um pH adequado, com alguns meios mais simples
e outros mais elaborados. Os componentes do ambiente, como fontes de carbono e
nitrogénio, bem como sais, séo ajustados para a produ¢éo de peptideos, uma vez que
estdo relacionados a inducdo ou repressao da transcricdo génica, um processo

fundamental para a obtencéo de peptideos [33].
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Além do método convencional de produc¢éo de peptideos, que consiste no cultivo
do fungo e na obtencéo do produto desejado do sobrenadante, Sonderegger et al. [21]
propuseram um sistema de expressao baseado em P. chrysogenum, que garante a
producao de peptideos na quantidade e pureza necessérias para a andlise estrutural e
funcional dessas moléculas. Esse sistema, que utiliza engenharia genética, visa
produzir AMPs catibnicos e ricos em cisteina, sendo extremamente Gtil no estudo de
PAFs do género Penicillium. O sistema consiste no forte promotor do gene paf, ha
sequéncia pré-pro do peptideo PAF e no sinal de terminacao do gene paf, o que permite
a secrecédo de proteinas recombinantes em altos niveis, com o correto dobramento da
proteina e a formacdo adequada das pontes dissulfeto. A expressdo do sistema
geralmente utiliza a maquinaria celular de uma cepa mutante de P. chrysogenum, a

cepa P. chrysogenum Apaf, que tem o gene paf deletado [21, 34].

Holzknecht et al. [24] usaram o sistema para obter o peptideo PAFC em larga
escala, no entanto, quando Huber et al. [22] usaram 0 mesmo sistema, ndo detectaram
o peptideo PAFB na cultura de P. chrysogenum Q176. Da mesma forma, Garrigues et
al. [10], ao obter a producdo de apenas um PAF (PeAfpA) diretamente de cultivo
submerso de P. expansum néo transformado, usaram o sistema de expressao para
produzir os outros dois PAFs (PeAfpB e PeAfpC). Garrigues et al. [20], notando a
auséncia de AfpB na cepa nativa de P. digitatum, usaram dois sistemas de expressao:
um baseado em P. chrysogenum (homologo) e outro em Pichia pastoris (heter6logo),
obtendo niveis mais altos de peptideo via expressdo homéloga; no entanto, ndo houve
diferenca na eficacia dos peptideos produzidos pelos dois sistemas contra 0s
microrganismos testados. Uma desvantagem clara no trabalho de Garrigues et al. [20]
€ o0 longo tempo (11 dias) para obter o produto. Além de isolar novos PAFs de novas
cepas, os esforgos estédo voltados para melhorar os niveis de producédo de peptideos e
maximizar sua atividade biologica. As possibilidades de producdo de peptideos por
sistemas de expressdo, como o sistema baseado em P. chrysogenum, permitem a
producao facil e barata dessas moléculas, possibilitando seu estudo detalhado e até a
sintese de variantes que podem aumentar sua aplicabilidade, atualmente centrada na

biotecnologia e na terapia farmacolégica [8, 21, 37].

3.4 Técnicas de purificacdo de peptideos antifingicos

ApOs a incubacao dos fungos produtores de PAFs, € necessario que o liquido de

cultivo passe por etapas essenciais de purificacao para obter a molécula desejada. Os
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artigos estudados nesta revisdo, com algumas particularidades intrinsecas, seguiram

praticamente 0s mesmos passos metodoldgicos para obter o peptideo purificado, como

mostrado na Tabela 4.

Tabela 4 Procedimentos metodoldgicos utilizados para purificacdo de PAFs produzidos
pelos géneros Penicillium e Aspergillus.

Técnica de Concentracad Didlise Purificacd Verificacd Referénci
separacao 0 da amostra o] o da a
pureza da
amostra
Antes da
purificacao:
ultrafiltragéo Pos- Coluna [14]
Centrifugacd em Millipore  purificacao: CM- SDS-
0 YM-30. ApGs tampéo Sepharose PAGE
a purificacdo:  fosfato de CL-6B 15%
ultrafiltracéo sédio 10
em mM (pH
Centriprep 6,6)
YM-3
Centrifugaca Apés a Antes da Coluna SDS- [20]
0 purificacdo:  purificacdo: Sepharose PAGE
liofilizag&o tampéao 16%
fosfato 20
mM (pH
6,6). ApoOs
a
purificacao:
agua Milli-
Q
Antes da SDS-
Centrifugacd Nao realizado purificacdo:  Coluna - PAGE [23]
0 tampao Sepharose 16% PMF
fosfato 10
mM (pH
6,6). ApoOs
a
purificagdo:
agua Milli-
Q
Filtracdo Centrifugacdo  Tris-HCI Coluna SDS- [13]
com 10000 (pH 7,6) 15  Mono-Q- PAGE
filtros mM, NaCl HR 5/5 e 12%
centrifugos 25mM e RP-HPLC
(Millipore) EDTA 0,15

mM
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HiTrap SP
Filtracdo Centrifugacéao HP e
em Microcon Nao coluna SDS- [15-16]
YM-3 realizado HiLoad PAGE
26/60 12%
Superdex
75
Filtrac&o Antes da
purificacédo: Coluna
precipitacao Apbs DEAE SDS- [19]
com sulfato precipitacd Sepharose PAGE
de ambnio e 0: agua e coluna 15%
liofilizac&o. destilada CM
Apos a Sepharose
purificacéo:
ultrafiltragéo
em Vivaspin
15R
PeAfpA
Antes da
purificagdo:
N&o descrito Apos a tampéao Coluna SDS- [10]
purificacao: fosfato 20 CM- PAGE
liofilizag&o mM (pH Sepharose 16%
6,6). Apos
a
purificacdo:
agua Milli-
. Q
PeAfpB e
PeAfpC
Antes da
purificacdo:
tampéao
acetato 20
mM (pH
5,4). Apos
a
purificagdo:
agua Milli-
Q
Nao descrito  Ultrafiltracao Apos a Coluna SDS- [21-22]
em Ultracell  purificag&o: CM- PAGINA
30 kDa agua Sepharose 18%
ultrapura
Apos Coluna
N&o purificagéo: N&o Mono S SDS- [17-18]
realizado ultrafiltracéo realizado 5/5e PAGE
em coluna 12%
Centriprep HiPrep
YM-30 e 16/60
Microcon YM- Sephacryl

30

S-100 HR
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Antes da
purificacédo:
N&o descrito ultrafiltracao Apbs Coluna SDS- [24-25]
em Ultracell  purificacéo: Bio-Pro PAGINA
30 kDa . agua S30) e RP- 18%
Apébs a destilada HPLC
purificacéo:
filtragcdo em
Vivaspin 500
3 kDa.
Filtracdo Rota- Antes da Coluna SDS- [28, 32]
evaporador  purificacdo:  Amberlite PAGE
agua XE64 e 0,1%
destilada coluna
Sephadex
G-25
Antes da
purificacéo:
Filtrac&o ultrafiltragéo N&o Coluna MALDI-MS [29]
em Amicon realizado CM-
YM-30. ApoOs Sepharose
a purificacéo: e RP-
ultrafiltragéo HPLC (
em Ultraspher
membrana e C18 RP-
YM3 HPLC)
Pos- Choque
Centrifugacd  purificacéo: Nao térmico SDS- [12]
0 concentracdo  realizado  (incubacgéo PAGE
em da amostra 15%
SpeedVac a70°C)e
RP-HPLC
(-
Bondpack
C18)
Centrifugacd Nao realizado Tampao Coluna S HPLC [31]
0 fosfato 10  Sepharose
mM (pH
6,0)
Centrifugacd Nao realizado Nao Choque SDS- [30]
0 realizado térmico PAGE
(incubagéo 15%
da amostra
a 100 °C)

Assim, nesta revisdo, observou-se que o cultivo liquido é submetido a processos
para obter o sobrenadante dos meios de cultivo. Uma vez obtida essa fracdo, ela
geralmente passa por um processo de dialise antes ou apoés a purificagdo, uma vez que
alguns meios de cultura contém sais que podem interferir com os protocolos de
purificacdo de peptideos, e o préprio processo de purificacdo envolve sais, pois sdo

processos de troca idnica. A consisténcia dos resultados obtidos nos estudos de PAFs
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€ garantida com a verificagdo e confirmagdo da pureza dos produtos de purificacdo,
principalmente por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida.

Ao comparar os dados das Tabelas 2 e 4, € possivel observar que os trabalhos
de Geisen [11] e Menegotto [26] estdo mostrados na Tabela 2, mas ndo aparecem na
Tabela 4. Essa observacao € justificada pelo fato de que, nesses estudos, os peptideos
nao foram isolados.

A purificacdo de peptideos nos estudos analisados foi bem-sucedida a partir da
aplicacdo de técnicas baseadas principalmente em cromatografia de troca i6nica. As
colunas usadas nos estudos incluem colunas de troca aniénica (Mono-Q-HR 5/5 e DEAE
Sepharose) e colunas de troca catiénica (CM-Sepharose CL-6B, HiTrap SP HP, Mono
S 5/5, CM-Sepharose, Resource S, Bio-Pro S30, Amberlite XE64 e S Sepharose). Além
disso, além da troca ibnica, alguns estudos usaram uma etapa extra de purificagdo, com
colunas de filtragdo em gel (HiLoad 26/60 Superdex 75, HiPrep 16/60 Sephacryl S-100
HR e Sephadex G-25) ou cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa
(geralmente colunas C18).

A confirmacéo dos processos de purificacéo foi feita na maioria dos estudos
por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) com o gel de alta resolucao.
Alguns autores optaram por outras técnicas nesta fase da pesquisa, como
ionizacdo/desorcdo assistida por matriz acoplada com espectrometria de massa e
cromatografia liquida de alta performance [29, 31]. O uso de Fingerprint Peptide Mass
(PMF) como técnica adicional ao SDS-PAGE foi realizado no estudo de Heredero et al.
[23].

3.5 Motivo Molecular de PAFs e aplicacdes biotecnoldgicas

Marx et al. relataram que os motivos conservados na regido promotora do gene
paf de P. chrysogenum estavam associados com a regulacdo da transcricdo [13]. Em
um estudo similar que corroborou os dados anteriores, foi relatado que a estrutura e os
motivos de uma proteina ou peptideo estao intimamente relacionados ao mecanismo de
acado e a sua atividade biolégica [33]. Além dessas caracteristicas bioquimicas e
genéticas, outros motivos estruturais de PAFs, como os motivos y-core, estédo
atualmente em evidéncia [34-36]. Na classe Eurotiomycetos, foi relatado que a presenca
do motivo y-core confere atividade anti-candida [35].

Na Figura 1-A, mostramos a arvore filogenética dos PAFs construida com
sequéncias depositadas no NCBI para o género Penicillium, onde também esta inserido
0 peptideo obtido pelo nosso grupo de pesquisa de Penicillium crustosum FP 11

(nimero de acesso GenBank QID 75821.1.26). A sequéncia deste PAF homologo foi
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obtida por técnicas moleculares por comparagédo com o gene PgAFP de P. chrysogenum
[35]. Na analise da arvore filogenética, P. crustosum FP 11 agrupou-se com P.

chrysogenum e mostrou um motivo y-core conservado (Fig. 1-A e Fig. 1-B).
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- ACKS4052 1 amtifumgal protein P : chn
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Figura 1. A) Arvore filogenética do Método de Méaxima Verossimilhanga e Modelo de
Jukes-Cantor dos peptideos antifiingicos dos géneros Penicillium. B) Alinhamento dos
peptideos antifungicos com as sequéncias mais conservadas em Penicillum por Clustal
Omega (EMBL).
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O primeiro aminoacido do peptideo maduro € indicado pela seta (Leucina —L) e
os residuos de aminoacidos (39-50) marcam o motivo y-core delimitado pelo retangulo.
QID75821.1 Penicillium crustosum, ACX54052.1 Penicillium chrysogenum, QQK40788.1
Penicillium digitatum, KAF3387261.1 Penicillium rolfsi e OKP12994.1 Penicillium
subrubescens.

O motivo y-core é uma sequéncia de dez aminoécidos localizada no loop 1 dos
PAFs, sendo uma sequéncia conservada tanto em organismos eucaridticos quanto
procarioticos. Nao apenas a sequéncia de aminoacidos, mas também a estrutura desse
motivo é conservada. Consiste em duas fitas 3 antiparalelas, conectadas por uma regido
curva intercalada [34]. Existem variacBes pontuais na sequéncia de aminoacidos do
motivo y-core observadas entre as diferentes classes de peptideos antimicrobianos, mas
a posicdo é conservada na estrutura priméaria, o que também se aplica aos PAFs dos

géneros Penicillium e Aspergillus [35].

Na Figura 2, mostramos a estrutura modelada do PeAFP-A (A) de P.
expansum, incluindo a regido da proteina madura e o motivo y-core (GXC-X [3-
9)), (Fig. 2-C), modelada ab inito com o software Quark
(https://seg2fun.dcmb.med.umich.edu/QUARK/) e analisada com o software
Pymol 2.5.

Figura 2. (A) Proteina madura de P. expansum PAF-A modelada em maodelo de superficie
ab initio com motivo do nucleo y destacado em vermelho; (B) modelo de superficie do
motivo do nucleo y e (C) motivo do nucleo y com residuos de lisina na regiao da folha 3
do motivo.

Utesch et al. mostraram a importancia do motivo y-core do peptideo AFP na
interacdo com membranas fungicas [36]. No modelo PAF-A (Fig. 2), a regiao do motivo
y-core do PAF-A de P. expansum (Fig. 2-A) apresenta cerca de 70% dos residuos de
aminodacidos conservados da regido do motivo y-core do NFAP relatado em Neosartorya
fischeri. Nesse motivo estao localizados os residuos de Lisina (K) que estdo envolvidos
na interacdo com os alvos na membrana plasmatica (Fig. 2-C). Huber et al. [34],

estudando o motivo y-core dos peptideos PAF e PAFB, notaram em seus experimentos
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que o motivo y-core tem relevancia na atividade biolégica do peptideo PAF e um papel
essencial na estrutura e estabilidade do peptideo PAFB. Isso demonstra que a funcao
desse motivo é essencial e pode variar de peptideo para peptideo. E notavel que
peptideos modificados em seu motivo y-core podem mostrar atividade aprimorada
contra microrganismos e que peptideos sintéticos baseados nesse motivo podem
apresentar atividade biolégica por si préprios [34-37]. O estudo desses motivos
estruturais € importante para a aplicacdo na producéo de peptideos curtos com acao
antifingica para aplicacdo na industria farmacéutica [8].

Recentemente, Téth et al. [37] demonstraram que o motivo y-core pode ser
alterado para aumentar a atividade antifingica por meio de design racional baseado nas
propriedades dos aminodacidos, conferindo carga isoelétrica e pH, o que implica em uma
atividade antifungica aprimorada contra ascomicetos fitopatogénicos. Corroborando
este estudo, a otimizagdo do motivo y-core de um PAF obtido de Phaseolus vulgaris
também confirma essa hip6tese ao aumentar a atividade contra cepas de Candida
albicans e Candida buinenses [40].

O efeito protetor dos PAFs contra patdgenos € de relevancia agricola, tendo sido
aplicado algumas vezes, como € o caso da cevada, trigo e tomate [37-38]. Em modelos
animais, ndo apresentaram reacfes, demonstrando que o PAF é um excelente

candidato para o desenvolvimento de novos medicamentos [46].

3.6 Perspectivas futuras: Estratégias alternativas de producao biotecnoldgica e sistema

de co-cultivo

P. chrysogenum é uma excelente maquina para genes heterdlogos devido a sua
expressao extremamente alta de proteinas heterélogas [10, 21], o que foi confirmado
por Galgdczy et al. pela expressao do gene NFAP de N. fischeri em Aspergillus nidulans
[42]. Vir4gh et al. observaram que a produgédo de hNFAP aumentou em seis vezes em
Pichia pastoris quando comparada a cepa original [50].

Uma abordagem recente para a producdo de biomoléculas com atividade
biolégica tem sido a co-cultura de microrganismos. Nessa técnica fermentativa, a
competicdo ou antagonismo leva a producédo de compostos ndo presentes em culturas
axénicas. A co-cultivacdo tem mostrado promessa na inducdo da producdo de
metabdlitos secundarios, e 0 estudo pioneiro de co-cultivo para a producdo de PAF de
A. giganteus foi realizado em meio de cultivo sélido [51, 52]. A fermentacdo em co-
cultivagdo de Lactobacillus plantarum MIiLAB 393 com Aspergillus nidulans resultou na

inibicdo do crescimento fangico e alteragédo das proteinas secretadas no meio de cultura
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[53]. Compartilhando essa metodologia aplicada, o cultivo de Trichoderma asperellum e
Bacillus amyloliquefaciens induziu genes relacionados ao metabolismo secundério,
micoparasitismo, antioxidantes e foi benéfico para o crescimento das plantas [54].
Boruta et al. investigaram a co-cultura entre Penicillium rubens e Aspergillus terreus e
mostraram o efeito da co-cultura na producdo de metabolitos secundérios [55].

Até agora, o sistema de co-cultura foi estudado em meio liquido para produzir
metabdlitos secundarios e avaliar mudancas no metabolismo do fungo. No entanto, até
0 momento, essa metodologia ainda n&do foi avaliada para a producdo de PAFs. E
possivel melhorar a producdo de PAFs em cultura liquida por co-cultivo? Nesta revisao,
levantamos a possibilidade de que o sistema de co-cultura poderia ser uma forma de
produzir PAFs em meio liquido, o que tem se mostrado dificil de induzir em culturas
axénicas. Existem fungos filamentosos que ainda néo foram estudados e que poderiam

produzir PAFs, tornando essa ferramenta promissora para esse proposito.

4. CONCLUSAO

Nesta breve revisdo podemos destacar que os processos de producdo e
purificacdo de PAFs tém um padrdo de técnicas utilizadas, embora com algumas
particularidades, dependendo do peptideo analisado. Métodos de biologia molecular
como sistemas de vetores de expressdo tém sido explorados no estudo de PAFs,
facilitando e viabilizando préticas na producéo e analise dessas moléculas. Ainda assim,
a descoberta de novos peptideos através do cultivo do fungo em um determinado meio
de cultura e o isolamento da molécula dessa cultura ndo parecem tornar obsoletos
procedimentos classicos que ndo utilizam técnicas sofisticadas de engenharia genética.

Independentemente de como os peptideos sdo obtidos e purificados, as etapas
de producéo e purificacdo de PAFs sdo vitais para o estudo e caracterizacdo de novas
moléculas, levando ao entendimento de caracteristicas essenciais dos peptideos, como
o motivo y-core. Assim, esfor¢os séo investidos neste tipo de estudo, uma vez que ha
uma diversidade de moléculas que podem ser exploradas nos géneros Penicillium e
Aspergillus. Estudos futuros usando a técnica de co-cultura podem ser explorados, uma

vez que o papel desses AFPs pode estar relacionado a competicao fangica.
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SECAO 2

AVALIACAO DA PRODUCAO DE PEPTIDEOS ANTIFUNGICOS (PAFs)
DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS POR FUNGOS DO GENERO
PENICILLIUM E ASPERGILLUS

1. INTRODUCAO

Os fungos séo divididos em grupos de acordo com sua morfologia,
leveduriformes ou filamentosos sendo respectivamente unicelulares e
multicelulares, os mais abundantes na natureza sédo os filamentosos. Um terceiro
grupo descrito pode se apresentar de ambas as formas transformando-se de
acordo com a temperatura em que esta exposto. (POWERSFLETCHER et al.,
2016).

Os fungos apresentam diversas cores devido aos seus pigmentos,
utilizam glicogénio como substéancia reserva e as plantas amido, além de n&o
produzirem carboidratos atraves da fotossintese e ndo apresentam celulose na
parede celular, essas sdo as caracteristicas morfofisioldégicas que os diferenciam
dos integrantes do reino vegetal (FRAZIER, 1991; JAY, 1994;). S&o eucariotos
e heterotroficos nutrindo-se por absorcao (GOMPERTZ et al., 1999).

Quanto a sua fisiologia, em relacdo ao oxigénio a maioria pode ser
denominado aerdbico e um outro grupo anaerdbico respirando com a presenca
desse gas ou fermentando na auséncia dele. Também dependem da agua para
sua sobrevivéncia, crescimento e desenvolvimento (POWERSFLETCHER et al.,
2016).

O surgimento de novas doencas de origem fangica e a crescente
disseminacado desses microrganismos vem se tornando um problema de saude
publica, principalmente pela resisténcia existente a tratamentos convencionais e
0 acometimento na populacdo imunocomprometida. (POWERSFLETCHER et
al., 2016)

O grande marco envolvendo o reino fungi no setor farmacéutico foi a
descoberta e isolamento da Penicilina em 1928 por Alexandre Fleming, o médico
observou acidentalmente que o Penicillium notatum inibiu o crescimento de
Staphylococcus aureus. (FERREIRA; PAES; LICHTENSTEIN, 2008)
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1.1 GENEROS PENICILLIUM E ASPERGILLUS

Esse género recebeu essa denominacdo devido a sua morfologia, sua
aparéncia externa demonstra semelhangca a um pincel por apresentarem
micélios septados e conidios ramificados, por isso, Penicillium do latim pincel =
penicillus (FRAZIER, 1991; JAY, 1994;). Os fungos deste género tornaram-se
conhecidos gracas a descoberta da penicilina. (FERREIRA; PAES;
LICHTENSTEIN, 2008).

Esses microrganismos sdo bem distribuidos na natureza, sé&o
onipresentes e universais, suas coldnias crescem rapidamente (cerca de
trés/quatro dias) inicialmente branca, algodonosa e veludosa e posteriormente
verde ou azul-esverdeado, amarelo-esverdeado, castanho-amarelado ou
castanho avermelhado variando de acordo com a espécie (SIDRIM et al., 2004).

Existe cerca de 150 espécies que compdem o género Penicillium
tornando-o muito vasto (FURTADO, 1990). Estdo entre o0s principais
contaminantes do ar e se proliferam em abundancia na poeira, no solo e em
diversos alimentos, gréos, derivados do trigo e frutas levando-as a podridao.
(EVANGELISTA, 1994).

O género Penicillium é facilmente superado no que tange a presenca nos
mais diversos substratos, nos riscos a saude principalmente em regides tropicais
pelo género Aspergillus. Diversas espécies possuem aplicagfes industriais, na
producdo de enzimas, biotransformacdo, &acidos organicos e substancias
quimicas. As micotoxinas, metabdlitos secundarios toxicos produzidos por
fungos Aspergillus spp. sdo comumente associados a intoxicacdes e o potencial
patégeno para populacées humanas e animais (SAMSON; VARGAS, 2010).

A medicina juntamente com a agricultura vem sendo desafiada frente ao
eminente crescimento de cepas resistentes a antifingicos e o nivel elevado de
pacientes imunocomprometidos, portanto, hA uma demanda consideravel de
novas substancias bioativas com amplo espectro antimicético. Estruturalmente
as defensinas se assemelham a algumas proteinas excretadas por fungos
filamentosos que possuem atividade antimicrobiana nos mesmos (DELGADO et
al., 2015).
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1.2 PEPTIDEOS ANTIFUNGICOS

Os peptideos antifungicos (PAFs) sdo considerados promissores na
industria de alimentos e como possiveis hovos medicamentos, possuem um
espectro antifingico amplo, dotados de uma alta especificidade e um baixo nivel
de resisténcia. E provavel que cada familia de PAFs tenha uma relacdo de
estrutura atividade que as diferem uns dos outros, suas caracteristicas biofisicas
e acao sao diversificados. A maior parte dos PAFs descritos possuem uma
sequéncia de 11 a 20 residuos de aminoéacidos, com a finalidade de reduzir
custos 0s novos peptideos a serem sintetizados tendem a ser mais curtos.
(AKKAM, 2016)

A atividade antimicrobiana dos PAFs vem sendo muito estudada, nota-se
uma sucessdo de pesquisas em torno do seu poder antibacteriano e a
antifangica deve ser mais explorada, para isso, 0 conhecimento dos mecanismos
de acdo das células dos fungos deve ser conhecida (WEERDEN; BLEACKLEY;
ANDERSON, 2013).

A sequéncia e estrutura peptidica determinam a atividade antifingica, os
PAFs sao divididos em cinco grupos sendo os ricos em aminoacidos, a-hélice,
B-folha e a-hélice/B-folha misto. Cerca de 50% ainda nao foram elucidados e
dentre os conhecidos os a-hélices sdo os mais numerosos. Por meio da
interacdo com membranas anfipaticas esses peptideos se tornam helicoidais. Os
B-folha contam com a presenca de dois ou mais residuos de cisteina, essa
caracteristica € comum entre eles (AKKAM, 2016).

Outra classificacdo das PAFs foi sugerida seguindo critérios: na proteina
madura foram avaliados o comprimento de sequéncia, padrées de cisteina e
homologia entre elas, na sequéncia génica a presenca de dominios Pfam e a
estrutura intron-exon foram consideradas. De acordo com as andlises realizadas
as classes A, B e C assim denominadas, se diferem e se assemelham em
determinadas caracteristicas. A classe A apresenta homologia que pode ser alta
ou relativamente baixa, possuem de seis a oito cisteinas e dois introns em sua
sequéncia génica. A classe B possui 0 mesmo numero de introns em relacdo a

classe A, mas se diferencia na estrutura tridimensional da molécula nativa. A



45

classe C nao varia tanto em homologia, mas distingue-se das outras classes no
namero de introns denotando apenas um (GARRIGUES et al., 2016).

A maioria dos fungos codificam os genes de PAFs, por se assemelharem
e gracas sua sequéncia gendmica (GARRIGUES; GANDIA; MARCOS, 2016). O
primeiro peptideo PAF foi descrito do género Penicillium foi isolado do fungo
Penicillium Chrysogenum (MARX, 1995).

Um estudo averiguou que o P. expansum € capaz de codificar as trés
classes de PAFs, as cepas selvagens apenas expressaram no sobrenadante o
PAF da classe A. As outras classes foram expressas somente por cepas
transformadas PAFB e PAFC que apresentaram respectivamente atividade
moderada e inatividade nos microrganismos testados (GARRIGUES et al.,
2018a).

Por meio de sistemas de expressdo baseados em P. chysogenum, o fungo
filamentoso Penicilium digitatum expressou o gene de PAFB que apresentou
atividade antifungica eficiente (GARRIGUES et al., 2017a). Aspergillus niger
codifica a proteina denominada Anafp pertencente a classe B, demonstrando
atividade antifingica eficiente contra alguns fungos filamentosos e outras
leveduras (GUN LEE et al., 1999a). O PAFB também ja foi relatado P.
chrysogenum (HUBER et al., 2018a).

Das proteinas elencadas como classe C, foi identificada em P.
brevicompactum por meio de similaridade a proteina isolada de P. chysogenum
verificando  atividade antifingica contra Saccharomyces cerevisiae.
(HOLZKNECHT et al., 2020). Uma cepa de P. chysogenum oriunda de isolados
do Artico também codifica PAFC (CHEN et al., 2013; CZAJLIK et al., 2021).

A composicao do meio de cultivo pode interferir diretamente na producéo
dos PAFs, pontualmente a producédo dos peptideos pode ser influenciada pela
fonte de carbono utilizada, assim como sua respectiva concentragao. A presenca
de sacarose também pode demonstrar uma maior produgdo e 0 excesso de
nutrientes também pode inibir a expressao dos genes a depender das condi¢cbes
testadas (GANDIA et al., 2020).

1.3 MECANISMO DE ACAO DOS PAFS
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O primeiro relato em torno do mecanismo de acgéo foi de Anafp isolada de
Aspergillus niger, verificou-se que essa proteina afeta a integridade da
membrana fungica abrindo poros e liberando elementos do citosol para fora da
célula. Sua acdo antibacteriana foi testada e apresentou-se ineficaz, fungos
filamentosos exibiram sensibilidade a ela (GUN LEE et al., 1999).

Possuindo 51 aminoacidos em sua forma madura e contando com 8,5
residuos de cisteina, uma relacdo evolutiva de AFP com a Fosfolipase A2 foi
deduzida(NAKAYA et al., 1990). A AFP foi investigada quanto ao seu mecanismo
de acdo, e ndo foram detectadas alteracdes morfolégicas causadas por ela,
testes de fluorescéncia identificaram que a AFP interage com a membrana
plasmatica.

A interacado in vitro com o DNA foi averiguada, no qual a promog¢éo da
condensacao pode ser considerada, isso se da pela capacidade quimica de se
ligar aos residuos de tirosina (MARTINEZ DEL POZO et al., 2002a).
Diferentemente da AFP de Aspergillus giganteus, PAF de Penicillium
chrysogenum néo teve efeitos sob o DNA (BATTA et al., 2009).

A internalizacdo de PAF ocorre no género Aspergillus e sua atividade
depende de fatores como a conservacdo de sua estrutura, disponibilidade de
receptores especificos e do transporte adequado para as hifas fangicas
(OBERPARLEITER et al., 2003). A atividade de PAF em Zygomicetos e
Dermatophytos é comprovada, e a acao conjunta de PAF e outros bioativos
como as estatinas e fluconazol que possuem propriedades antifungicas, foram
mais eficazes em sinergismo contra algumas espécies testadas (GALGOCZY et
al., 2005, 2007, 2008). O motivo y- core se demonstrou importante na acéao e é
filogeneticamente relacionado com outras PAFs (SONDEREGGER et al., 2018).

Testes foram realizados para verificar integridade da membrana de
Aspergillus nidulans apés a interacdo do PAF. Altas concentragfes de K+ em
sobrenadantes, formas reativas de oxigénio intracelular e alteragbes
morfolégicas foram detectadas. Provocando um efeito muito semelhante a
apoptose, observou-se o descolamento da parede celular fungica, fato que
reforca essa confrontacdo é o surgimento de microvesiculas e pode se
assemelhar a uma caracteristica importante da célula apoptética (KAISERER et
al., 2003; LEITER et al., 2005).
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NFAP de Neosartorya Fischeri apresenta 57 amino&cidos em sua
sequéncia e um peso molecular de 6,6kD e estruturalmente se assemelha a PAF
com uma identidade de 53,7% (HAJDU et al., 2019; KOVACS et al., 2011). O
efeito apoptético de NFAP também foi deduzido durante a producao heteréloga
de NFAP em Asperillus nidulans. O crescimento germinativo foi avaliado e
espécies reativas de oxigénio (ROS) foram observados, a integridade da parede
celular foi afetada, quanto a inoculacdo acima de acima de 105 conidios do
transformantes ocorreu a inibicAo por completo durante o crescimento
germinativo de A. nidulans. A permeabilizacdo da membrana, ruptura do micélio
e a organizacdo da quitina na parede celular foi afetada (GALGOCZY et al.,
2013).

A proteina NFAP produzida em sua cepa nhatural quando aplicada em A.
niger seu crescimento foi lento, nas hifas o encurtamento foi constatado além de
inchaco e multiplos ramos foram observados. A proteinase K nao foi efetiva na
desnaturacao, quanto a temperatura e pH, até 30 minutos em 100°C néo perdeu
sua atividade e o pH mais favoravel a sua acao foi no intervalo de 8,4-8,6
(KOVACS et al., 2011). A internalizagéo de NFAP no fungo sensivel depende da
captacdo de energia do fungo sensivel Neurospora crassa, além de que a
localizac&o no citoplasma indica permeabilizacdo e morte celular (HAJDU et al.,
2019).

Outro peptideo codificado por N. fischeri também é resistente a
temperatura, apresenta um modo de acado um pouco distintos de NFAP, NFAP2
e é eficaz contra leveduras, mas ndo apresentou tracos de apoptose em
Saccharomyces cerevisiae e néo alterou metabolicamente essa levedura (TOTH
et al., 2016). A proteina bolha (PB) caracterizada de P. brevicompactum
apresentou atividade antifingica contra a levedura Saccharomyces cereviseae,
possui quatro pontes dissulfeto o que explica sua resisténcia a redugéo e a
enzimas, apesar da homologia consideravel a outras PAFs e apresenta uma
dobra knottin (SEIBOLD et al., 2011).

Devido a falta de sensibilidade ou de interacdo das PAFs a proteina
PgAFP produzida biotecnologicamente em P. chrysogenum em alguns fungos
testados como o Penicillium polonicum, sugere que o uso combinado com

quitinases aumentaria a eficacia, pois em analises de géis identificaram Rho
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GTPase Rhol uma proteina que induz maior producéo de quitina (DELGADO et
al., 2016). A Afpb foi testada em A. flavus e as quantidades de Rho GTAse Rhol
foram menores além de apresentar reducdo de seu metabolismo, a parede
celular foi prejudicada, espécies reativas de oxigénios e houve aumento na
secrec¢ao de glutationa bem como aumento da producao de proteinas envolvidas
no choque térmico ndo foram capazes de evitar a necrose (DELGADO et al.,
2015).

A proteina de Penicillium digitatum ndo p6de ser detectada em meio de
cultura, por isso, sua caracterizagcdo ocorreu por meio de processos
biotecnolégicos (GARRIGUES et al., 2017a). Afpb tem multiplos alvos em seu
mecanismo de acdo ja relatados em outras PAFs, e possui uma funcdo de
regulacao do crescimento fungico (BUGEDA et al., 2020) e em mutantes onde o
gene de Afpb é deletado verificou-se que ndo é um fator determinante para seu
crescimento (GARRIGUES; GANDIA; MARCOS, 2016).

Uma proteina foi detectada em caldo de Penicillium digitatum denominada
Sca, possui carga negativa € rica em cisteina e além de aumentar o crescimento
do patégeno, quando adicionada com AfpB potencializa seu potencial antifingico
(GARRIGUES et al., 2020).

1.4 CONDICOES DE EXPRESSAO

Uma discussdo em torno das condicbes de expressao da AFP de A.
giganteus nao foi levantada em primeiro momento, apesar de ter sido isolada e
apresentar residuos de cisteina, possuir carga positiva e ser resistente a enzimas
proteoliticas (NAKAYA et al., 1990).

Entretanto, com o isolamento do PAF de Penicillium chrysogenum,
constatou-se que a regulacéo da expresséao estava atrelada as fontes de carbono
e hidrogénio (MARX et al., 1995). Este PAF foi identificado em caldo contendo
sacarose e NaNO3, e em meio contendo glicose e glutamina sua produgdo em
niveis detectaveis ndo foi alcancada (MARX et al., 1995). Em outra cepa fungica
advinda do artico a proteina denominada Pc-Artic foi obtida na presenca de
glicose como fonte de carbono, essa proteina difere-se de PAF na sequéncia
(CHEN et al., 2013).
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Outro gene codificante de uma proteina antifungica denominada PAFB
também de P. chrysogenum, foi cultivado incialmente em meio de cultura minimo
e seu mRNA atingiu o pico apos 72 h, porém néo foi identificado em caldo,
posteriormente verificou-se que o0 excesso de nutrientes em caldo de cultura
induzia sua producédo (HUBER et al.,, 2018b; HUBER; LERCHSTER; MARX,
2019).

Neosartorya Fisheri codifica e expressa NFAP, em meio de cultura
contendo extrato de carne bovina, peptona, NaCl e etanol, esse padrdo
diferencia-se dos demais (KOVACS et al., 2011). Outra proteina secretada por
N. fischeri foi produzida em meio minimo contendo sacarose e NaNo3 no qual
foi caracterizada com sucesso e é anti-levedura (TOTH et al., 2016).

A grande maioria das PAFs foram isoladas em cultivos liquidos
submersos, a BP de P. brevicompactum foi identificada no exsudato de meio
sélido sendo a composicédo de seu cultivo diferente de todos os apresentados
até entdo (OLSEN et al., 2004; SEIBOLD et al., 2011).

1.5 PRODUCAO RECOMBINANTE DE PAFS

O fungo P. chrysogenum pode ser considerado uma excelente maquinaria
para genes heterélogos, gracas a sua elevadissima expressao (MARX et al.,
1995). Um cassete de expressao baseado em P. chrysogenum foi criado para a
producdo de proteinas que nao foram detectadas em suas cepas selvagens, foi
eficaz no dobramento, possibilitando resultados inéditos no que tange a relacéo
estrutura-atividade dos PAFs (SONDEREGGER et al., 2016).

O gene que codifica a proteina antifingica de Neosartorya fischeri foi
inserido em Aspergillus nidulans para produgcao de NFAP, em que sua obtencao
foi relativamente analoga com a produzida pelo fungo produtor natural. Esse
vetor se demonstrou apropriado para a producdo em grandes quantidades dessa
proteina antifingica (GALGOCZY et al., 2013). Na levedura Pichia pastoris foi
aumentada em seis vezes a quantidade produzida quando comparada a cepa
original e foi denominada hNFAP, a atividade e o dobramento correto ndo foram

afetados ja que seu efeito antifingico permaneceu igual (VIRAGH et al., 2014).
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P. pastoris e P. chrysogenum foram utilizados para a obtencdo de Afpb de
P. digitatum, pois sua producdo nao havia sido alcancada, a proteina se
enovelou de forma correta demonstrando que nao é necessaria a producao pelo
fungo nativo P. digitatum e conferiu resisténcia a enzimas e a temperatura
(GARRIGUES et al., 2017).

1.6  APLICACOES DOS PAFS

O efeito protetor das PAFs frente a patdégenos de relevancia agricola ja foi
aplicado algumas vezes, como € o caso da cevada e trigo (BARNA et al., 2008).
Os PAFs produzidos pelo fungo P. expansum foram testados na conservacgao de
fruto pés-colheita de macas, laranjas e de folhas de tomate, e se demonstraram
efetivos na protecéo contra infeccbes (GANDIA et al., 2020).

A PeAfpA AfpB

Control TuM 5uM__ 10pM 1 oM 5 uM
|

B c

10 uM

AfpB

Figura 1: Imagem da protecdo dos PAFs de P. expansum em folhas de tomate (A) em laranja
(B) e em magas (C). Fonte: Adaptado de (GANDIA et al., 2020; GARRIGUES et al., 2018a)
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Em modelos animais foi bem tolerado ndo apresentando quaisquer
reacoes em diversos orgaos examinados ou efeitos colaterais, demonstrando
gue PAF é um excelente candidato para o desenvolvimento de novos farmacos
(PALICZ et al., 2013). In vivo a atuacéo simultanea de PAF com Anfotericina B
foi mais efetiva em camundongos (PALICZ et al., 2016).

O presente trabalho justifica-se no que norteia a crescente constante de
doencas infecciosas de origem fungica e a busca por novos medicamentos para
contornar a resisténcia ja existente em relacdo a classe dos antimicéticos.
Contribuir para a descoberta de novos peptideos que no futuro possam se tornar
alvos de estudo para a producdo de medicamentos. Além disso, nossas

conclusdes podem servir de base para outros estudos da area.

2. OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Investigar e avaliar a presenca de peptideos antifungicos expressos nos

fungos Penicillium citrinum e Aspergillus flavus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar uma mineracdo de genes hipotéticos nas bases de dados
disponiveis para encontrar provaveis Peptideos ainda ndo purificados;

e Extrair as proteinas e peptideos do meio de cultivo para dosagem e
separacéo eletroforética das proteinas produzidas;

e Avaliar a atividade antifingica dos extratos;

e Dosar as proteinas e realizar a analise eletroforética por Tricina SDS-
PAGE e/ou SDS-PAGE para separacao de peptideos;

e Purificar os extratos por meio de colunas cromatograficas e realizar os
testes de atividades antimicéticas contendo o peptideo purificado;

e Extrair o DNA gendmico do micélio das culturas puras para identificacao
molecular e verificacdo de presenca dos genes de peptideos antifungicos;

e Desenhar primers especificos para os peptideos antifingicos presentes

no genoma dos fungos P. expansum e A. flavus
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO E MANUTENCAO DAS CEPAS

A origem das cepas do P. expansum, P. citrinum, A. flavus e A. niger foi
respectivamente da UFPE (Universidade Federal de Pernambuco), Universidade
Estadual de Maringd (UEM) e as duas ultimas cedidas do Laboratério de
Bioguimica de Microrganismos da Universidade Estadual do Oeste do Parana
(UNIOESTE).

As cepas dos fungos A. flavus, P. expansum, P. citrinum e o Aspergillus
niger foram reativadas em placas de petri com Agar batata dextrose (BDA). A
manutencdo da linhagem fangica em laboratorio foi realizada em tubos de
ensaios contendo 5 mL de meio agar batata dextrose (BDA), incubado em estufa
a 28 °C, por 7 dias e em seguida, conservadas em geladeira por um periodo
méaximo de 30 dias.

3.2  ANALISES IN SILICO E DESENHO DOS PRIMERS PAFS

Levando em conta as cepas fangicas identificadas e catalogadas no
Laboratério de bioquimica de microrganismos da UNIOESTE, analises
gendmicas foram realizadas utilizando a base de dados Ensembl Fungi com o
objetivo de identificarmos fungos filamentosos produtores de peptideos
antifangicos (PAFs) ainda ndo purificados e caracterizados para o desafio
fungico frente ao P. expansum e P, citrinum. A mineracéo de sequéncias génicas
de PAFs hipotéticos foi realizada utilizando espécies que possuem genoma
completo disponivel.

Os primers para amplificacdo dos genes PeAfpA, PeAfpB, PeAfpC de P.
expansum foram desenhados a partir das regibes exbnicas dos PAFs de P.
expansum e da regido exodnica do PAF hipotético de A. flavus, a fim de obter
produtos de PCR a partir do material genémico. Primers descritos na literatura
foram sintetizados como padrao para a amplificacdo dos PAFs de P. expansum

e os primers controle da reacéo de amplificacdo para p-tubulina.
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3.3 CEPAS FUNGICAS: TAXONOMIA MOLECULAR
3.3.1 Extracdo de DNA

A identificacdo de todas as cepas fungicas em nivel taxonémico foi feita
por técnicas moleculares de sequenciamento de sequéncias intercalantes (ITS)
dos genes ribossomais (WHITE et al., 1990). Os fungos cultivados em dois meios
de culturas diferentes agar batata e meio malte.

Esporos de fungo foi coletada com uma espatula em uma Unica raspada,
0s esporos adicionados em um microtubo com solucdo de Breaking buffer e
esferas de vidros foram submetidos a agitacdo por 30 segundos em vortex. As
amostras foram incubadas por 30 minutos a 70 °C e agitadas a cada 10 minutos,
fenol foi adicionado e agitado por mais 5 minutos, centrifugado e o sobrenadante
foi recolhido. Para a precipitagéo foi utilizado etanol 100%, centrifugado por 5
minutos e lavado com etanol 70%.

Para a estocagem as amostram foram novamente centrifugadas, o
microtubo foi vertido em papel adsorvente e o sedimento ressuspendido em

100uL de agua e congelado a -20 °C.

3.3.2 Reacgbes de PCR

Os reagentes e condicdes aplicados ao PCR foram: 2,5 uL de Tampéao de
amostra, 1 uL de cada primer 10 pmol, 1 uL de dNTPs, 1 uL de DNA 100 ng/uL,
1 uL MgCl2 50 mM, 0,5 pL de Taq Polimerase e 17 pL de Agua, totalizando 25
pL de amostra para a reagao. A programacao foi 95 °C durante 2 minutos. Trinta
e cinco ciclos de 94 °C por 1 minuto foram repetidos, 58 °C por 30 segundos e
72°C por 1 minuto, por ultimo 72 °C para a extensao final e 4 °C para o Hold. O
primer utilizado para as reacdes foram ITS1 e ITS4 (WHITE et al., 1990).

Cerca de 5 pL das amostras foi aplicado em gel de agarose 1%, o tampéao
TBE (Tris- borato-EDTA) foi usado para a corrida eletroforética a 100V. As
bandas ou amplicons de DNA e o padrao foram observadas no equipamento

transiluminador UVP DigiDoc Biilmaging Systems®.
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3.3.3 Andlise de sequéncia do DNA genémico e identificacao

As sequéncias obtidas dos amplicons foram submetidas a analise por
meio da ferramenta BLASTn no GenBank, e as sequéncias resultantes do Blastn
com maior identidade foram comparadas e o0s fungos identificados. As
sequéncias inéditas foram depositadas no GenBank e o nimero de acesso
obtido. Analises filogenéticas foram realizadas com o software Mega X para

verificar e confirmar as relagdes taxonémicas dos fungos.

3.3.4 Cultivos

As células fungicas foram contadas e as solucdes de esporos
padronizadas em 10° esporos/mL utilizando uma camara de Neubauer. Os
cultivos liquidos foram inoculados considerando a velocidade de crescimento
dos fungos.

O meio minimo de crescimento (PcMM) usado anteriormente por
(SONDEREGGER et al., 2016) serviu para o cultivo P. expansum e P. citrinum.
Os meios efetivos na inducéo da expressao das PAFs do género Aspergillus spp
presentes na literatura foram aplicados aos nossos experimentos (GUN LEE et
al., 1999c; KOVACS et al., 2011; SKOURI-GARGOURI; GARGOURI, 2008;
THEIS et al., 2003).

Tabela 1: Composi¢do do meio de cultura utilizado. Fonte: dados da pesquisa.

Identificacdo Composi¢ao Referéncia

PcMM (Meio minimo de | 2% sacarose, 0,3% NaNO3, | SONDEREGGER et al. 2016)
Penicillium chrysogenum) 0,05% KCl, 0,05% MgSo4 x
7H20, 0,005% FeS0O4 x 7H20,
0,1% elementos tragos,
solucdo A, 25mM NaCl/Pi (pH
5.8)

Elementos tragos solugdao A 0,1% FeSO4 x 7 H20, 0,9%
ZnS04 x 7H20, 0,01% MnS0O4
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x H20, 0,01% H3BO3, 0,01%
Na2Mo0O4 x 2 H20

3.3.5 Separacéao do cultivo e obtencdo da amostra

Para obter o extrato extracelular apds o cultivo dos fungos em meio
liquido, os meios de cultivo foram filtrados a vacuo em funil de Buchner com
papel filtro Whatman n® 1 e centrifugados a 10.000 rpm por 4 minutos para
eliminacdo de sedimentos. Apds o congelamento em freezer -20 °C, 10 mL do
filtrado foi concentrado em liofilizador até o atingir 1mL, essa fracdo da amostra
foi utilizada para realizar teste de atividade antifungica. Os micélios foram
conservados em freezer -20 °C de acordo com metodologias especificas do
laboratario.

3.3.6 Purificacdo em coluna cromatografica

A cromatografia € um dos métodos mais comuns de purificacdo de
proteinas. Consiste na passagem de uma mistura de proteica através de uma
coluna (fase estacionaria) que tem por objetivo reter ou diminuir a velocidade da
passagem da fase movel onde estdo as macromoléculas (proteinas). A coluna
cromatografica escolhida foi a CM-Sephadex G50 conforme protocolos

estabelecidos pelo laboratoério de Bioquimica de microrganismos da UNIOESTE.

3.3.6 Atividade antifungica

A atividade biol6gica em placa tem a finalidade de verificar a atividade
antimicrobiana da fracdo proteica das amostras. O extrato foi filtrado,
centrifugado a 10.000g por 4 minutos sob refrigeracdo a 4 °C, logo apos
congelado a -20 °C até o uso. O meio de cultura utilizado foi o BDA, o método
consiste em utilizar placas de 96 pocos de didametro onde cerca de 100 pL de
cada fracdo da amostra foi adicionada e 100 yuL de meio contendo esporos em

uma concentracdo final de aproximadamente 104 esporos/m foi acrescentado
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aos pocos. Os testes foram realizados em triplicata, além do meio estéril sem
esporos e agua estéril foi utilizado como controle negativo e como controle
positivo meio contendo esporos sem amostras. Para os testes a cepa utilizada
foi Aspergillus niger considerado um microrganismo altamente sensivel as PAFs

foram usadas.

3.3.7 Eletroforese em gel de Poliacrilamida-SDS-PAGE

A concentracdo de proteinas das amostras foi mensurada pela
metodologia de Bradford (1976). Para confirmacdo da presenca do peptideo
antimicrobiano, as amostras que apresentaram atividade antifangica foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida Tricina SDS-PAGE com
visualizagao por meio do corante Coomassie Brilliant Blue para confirmacéo da
presenca do peptideo e estimacdo da massa molecular do mesmo (SCHAGGER,
2006).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 IDENTIFICACAO TAXONOMICA DOS FUNGOS

O DNA gendmico dos fungos P. citrinum, P. expansum e A. flavus foram

visualizados em gel de agarose 0,7% apdés sua extracdo ideal e suas purezas

confirmadas por esse método.
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Figura 2: A: PM (Marcador 1 Kb Ludwig); B: 11 = DNA gendmico P. expansum UFPE; 12= DNA
genbmico P. citrinum; C: 1 = Marcador 1Kb Ludwig; 2 = DNA A. flavus degradado; 3 = DNA
gendmico A. flavus; 4 e 5 = DNA gendmico P. citrinum. Fonte: dados da pesquisa.

Na figura 2 as bandas 11 e 12 (B), 3, 4 e 5 (C) correspondem ao DNA
gendmico de ato peso molecular e integro, ja a amostra de P. citrinum 2 (C) o
DNA esté degradado, por isso, foi descartado. A figura 3 mostra o resultado da
PCR com os primers ITS1 e ITS4, onde ocorreu a amplificagéo da regido do DNA
ribossomal com alta especificidade, sendo visualizado no gel de agarose

somente o amplicon da regido ITS dos genes ribossomais.

Figura 3: 1 = Padrao Ludwig Ladder 100pb 2= PCR ITS fungo P. expansum UFPE 3= PCR ITS
fungo Penicillium citrinum. Fonte: dados da pesquisa.
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Penicillium citrinum (OR041664), e os fungos Aspergillus flavus
(KJ470626) e Penicillium expansum cepa 01 LBQM-Unioeste foram identificados
através do sequenciamento dos amplicons. A sequéncia de P. citrinum foi
depositada no Genbank e uma analise filogenética realizada com sequencias
ITS de outras espécies mostrou a similaridade de P. citrinum OR041664 com
outra cepa da mesma espécie P. citrinum KY400584.1 confirmando também sua
identidade (figura 4).

- @ Penicillium citrinum 12Pel OR041664
P citrinum strain DGLFE KY400584 .1

— A niger isolate OZ-3 185 JX110160.1

72 1an

— A_niger strain LAQ9 HQ392476 1
P. chrysogenum strain WGS11799 JX406503.1
1a0
P. crustosum FRR 1669 NR 0771531

—— P. araracuarense CBS 113149 NR 1198141

P. expansum strain Dal-5 GU004298 1

0.050

Figura 4: Relac¢Bes evolutivas dos taxons. A historia evolutiva foi derivada usando o método
Neighbor-Joining [1]. A &rvore ideal com soma do comprimento do galho = 0,44608786 é
mostrada. A porcentagem de arvores replicadas nas quais os taxons associados agrupados em
um teste de bootstrap (500 réplicas) sdo mostrados ao lado dos ramos [2]. A arvore é desenhada
em escala, com comprimentos de galhos nas mesmas unidades que as distancias evolutivas
usadas para derivar a arvore filogenética. As distancias evolutivas foram calculadas usando o
método de Maxima Verossimilhanca Composta [3] e estdo em unidades do nimero de
substituicbes de bases por local. Esta andlise incluiu 8 sequéncias de nucleotideos. Todas as
posi¢cdes ambiguas foram removidas para cada par de sequéncias (op¢do de exclusdo aos
pares). Houve um total de 757 posi¢cdes no conjunto de dados final. Andlises evolutivas foram
realizadas no MEGA X. Fonte: dados da pesquisa.

Na figura 5 a relacdo taxondmica do P. expansum cepa 01 LBQM-

UNIOESTE com outras sequéncias de PAFs ja caracterizados Genbank.
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1_Penicillium_expansum_strain_01_LBQM-UNIOESTE 0.018
2_MK660357_1_Penicillium_expansum_strain_QZ1_ 0.01405
3_MH395165_1_Penicillium_expansum_isolate_201805255-3_ 0.012
4 _MK578895_1_Penicillium_expansum_ 0.012
5_JF440603_1_Penicillium_chrysogenum_strain_VL122N_ 0.0465
6_FJ791150_1_Penicillium_chrysogenum_isolate_4_ 0.0465
7_NR_111499_1_Penicillium_brasilianum_CBS_253 55 ITS_ 0.0905
8_NR_111504_1_Penicillium_janthinellum_CBS_340_48 AGGATCAT
9 JX110160_1_Aspergillus_niger_isolate_0Z-3_ 0.057
10_NR_111348_1_Aspergillus_niger_ATCC_16888_ 0.057

[TTTT] FH

Figura 5: Construcao da arvore filogenética das regides ITS com base em 8 sequencias
nucleotidicas obtidas do Genbank comparando espécies do género Penicillium e 2
sequencias de espécies do género Aspergillus como grupo externo. Fonte: dados da
pesquisa.

4.2  ANALISES IN SILICO DE PAFS E DESENHO DOS PRIMERS

Ferramentas de bioinformatica desempenham um papel crucial na
descoberta de novos peptideos antifiungicos (PAFs), permitindo o uso de bancos
de dados e métodos estatisticos para explorar propriedades que conferem
atividade antifungica a PAFs jA conhecidos. Como esses peptideos séo
produzidos por uma ampla variedade de organismos, a identificacdo de PAFs
eficazes por métodos tradicionais é cara e demorada. Por isso, classificadores
computacionais e bancos de dados genémicos se destacam como alternativas
promissoras para a identificacdo de novos peptideos antifungicos hipotéticos,
acelerando o processo de descoberta e reduzindo os custos associados as
abordagens experimentais (SHARMA et al., 2022; RODRIGUEZ-CERDEIRA et
al., 2023). Dentre os dados gendmicos dos fungos analisados no Ensembl fungi,
a cepa AF70 de A. flavus possui um gene de um PAF hipotético, seu mRNA foi
analisado, traduzido (tabela 2).
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Tabela 2: Traducdo da sequéncia génica de PAF hipotético de A. flavus. Fonte: dados da
pesquisa

mMRNA do PAF hipotético de | 5’ATGCAAATCACCACAGTTGTCCTTTTCCTCTTCGCTGCAATGGGT
GCGGTAGCCACCCCCATTGAATCCGAGTCATTCGGCCTCGATACC
AGAGCTGAGGCCAGTACCCTAATCAAATACCCTGGAAAATGCTCC
AAAGCCAAGAACGAATGCAAATTCAAAGGCCAAACCAAAAAGGA
CACTTTCGTCAAGTGCCCTTCATTCGCTAACAAGAGGTGCACCAA
GGATGGCAATCCGTGCCACTTCGACAGCTACTCCCGCACTGTTGA
TTGTAAGTAG3’

Translate tool — expasy site | MQITTVVLFLFAAMGAVATPIESESFGLDTRA
EASTLIKYPGKCSKAKNECKFKGQTKKDTFVK
CPSFANKRCTKDGNPCHFDSYSRTVDCK

A. flavus

A sua estrutura tridimensional foi predita utilizando 20 templates da base
de dados e modelado no Swiss-Model (A) e modelada pelo algoritmo QUARK

para predicdo de estrutura e enovelamento de proteina Ab initio (B).

M\

>

Ry

A B

Figura 6: Peptideo antifungico hipotético do Aspergillus flavus cepa AF70 modelado em Swiss-
Model (A) e o modelo Ab initio (https://seg2fun.dcmb.med.umich.edu//QUARK/) em B Fonte:
dados da pesquisa.

A sequéncia do PAF traduzida a partir do mRNA da cepa AF70 apresenta
uma composicdo de aminoacidos rica em residuos hidrofébicos (valina, leucina
e fenilalanina), além de aminoacidos carregados positivamente, como lisina (K)
e arginina (R). A sequéncia forma uma hélice anfipatica, com um lado hidrofobico
e outro hidrofilico, tipico de PAFs com atividade membranolitica. O papel
funcional de residuos de aminoéacidos especificos € conhecido, por conta das
forcas eletrostaticas aminoacidos carregados positivamente se ligam a lipideos

gue possuem carga negativa nas membranas dos microrganismos formando


https://seq2fun.dcmb.med.umich.edu/QUARK/
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poros (JEAN-FRANCOIS et al., 2008). Os residuos de aminoacidos Fenilalanina
(F) e Leucina (L) contribuem para a insercao hidrofébica na bicamada lipidica da
célula fungica devido ao seu carater hidrofébico (MYGLANDER et al., 2005).

A arvore filogenética mostrada na figura 7 foi construida usando
sequéncias de aminoacidos de peptideos antifingicos depositadas no Genbank

(NCBI) para confirmar a relacéo evolutiva com peptideos do género Aspergillus.

g3 1 RAHBO9T36.1 antimicrobial peptide Aspergillus aculeatinus CBS 121060
100 PYH81089.1 antimicrobial peptide Aspergillus uvarum CBS 121591
39 RAHB0412 1 antimicrobial peptide Aspergillus japonicus CBS 114 .51

[ CAA43181.1 antifungal protein precursor Aspergillus giganteus

33 L ABR10398 .1 antifungal protein precursor Aspergillus clavatus
’ SMQ11440.1 antifungal protein Aspergillus spathulatus
100 ' CAQ42994.1 Neosartorya fischeri antifungal protein

& Aspergillus flavus AF70

Ra KAEB8333019 1 antifungal protein Aspergillus sergii

o KAEB159784 .1 antifungal protein Aspergillus tamarii

100 GFMN18192.1 antifungal protein Aspergillus tubingensis
75 GCB17242.1 antifungal protein Aspergillus awamori
331 XP 001391221.1 antifungal protein Aspergillus niger CBS 513.88

0.20

Figura 7: Relac¢Bes evolutivas dos taxons. A historia evolutiva foi derivada usando o método
Neighbor-Joining [1]. A &rvore ideal com soma do comprimento do galho = 0,44608786 é
mostrada. A porcentagem de arvores replicadas nas quais os taxons associados agrupados em
um teste de bootstrap (500 réplicas) sdo mostrados ao lado dos ramos [2]. A arvore é desenhada
em escala, com comprimentos de galhos nas mesmas unidades que as distancias evolutivas
usadas para derivar a arvore filogenética. As distancias evolutivas foram calculadas usando o
método de Maxima Verossimilhanga Composta [3] e estdo em unidades do nimero de
substituicBes de bases por local. Esta andlise incluiu 8 sequéncias de nucleotideos. Todas as
posicdes ambiguas foram removidas para cada par de sequéncias (opgdo de exclusdo aos
pares). Houve um total de 757 posi¢Bes no conjunto de dados final. Andlises evolutivas foram
realizadas no MEGA X. Fonte: dados da pesquisa.

Esta analise filogenética nos permite inferir que este peptideo hipotético
de A. flavus pertence a classe dos PAFs, e ainda néo foi relatado a sua producéo
e caracterizacao bioguimica, o que torna este fungo um candidato para o estudo

e producdo desta biomolécula.
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A existéncia dos genes de PAFs também foi verificada em nossas cepas
utilizando primers desenhados com o IDT primer software, e sintetizados pela
empresa IDT Technologies. Os primers foram confeccionados utilizando como
molde o genoma do fungo P. expansum por possuir as 3 classes de PAFs em
seu genoma. A principio os primers foram desenhados para estudar a transcri¢cao

dos genes PeafpA, PeafpB e PeafpC em nossas condi¢cdes experimentais.

Tabela 3: Primers especificos para os genes de PAFs de P. expansum. Fonte: dados da
pesquisa.

Forward Primer PeafpA 5’- TCA ATG CTA GAC CCG AGA ATG-3’

Reverse Primer PeafpA 5’- TTA CTT GCG GAA GTC ACA GG -3’

Forward Primer PeafpB 5’- CGA GTC GAG GGATGTTGA TG -3’

Reverse Primer PeafpB 5’- TAA ACC GGT GGTTGG CAG T -3’

Forward Primer PeafpC 5’- TCA ATG CTA GAG CCG AGA ATG -3’

Reverse Primer PeafpC 5’- TTA CTT GCG GAA GTC ACA GG -3’

Forward Primer B-tubulina | 5’- AGC GGT GAC AAG TAC GTT CC -3’

Reverse Primer B-tubulina | 5- ACC CTT GGC CCA GTT AC -3’

O desenho dos primers do peptideo antifungico hipotético de A. flavus
seguiu a mesma metodologia, a cepa utilizada como referéncia AF70 cujo
genoma completo esta disponivel na base de dados Ensembl Fungi
(http://fungi.ensembl.org/Aspergillus_flavus_af70_gca 000952835/Info/Index).

O gene B-tubulina serviu para o desenho dos primers controle.

Tabela 4: Primers especificos para o gene PAF de A. flavus. Fonte: dados da pesquisa.

Forward Primer Afp 70 | ‘5 —TCCTTCTCAGATACTCCGATACA -3’

Reverse Primer Afp 70 ‘5 — CCAGGGTATTTGATTAGGGTACT - 3’



http://fungi.ensembl.org/Aspergillus_flavus_af70_gca_000952835/Info/Index
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Forward Primer Btub Af | ‘5 - GCTAACCAGTTTGCAGCCTC -3’

Reverse Primer Btub Af | ‘5 - CTGCACAGGATACTGCACCA -3’

4.5 PCR DOS GENES PAFS NO DNA

Os primers foram usados para verificar a presenga dos genes PeAfpA,
PeAfpB e PeAfpC no DNA de P. citrinum, uma banda fraca pode ser levemente
visualizada no poco 5, correspondendo ao gene de PeAfpB. A Amplificacdo dos
genes PeAfpA e PeAfpC ocorreu em um nivel muito baixo, a banda presente no
poco 3 € indicativo de amplificacdo do gene do PAF hipotético de A. flavus,
portanto esses indicios poderiam indicar a presenca desses genes em seus

genomas (Pista n°1).

Figura 8: PCR dos genes PeAfpA, PeAfpB, PeAfpC presentes no DNA de P. expansum e P.
citrinum e PAF hipotética de A. flavus; Poco 1 e 7 = Padréo Ludwig Ladder 100pb 5uL; Pogo 2 =
Amplificacdo do gene A. flavus; Pogco 3 = Amplificacdo do gene hipotético de A. flavus Poco 4:
Amplificacdo do gene PeAfpA em P. citrinum; Po¢o 5 = Amplificacdo do gene PeAfpB em P.
citrinum; Poco 6 = Amplificacdo do gene PeAfpC em P. citrinum

No entanto ocorreram amplificacdes inespecificas que foram eliminadas

utilizando o PureLink® Quick Gel Extraction Kit, as bandas amplificadas do
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genoma de P. citrinum foram extraidas do gel com um extrator estéril, de acordo
com os protocolos do fabricante e posteriormente foram reamplificadas,

confirmadas em gel e enviados para sequenciamento.

100pb

Figura 9: PCR reamplificacdo dos genes PeAfpA, PeAfpB, PeAfpC presentes no DNA de P.
citrinum e PAF hipotética de A. flavus; Po¢o 1 = Padrao Ludwig Ladder 100pb 5uL Pogo 2 =
Amplificacéo do gene PAF hipotético de A. flavus; Pogo 3 = Amplificac@o do gene PeAfpA em P.
citrinum Poc¢o 4 = Amplificac@o do gene PeAfpB em P. citrinum Pogo 5 = Amplificagdo do gene
PeAfpC em P. citrinum.

O P. citrinum possui relato de apenas um gene e uma proteina antifingica
caracterizada na literatura, essa proteina se diferencia de todas as PAFs
descritas até o momento, analises de sequéncias ndo demonstraram
semelhancas a outras proteinas existentes, a sequéncia N-terminal também nao
tem semelhanca com qualquer proteina ou peptideo codificados (WEN; GUO;
CHEN, 2014).

O fato de ocorrer amplificagdes no genoma de P. citrinum com a utilizagcéo
primers desenhados para 0s genes presentes em P. expansum poderia
representar a descoberta de trés novos peptideos homélogos para o género
Penicillium, visto que ja é consolidado na literatura 0 uso dos mesmos primers
para diferentes espécies para genes homélogos como ocorre no caso Penicillium
nalgiovense que codifica um homodlogo ao gene paf de P. chrysogenum cujo

primers foram gerados com base na sequéncia deste peptideo antifingico
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(GEISEN, 2000). No entanto as sequéncias génicas obtidas n&o revelaram

homologia com outros genes de PAFs descritos até 0 momento.

51 PURIFICACAO EM COLUNA CROMATOGRAFICA

ApGs a centrifugacdo dos extratos do cultivo liquido com corte de peso
molecular de 3 kDa para a concentracdo dos peptideos produzidos em cultivo
liquido de P. citrinum e A. flavus. O extrato com elementos maiores que 3 kDa
foi purificado por cromatografia de exclusdo molecular Sephadex® G50.
Amostras de 3-5ml aproximadamente foram colhidas e a leitura feita a 280nm o
tampao utilizado foi fosfato 20mM pH6.6.

Considerando a faixa de fracionamento da coluna Sephadex G50 de
3.000Da a 30.000 o pico inicial presente nos dois perfis de purificacdo se remete
a moléculas maiores que 30kDa de acordo com seu manual. O Perfil
cromatografico realizado com a Sephadex® G50 por exclusdao molecular
evidenciou a separacdo das moléculas com base no tamanho molecular. Um
perfil tipico de eluicdo pode ser observado nas amostras de Aspergillus flavus
(Figura 10) e Penicillium citrinum (Figura 11) em cromatografias de excluséo
molecular, onde as maiores moléculas sao eluidas primeiro, seguido pelas
moléculas menores que penetram os poros do gel.

Para o perfl de eluicdo de A. flavus a curva apresenta um pico principal
significativo indicando a presenca de uma fragcdo majoritarias de macromoléculas
possivelmente correspondendo as moléculas que ndo sao alvo de nossa
cromatografia, a queda rapida na absorbancia apds o pico indica uma separacéo
eficiente das moléculas menores de interesse desse estudo, as fracdes 46 e 76
da amostra apresenta um pequeno pico.

No caso de P. citrinum, a eluicdo apresenta um pico mais definido e
simétrico, indicando maior homogeneidade na fracdo principal. O volume de
eluicho dessa amostra também € concentrado em torno de 10-20 mL,
consistente com o perfil observado para A. flavus. A partir da fracdo 20 a
absorbéancia caiu drasticamente indicando que as moléculas menores que 30kDa
comecaram a ser colhidas, no entanto, a quantidade de amostras foi insuficiente

uma vez que os PAFs possuem cerca de 10kDa.
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Figura 10: Perfil de purificacdo cromatografica de A. flavus submetida em coluna de exclusao

molecular Sephadex®G50.
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Figura 11: Perfil de purificacdo cromatogréfica de P. citrinum submetida em coluna de exclusdo
molecular Sephadex®G50.
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4.4 TESTES DE ATIVIDADE DAS FRACOES CROMATOGRAFICAS

As amostras foram submetidas a testes de atividade bioldégica em placas
de 96 pocos. Apos o cultivo durante 48 horas a 28 °C foram registradas fotos de
24 horas e 48 horas. Antes da realizacéo do teste, sistemas de ultrafiltracdo de
5,000kDa foram utilizados para eliminar possiveis interferentes das amostras,
pois alguns ions e sais podem inibir a atividade antifingica das proteinas,
conforme demonstrado NaCl e KCl quando adicionados concomitantemente a
PAF, conferiram inatividade a ela, considerando a eletronegatividade da
membrana sugeriu-se que a interacao entre esses componentes contribua para
a inibicdo de sua atividade antifingica (Theis et al., 2003). O ion Ca?* quando
em abundéancia inibe a acdo de PAF (BINDER et al., 2010).

Figura 12: Teste de atividade em placa de 96 pogos para fra¢des purificadas de Aspergillus
flavus (A- Pés imediato e B-apds 48h). Amostras 1-10: A1-A10; Amostras 11-20: B1-B10;
Amostras 21-30: C1-C10; Amostras 31-40: D1-D10; Amostras 41-50: E1-E10; Amostras 51—
60: F1-F10; Amostras 61-70: G1-G10; Amostras 71-80: H1-H10. Controles positivos: G12,
H10, H11; Controles negativos: A12, B12, C12. Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 13: Teste de atividade em placa de 96 pogos para fragGes purificadas de P. citrinum (A-
Pds imediato e B-apds 48h). (Amostras 1-8: A1-A8; Amostras 9—16: B1-B8; Amostras 17-24:
C1-C8; Amostras 25—-32: D1-D8; Amostras 33—40: E1-E8. Controles positivos: A10, B10, C10;
Controles negativos: All, B11, C11. Fonte: dados da pesquisa.

Figura 14: Teste de atividade em placa de 96 pocos amostras de fracdes purificadas. (A- Pés
imediato e B-apds 48h C-apds 72h). Amostra (C-) controle negativo = H4, H5 e H6; Amostra
(C+) controle positivo = H7, H8 e H9; Amostra (P.C) A2 de P. citrinum = Al, B1 e C1; Amostra
Al de A. flavus = A2, B2 e C2; Amostra A2 de A. flavus = A3, B3 e C3; Amostra A5 de A. flavus
= A4, B4 e C4; Amostra A6 de A. flavus = A5, B5 e C5; Amostra G1 de A. flavus = A6, B6 e
C6; Amostra G6 de A. flavus = A7, B7 e C7; Amostra G7 de A. flavus = A8, B9 e C9; Amostra
H1 de A. flavus = A9, B9 e C9; Amostra H4 de A. flavus = A10, B10 e C10; Amostra H5 de A.
flavus = A11, B11 e C11; Amostra H8 de A. flavus A12, B12 e C12.

A triagem e a visualizacdo da inibicdo do crescimento fangico deve ser
descrita visualmente, conforme descritos nos manuais disponiveis (ARENDRUP
et al., 2017). ApoOs a realizacdo da triagem observamos que dentre as amostras
testadas de P. citrinum somente a amostra de numero dois (A2) impediu o
crescimento do fungo A. niger, ja as amostras de A. flavus foram Al, A2, A5, A6,

G1, G6, G7, H1. H4. H5, H8. Essas amostras foram submetidas a um novo teste
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de atividade em triplicata e a leitura realizada a 600nm, como mostrado as

absorbancias na figura 15.
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48 hrs 0,036 1,533 0,289 0,691 0,705 0,383/ 0,735 0,345 0,298 0,472 0,317 0,288 0,279 0,318
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Figura 15: Tabela das leituras realizadas no teste de atividade entre 24 e 48 horas. Amostra
(C-) controle negativo; Amostra (C+) controle positivo; Amostra (P.C) A2 de P. citrinum;
Amostra Al de A. flavus; Amostra A2 de A. flavus; Amostra A5 de A. flavus; Amostra A6 de A.
flavus; Amostra G1 de A. flavus; Amostra G6 de A. flavus; Amostra G7 de A. flavus; Amostra
H1 de A. flavus; Amostra H4 de A. flavus; Amostra H5 de A. flavus; Amostra H8 de A. flavus.

Pode-se inferir que todos os extratos testados retardaram o crescimento
fungico nas primeiras 24 horas de teste, destoando das demais amostras A2 de
P. citrinum apresentou crescimento maior que o préprio controle positivo, no
entanto, apds 48 horas manteve-se estatico, sem apresentar crescimento
indicando que seu pico foi atingido em 24 horas de teste.

As demais amostras continuaram a apresentar crescimento, levando em
conta as absorbancias apresentadas pelo controle positivo 0,414 (24h) e 1,533
(48h). O controle negativo contendo meio estéril manteve-se estatico sem
nenhum tipo de crescimento microbiolégico indicando que o teste nao sofreu
interferéncias de contaminantes.

Alguns peptideos antifingicos néo foram identificados em caldo, como &
0 caso de cepa PAFB e PAFC de P. expansum cuja produgéo so foi alcancada

por meio de vetores de expressédo (GARRIGUES et al., 2018). A producéo dos
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PAFs depende da cepa, analises de sequéncias reguladoras ndo revelaram as
diferencas no nivel de expressdo (GANDIA et al., 2020).

Considerando a composi¢cdo, concentragdo € outros parametros
apresentados em relacéao as condi¢des de cultivo, ndo foram encontrados relatos
de extratos ou proteinas purificadas e identificadas produzidas por P. citrinum
com propriedades inibitérias contra qualquer microrganismo nos mesmos
parametros usados neste trabalho. Levando em conta que as fontes de
nutrientes sao de suma importancia para a regulagéo da expressédo dos genes
das PAFs (GUN LEE et al., 1999c). E possivel que essas mudancas para
promover o crescimento do fungo P. citrinum tenha corroborado para os
resultados de nossos testes de atividade antifungica.

O peptideo purificado PCAFP de Penicillium citrinum W1 isolado do oeste
do oceano indico foi cultivado inicialmente em meio YTM (extrato de levedura
0,5%, triptona 0,3%, manitol 2,5%, glicose 1%) em 1L por apenas um dia a 28°C.
ApoOs esse periodo foi transferido para 4,5L de YTM sob agitacdo 200rpm por
trés dias (WEN; GUO; CHEN, 2014). Usando o0 mesmo meio, a cepa P. citrinum
S1 isolada do solo de uma plantacédo de manga foi incubado a 28°C por 7 dias
com agitacdo a 180 rpm, seu extrato antagonizou o fitopatdégeno colletrotrichum
gloeosporioides MC9 (SANDY; CHEN; SULISTYOWATI, 2022).

A frutose como fonte de carbono adicionada ao meio Voguel, se
demonstrou mais eficiente no aumento da atividade antifingica dos extratos de
P. citrinum W1 em outro estudo, atingindo seu pico de atividade no 8° dia e ao
12¢° dia suas propriedades antifangicas entraram em declinio (WU et al., 2016).

Em testes de crescimento realizados em meios sélidos para avaliar a
expressdo de peptideos antifungicos em Aspergillus giganteus houve alta
interferéncia da composicdo do meio. Dentre os microrganismos desafiados
estavam Fusarium oxysporum e A. niger, o primeiro modulou a transcricdo do
gene afp e o segundo suprimiu (MEYER; STAHL, 2003).

Um fato inédito em nosso trabalho a partir dos extratos P. citrinum, € a
sensibilidade apresentada por A. niger uma vez que esse microrganismo nunca
havia apresentado sensibilidade aos extratos produzidos por P. citrinum, em
outro trabalho com a purificagcdo de PcCPAF de P. citrinum W1 os microrganismos

que apresentaram sensibilidade a ele foram Trichoderma viride, Fusarium
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oxysporum, Paecilomyces variotii e Alternarialongipes. (WEN; GUO; CHEN,
2014). A. niger é tido como um fungo altamente sensivel aos peptideos
antifangicos como relatado em trabalhos anteriores. (ACOSTA et al., 2009;
BUGEDA et al., 2020; FLORENTINE; MARX et al., 1995; GARRIGUES et al.,
2017b; HAJJI et al., 2010; HEREDERO et al., 2018; KAISERER et al., 2003b;
RODRIGUEZ-MARTIN et al., 2010; SKOURI-GARGOURI; GARGOURI, 2008).

A sequéncia N-terminal de PcPAF nado apresenta homologia com
nenhuma das proteinas caracterizadas anteriormente a ele pelo género
Penicillium spp (WEN; GUO; CHEN, 2014).

46 SDS-PAGE

Para verificar indicios da presenca do peptideo antimicrobiano, as
amostras foram liofilizadas e concentradas aproximadamente dez vezes e
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida Tricina SDS-PAGE na
concentracéo de 16% com visualizacao por meio do corante Coomassie Brilliant
Blue para confirmacdo da presenca do peptideo e estimacdo da massa
molecular do mesmo (SCHAGGER, 2006).

1 2 3 - 5 6

Figura 16: Tricina SDS-PAGE 16%. Pogo 1 = Padrdo Amersham LOW SDS-PAGE; Pogo 2 =
P. citrinum 7 dias; Poco 3 = P..citrinum 10 dias; Poco 4 = A. flavus 7 dias; Pogo 5 = Co-cultivo
A. flavus + P. citrinum 10 dias ; Poco 6 = Thermo Scientific Page Ruler 10-250 kDa. Fonte: dados
da pesquisa.
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Figura 17: A: 1 = Padrdo Thermo Scientific Page Ruler 10-250 kDa; 2 = Amostra A2 de P.
citrinum; 3 = Amostra Al de A. flavus; 4 = Amostra A2 de A. flavus; 5 = Amostra A5 de A. flavus;
Amostra A6 de A. flavus; Amostra G1 A. flavus; ; 8 = Extrato bruto P. citrinum concentrado 10x;
9 = Extrato bruto A. flavus concentrado 10x B: 1 = Padréo; 2 = Amostra G6 A. flavus; 3 = Amostra
G7 A. flavus; 4 = Amostra H1 A. flavus; 5 = Amostra H4 de A. flavus; 6 = Amostra H5 A. flavus;
7 = Amostra H8 de A. flavus; 8 = Extrato bruto P. citrinum concentrado 10x; 9 = Extrato bruto A.
flavus concentrado 10x. Fonte: dados da pesquisa.

A massa molecular do PcPAF é de aproximadamente 10kDa (WU et al.,
2015), no gel bandas muito fracas um pouco abaixo de 10 kDa foram
visualizadas nas amostras de P. citrinum e A. flavus. Bandas peptidicas mais
fortes estdo um pouco acima de 10 kDa nas amostras de P. citrinum, e com
aproximadamente 13 kDa em amostras de A. flavus.

Os dados apresentados juntamente com a atividade apresentada pelos
extratos podem sugerir que P. citrinum esteja expressando outras moléculas

antifangicas que ainda precisam ser confirmadas em estudos futuros.

CONCLUSAO

Buscamos neste estudo realizar a identificagcdo molecular de fungos e
analises in silico de peptideos antifungicos hipotéticos, purificacdo e teste de
atividade a partir das fracbes obtidas da purificacdo de Penicillium citrinum e
Aspergillus flavus. O sucesso na extracdo do material genético dos fungos
juntamente com as analises filogenéticas inferidas nos permitiu confirmar as

identidades das cepas estudadas, corroborando com a importancia do uso das
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ferramentas de bioinformética e moleculares para a identificacdo correta dos

microrganismaos.

As analises in silico na cepa AF70 de Aspergillus flavus revelaram a
presenca de um peptideo antifungico hipotético, no qual essas sequéncias foram
utilizadas para a confeccdo dos primers. Esses primers juntamente com 0s
desenhados com base no genoma de Penicillium expansum para aplicacdo em
Penicillium citrinum, amplificaram bandas no qual seus  produtos se
aproximavam do tamanho estimado pelas ferramentas de bioinformatica
utilizados nesta trabalho, o que nos levou a crer que de fato poderiamos estar
prestes a caracterizacdo e descoberta de novos peptideos antifungicos.

A purificagéo dos extratos de A. flavus e P. citrinum por cromatografia de
exclusdo molecular juntamente com os testes de atividade antifingica, mostrou
que as fracdes possuem atividade antifangica contra Aspergillus niger. Esses
dados sao relevantes, pois indicam o potencial das cepas estudadas para a
producdo de biomoléculas potencialmente relevantes para futuras aplicacdes
biotecnoldgicas e na agricultura.

No entanto, as amplificacdes inespecificas e a falta de homologia nas
sequéncias obtidas de P. citrinum com os genes do género Penicillium sugerem
gue mais estudos devem ser realizados para compreender melhor a diversidade
e a funcionalidade dos PAFs entre diferentes espécies. A investigacdo de
possiveis peptideos homologos no genoma de P. citrinum abre caminho para
pesquisas futuras, visando a caracterizagéo e o estudo dos mecanismos de acao
dos tras desses compostos.

Em resumo, este trabalho contribui para o conhecimento sobre a
diversidade genética e as potenciais aplicacdes de A. flavus e P. citrinum,
reforcando a importancia de estudos integrados que combinam técnicas
moleculares, bioinformatica e biotecnologia. Os dados aqui apresentados
poderdo servir como base para o desenvolvimento de novos agentes
antifingicos, com impacto na saude humana e animal além da protecédo de

culturas agricolas.
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