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Resumo:

Este artigo de revisao tem como objetivo discutir os meios de adaptacao
metabolica de fungos filamentosos, assim como, seus produtos subsequentes e como
fatores ambientais influenciam as vias metabdlicas, analisado pelo método
metabolomico.

Fungos filamentosos sao importantes enfoques de estudo, dado sua importancia
como sintetizadores de bioativos, suas capacidades biorremediadoras e sua vasta
aplicabilidade. Isso ocorre devido a ampla gama de metabolitos produzidos pelos
fungos, tornando essencial compreender seu funcionamento e as vias metabdlicas
envolvidas.

Nesse contexto faz-se necessario compreender como fatores ambientais podem
influenciar as rotas sintetizantes, para tal objetivo aplicou-se estudos metabolomica
utilizando as técnicas analiticas de RMN e LC-MS/MS.

Palavras chaves: Fungos. Metabolomica. Biossintese. Interacoes fingicas.



Abstract:

This review article aims to discuss the metabolic adaptation mechanisms of
filamentous fungi, as well as their subsequent products and how environmental
factors influence metabolic pathways, analyzed through metabolomic methods.

Filamentous fungi are important subjects of study due to their significance as
bioactive compound synthesizers, their bioremediation capabilities, and their broad
applicability. This is due to the wide range of metabolites produced by fungi, making
it essential to understand their functioning and the metabolic pathways involved.

In this context, it is necessary to understand how environmental factors can
influence the biosynthetic pathways. To achieve this, metabolomic studies were

applied using analytical techniques such as NMR and LC-MS/MS.

Keywords: Fungi. Metabolomics. Biosynthesis. Fungal interactions.
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1 - Introducao

1.1 - Fungos filamentosos: O que sao e por que estudar

Fungos filamentosos sao organismos multicelulares diversos e com altas
capacidades adaptativas, sendo essenciais para os ecossistemas. Eles se
caracterizam pela presenca de estruturas alongadas chamadas hifas, que formam
uma extensa rede de filamentos.! Essa morfologia permite uma grande diversidade
funcional, aumentando a area de superficie do espécime, facilitando a exploracao
do ambiente e a liberacao de enzimas para a decomposicao da matéria organica,
tornando esses organismos fundamentais em processos ecologicos e industriais. 2

Sua versatilidade é evidente em setores como agricultura, indUstria, e em
aplicacoes farmacoldgicas e medicinais. Estudos modernos demonstram todos esses
aspectos, evidenciando a responsabilidade dos fungos por uma série de processos
vitais para a sociedade contemporanea, como a sintese de farmacos, a
biodegradacao de compostos, a biorremediacao de ambientes, a producao de
biofertilizantes e na nitrogenacao do solo.'" No entanto, ainda existem alguns
desafios a serem estudados, como a possivel geracao de metabdlitos tdxicos para
plantas, humanos e o ambiente. Apesar disso, ainda ha uma perspectiva de que os
avancos cientificos possam minimizar essas problematicas.?

O crescente interesse por estudos relacionados a aplicacao de fungos justifica-
se pela sua capacidade destes em sintetizar antibioticos, imunossupressores,
enzimas farmacologicas, biocombustiveis, alimentos fermentados, entre outros
produtos.? Essas pesquisas sao benéficas para a ecologia, uma vez que, ao contrario
dos métodos convencionais de sintese desses produtos, que exigem o uso intensivo
de reagentes, solventes e catalisadores, os processos fungicos oferecem uma
alternativa dentro dos principios da quimica verde. Para mais, ecologicamente os
fungos representam parte vital na decomposicao e bom condicionamento do solo,
contribuindo com sua qualidade nutricional.?

Realizando todas essas aplicacbes, os fungos possuem um grande
valor econdmico, que torna o investimento nas pesquisas muito favoravel. Como
descrito na tabela 1, que apresenta o valor de mercado de alguns produtos naturais

correlacionados, todos com elevados valores de mercado agregado. Ao longo dos
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anos mais produtos fingicos foram sendo incorporados no mercado e a perspectiva
€ uma valorizacao da area de estudo.?

Levando em consideracao suas aplicacoes na agricultura, € possivel observar
diversas vantagens no uso do fungo Trichoderma no agronegocio. Quando aplicado
de forma controlada nas plantacoes, ele compete por nutrientes com outros
microrganismos, atuando como um biocontrole de pragas. Além disso, contribui para
a melhoria da qualidade do solo, fornecendo nutrientes e auxiliando na imunidade
das plantas. Contudo, ainda sao realizados estudos para o aprimoramento genético
da espécie para aumentar sua eficiéncia e reduzir os riscos de bioprodutos
indesejados.?3

A agricultura tem lidado com fungos ao longo de toda sua historia. Estudo
sobre as Aspergillus, por exemplo, mostram o lado problematico desse género de
fungos em plantacoes, onde estes sao responsaveis pela liberacao de
aflatoxinas, micotoxinas e outros contaminantes toxicos para animais.4 Algumas
investigacoes sobre o cultivo destes e mostrou como os influentes como
temperatura, umidade e local de armazenamento contribuem para tais substancias
serem geradas, além de indicarem que certos fatores no manejo dos produtos
agricolas devem ser rigorosamente monitorados e controlados para reduzir os riscos
de contaminacdes fungicas, prevenindo danos a satde publica.*

O estudo dos fungos filamentosos, com énfase em obtencdao de produtos
naturais especificos, chegou no ambito industrial em prol de estudar formas que
pudessem gerar uma otimizacao de producao, gerando o conceito de biofabrica de
produtos.® Sobre esse topico sao abordadas as novas técnicas de engenharia
metabolica, fazendo uso de técnicas de edicao genética para controlar os produtos
gerados em uma espécie do género Penicillium, reconhecido pela producao de
penicilina, contudo, estudos demonstram que outros compostos produzidos possuem
grandes potenciais farmacos nao explorados.? Mesmo com as modificacoes
genéticas, estudos adicionais foram realizados para determinar temperatura, pH e
fontes de carbono ideais para producao.®

Muitos estudos recentes, buscam entender sobre a producao de produtos
naturais, gerando diversos estudos sobre os mecanismos de producao e secrecao de
proteinas, enzimas e outros bioprodutos.’ Enfatizam sobre enzimas, dando énfase

em enzimas industriais e bioativos utilizados em medicamentos e evidenciam as
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limitacOes técnicas atuais na aplicacao de cultivos em larga escala para a obtencao
de bioativos. Além da necessidade de garantir a estabilidade dos compostos gerados,
ha desafios como o baixo rendimento e a possivel geracao de produtos tdxicos ou
indesejados.”

A importancia dos fungos também nao esta somente em seu servico direto ao
homem, eles desenvolvem grande papel ecoldgico, agem como decompositores,
como bioremediadores, reguladores da fixacao de nitrogénio no solo e
estabelecendo relacoes mutualisticas em micorrizas, o que contribui diretamente
para o desenvolvimento das plantas.?

Por fim, para melhor compreender todos esses fatores adaptativos dos fungos,
incluindo suas relacoes ecologicas e respostas aos estimulos ambientais e meios de
cultivo (temperatura, pH, umidade, etc.) sao realizadas pesquisas sobre sua historia
evolutiva. Essas investigacoes utilizam sequenciamento genomico e analises
filogenéticas para entender os processos evolutivos, melhorar a classificacao das
espécies e identificar, por meio de ferramentas de bioinformatica, seus padroes
adaptativos.® A figura 1, apresenta a distincao entre diferentes espécies de fungos
observando suas caracteristicas microscopicas, mostrando a morfologia diferente
dos ascomas, ascosporos, que sao estruturas reprodutoras responsaveis pela
producao de esporos, a figura também apresenta as diferentes estruturas de hifas. 0

O estudo aplicado de fungos tem sido desenvolvido, multiplas areas, gerando
uma problematica no desenvolvimento de metodologias replicaveis, quantitativas,
qualitativas e de analise, que auxiliam na descoberta de novos bioativos e na
compreensao do funcionamento de vias metabodlicas. Para resolver essa
problematica desenvolveu-se os estudos analiticos Omicos: metabolomica,
protedmica, lipidémica, transcriptémica, genomica, entre outros. 10

Para cada tipo de analise Omica existem uma série de processos e métodos
aplicaveis que podem assim mostrar como o potencial de trabalhar com um nimero
elevado de dado amplia os potenciais de aplicacdo industriais e médicas. Com o
auxilio das técnicas omicas, diversas formas de estudar fungos podem ser realizadas
permitindo a obtencao de resultados mais confiaveis e precisos. 1

Em suma, fungos filamentosos tém sido e devem ser bastante estudados, suas
multiplas aplicacoes de forma industrial, alimentar, farmacéutica, biorremediadora,

agro e mesmo todo seu valor economico e ecologico, s6 demonstram o quanto a
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humanidade ainda precisa aprender com esse reino biologico afim de obter um

melhor um melhor sistema de aproveitamento deles.

Tabela 1 - Medicamentos e farmacos produzidos por fungos

. . Valor de mercado
Categoria Produtos Fungos envolvidos (bilhes de USD) Ano

P. rubens,
Penicilinas P. chrysogenum, 1,960 2022
P. griseofulvum
Antibacterianos  Cefalosporinas Acremonium spp. 18,700 2022
Acido Fusidico Ramularia coccinea 0,170 2021

Clitopil 3
Pleuromutilina 1EOPIILS SPP 0,267 2025
Basidiomycota

Leotiomycetes,
Equinocandinas . J 0,510 2021
Eurotiomycetes

Antimicoticos .
Enfumafungina Hormonema sp. 0,004 2022
Griseofulvina Penicillium spp. (N/D)
Aspergillus terreus,
Medicamentos pers

Estatinas Monascus ruber, 14,300 2021
Penicillium citrinum

cardiovasculares

Ciclosporina  Tolypocladium inflatum 1,990 2021
Fingolimode  Melanocarpus albomyces 3,340 2018
Agentes et Penicillium stoloniferum
. i
Imunossupressores ] L e espécies relacionadas 1,581
Micofendlico o
de Penicillium
Mizoribina P. brefeldianum (N/D)
Nematicidas Emodepsida Rosellinia spp. (N/D)
Ophiocordyceps sinensis,
Medicinas Cordyceps Cordyceps militaris, 1,500 2004
Tradicionais C. guangdongensis
Chinesas Ganoderma spp.,

Ganoderma o . . 3,100 2019
principalmente G. lingzhi

Fonte: ADAPTADO - (Niego, A.G.T., Lambert, C., Mortimer, P. et al. The contribution of fungi to the
global economy. 2023)
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Figura 1 - Caracteristicas morfoldgicas dos géneros Aspergillus, Penicillium e
Talaromyces

A. glaucus NRRL 116T: (a) Morfologia da colonia apos 7 dias de incubacao; (b) Hifas
(ampliacao 400x) e (c) ascomas (ampliacao 200x).
A. nidulans NRRL 187T: (d) Morfologia da colonia apds 7 dias de incubacao; (e)
Hifas (ampliacao 400x) e (f) um ascocarpo (ampliacao 100x).
P. expansum NRRL 976T: (g) Morfologia da colonia apds 7 dias de incubacao e (h e
i) hifas (ampliacao 400x).
P. kewense NRRL 3332T: (j) Morfologia da colonia apds 7 dias de incubacao; (k)
Hifas (ampliacao 400x) e (1) um ascocarpo (ampliacao 100x).
T. flavus NRRL 2098T: (m) Morfologia da colonia apos 7 dias de incubacao; (n) Hifas
(ampliacao 400x) e (0) um ascocarpo (ampliacao 100x).

CRRNY = et 5"7'—,‘%‘,1
Dyl ond =

0

Fonte: (Chi-Ching Tsang, Taxonomy and evolution of Aspergillus, Penicillium and Talaromyces in the

omics era - Past, present and future, Computational and Structural Biotechnology 2018)
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1.2 - Influéncias de condicionamento: Principais influentes

Os seres vivos sao influenciados pelo meio em que se desenvolvem e
sobrevivem, o que pode ser justificado por fatores como fontes de alimentacao,
tempo de exposicao solar, umidade relativa do ar, entre outros aspectos. Entre os
seres vivos, 0os microrganismos tendem a ser os mais sensiveis as alteracoes
ambientais, o que se reflete na variacao de seus bioprodutos, determinando quais e
quantas substancias serao produzidas. Esse fenomeno pode ser explicado pelo
carater evolutivo adaptativo desses organismos. "

Estudos demonstram que a variacdo de alguns parametros tem grandes
impactos na producao de bioativos, tais como pH, disponibilidade de nutrientes no
ambiente, temperatura e presenca de sais metalicos. Estudos omicos auxiliam na
definicao e direcionamento dos melhores parametros a serem utilizados para
otimizar a producao de compostos, seja em contextos industriais, farmacos ou
ecoldgicos. '

Cada parametro deve ser estudado separadamente dos demais, mas deve ser
observado levando em consideracao os demais parametros. Isso é possivel pela
pratica de algumas metodologias, como a OSMAC, ‘One Stain Many Compounds’ em
traducao livre, “Uma cepa, multiplos compostos”, na qual se estabelece uma
padronizacao dos parametros e variacao Unica de um deles, permitindo estudos para
parametros especificos. 12

O primeiro parametro a ser bem estudado e levado em consideracao na hora
de realizar um cultivo € a temperatura. A taxa metabdlica apresenta-se muito
sensivel a variacao de temperatura, resultando numa interferéncia na
adaptabilidade e tolerancia ao meio.'3 Alguns estudos especializados em estudar
esse parametro, focam em apresentar como uma otimizacao na temperatura de
cultivo pode acelerar o crescimento e aumentar a producao dos metabolitos
desejados.' Outros trabalhos interessantes no assunto buscam entender melhor
como os fungos lidar com a variacado de temperatura, numa perspectiva de
compreender os mecanismos que os levam resistirem as elevadas temperaturas. E
relevante ter uma compreensao dos mecanismos envolvidos, permitindo o estudo de
inibicoes de rotas metabolicas/biossintéticas facilitando a erradicacao de patogenos

resistentes, por exemplo.'® A tabela 2, apresenta alguns desses exemplos de
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substancias produzidas por fungos para lidar com os efeitos da temperatura e o papel
na resposta ao estresse térmico. 13

Estudos também apontam como outro parametro de extrema relevancia, a
variacdo do pH.'® O pH varia com diversas coisas do ambiente, como, presenca de
sais no meio, oxigenacao, presenca de outros microrganismos, presenca de matéria
organica a ser decomposta, entre outros.'” A influéncia de parametro é tao direta,
que sua influéncia altera a capacidade do organismo de lidar com outros parametros,
uma vez que o stress gerado pelo pH auxilia na manutencao metabdlica. 181920 Qs
estudos sobre os efeitos do pH, também observam como os fungos fazem a regulacao
do pH intra e extracelular, comportamento vital para sobrevivéncia do espécime. '’

Diversos trabalhos reportados na literatura tem mostrado o efeito direto na
relacao entre o pH e a presenca de sais metalicos,'® como a presenca de sais podem
influenciar diretamente as vias das ATPases, que sao as reguladoras de pH
intracelular dos fungos, o que esta diretamente correlacionado com a sobrevivéncia
do ser vivo.2':7 Mesmo com essa influéncia, pode se realizar estudos levando em
consideracao a variacao Unica da presenca de metais, alguns trabalhos levam em
consideracao que metais trabalham como agentes reguladores em inUmeras rotas
metabdlicas fungicas portanto, alguns trabalhos estudaram como a presenca ,
auséncia ou larga quantidade de metais agem nessas regulacoes. 22:23;24

O ultimo parametro de grande relevancia e certa notoriedade nos trabalhos
publicados sobre fungos é a presenca de aminoacidos. Aminoacidos, sao reguladores
metabdlicos que assim como metais influenciam diretamente algumas rotas de
sintese, 2% além de também serem responsaveis pela velocidade de desenvolvimento
do fungo e comportamento como esporulacdo.?® Alguns trabalhos ja levam em
consideracao que para otimizacao de cultivos fungicos em prol industrial é
necessario levar em consideracao e regulamentar a presenca de aminoacidos em
largas escalas. 16:27

Em suma, cada parametro tem sua forma de influenciar as rotas metabdlicas,
regulamentar na producao de bioativos, assim como estabelecer a sobrevivéncia do
ser vivo. Ainda é necessario realizar varios estudos para utiliza-los e aplicar com

maior seguranca e rentabilidade, no cultivo fungico em escala industrial.
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Tabela 2 - Proteinas e metabolitos associados a adaptacdo fungica ao calor

Proteinas ou

Espécies de Fungos

Papel na Resposta ao Estresse Térmico

Metabélitos
Aumenta o acimulo de trealose,
Saccharomyces oA -
Lre1 - resisténcia ao calor e regula a expressao
cerevisiae S,
de genes ciclina
Cryptococcus Grx4 é necessario para integridade da
Grx3/Grx4
neoformans membrana e parede celular
. . Atua como fator de transcricao para
BbThm1 Beauveria bassiana . 2 A -ao p
integridade térmica e da membrana
Intermede as interacdes entre vias de
CgSTE11 Candida glabrata  sinalizacao MAPK em resposta a desafios
ambientais
- . Converte o anion superoxido em peroxido
Superoxido A maioria dos . A
. de hidrogénio, respondendo ao estresse
dismutase fungos A
oxidativo
. Atua como antioxidante, chaperona
A maioria dos -
Catalase molecular e regulador de transducao de

fungos

A maioria dos

Peroxirredoxina
fungos

Ct1 C. neoformans

Candida auris,
Aspergillus flavus,
Candida albicans

Cyr1 e PKA

A. fumigatus,
Cordyceps militaris,
Neurospora crassa,

S. cerevisiae

Piruvato

A maioria dos

Glutationa £
ungos

A maioria dos

Trealose
fungos

sinais

Funciona como chaperona molecular e
regulador de transducao de sinais

Substrato de calcineurina durante
respostas ao estresse térmico

Promovem o crescimento de C. auris e
aumentam a resisténcia ao estresse
térmico e a drogas antiflingicas

Reduz a carbonilacao de proteinas,
estabiliza o potencial de membrana
mitocondrial e promove o crescimento
fangico
Protege o DNA mitocondrial contra danos
oxidativos

Atua como estabilizador de proteinas e
promove a sobrevivéncia em condicoes
extremas de calor

Fonte: ADAPTADO - (Response and regulatory mechanisms of heat resistance in pathogenic fungi,

2022)
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1.3 - Metabolomica: Como analisar e avaliar metabélitos

Metabolomica é um conjunto de estudos que abordam os produtos e
subprodutos de rotas metabdlicas em seres vivos, permitindo uma compreensao
aprofundada de seus processos biologicos. 22 Técnicas de metabolomica tém sido
incorporadas a tempos no estudo de fungos filamentosos em prol de melhor
compreendermos como eles produzem produtos/substancias desejadas(os) e como é
possivel otimizar otimizar essas producoes. 28

Metabolomica é uma das técnicas analiticas envolvida nos estudos omicos, que
sao os estudos responsaveis por integrar as relacoes entre os genes, proteinas e
metabolitos, onde metabolomica em si, cobre a parte dos estudos referentes aos
metabolitos. De todo modo, € uma técnica que relne os conceitos multi-omicos com
auxilio de dados de bioinformatica, criando uma abordagem que permite observar a
ampla diversidade metabolica de um Unico espécime.?®

Existem multiplas formas de abordar e estudar metabolémica, contudo a mais
usual e direta forma € com uso de espectrometria de massas acoplada técnicas de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (UHPLC-MS/MS) ou mesmo com
cromatografia gasosa (CG-MS/MS). Ambas sao técnicas sensiveis e permitem a
quantificacao e identificacao dos metabolitos.?? Estudos direcionados a localizacao
e identificacao de biomarcadores depois de realizar bio-estimulos utilizam a
espectrometria de massas como um instrumento chave de pesquisa por sua
capacidade de lidar com grandes quantidades de informacoes e alta sensibilidade.3°

Existe razoes pelas quais ao iniciar um estudo metabolomico levamos em
consideracao o equipamento cromatografico que sera utilizado, UHPLC ou CG, isso
se deve as diferentes caracteristicas dos metabolitos a serem estudados, contudo,
as informacdes de ambos os equipamentos em um mesmo estudo servem de
trabalhos complementares. 3’

Outro equipamento que tem ganhado destaque nos estudos metabolomicos € o
equipamento de ressonancia magnética (RMN), que € um método nao destrutivo que
apresenta alta reprodutibilidade e tem serventia direta em estudos quantitativos e
qualitativos, permitindo elucidacao de compostos em misturas complexas.3Z Além
disso existe uma outra vantagem na utilizacao dessa técnica, facilita alguns estudos
sobre as dinamicas moleculares com o uso de marcadores isotopicos, que permite

rastrear as origens bio-sintéticas de alguns compostos. 33
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Existem trabalhos voltados a unificar a conversa, realizando a metabolomica
com LC-MS/MS e RMN, uma técnica eficaz em estudar grandes conjuntos de
informacodes e outro eficaz na caracterizacao estrutural de compostos, enriquecendo
o estudo. 34

A figura 2 representa as principais vantagens do uso conjunto das técnicas
apresentadas de forma conjunta, no qual apresenta e descreve que as técnicas de
espectrometria de massas possuem alta cobertura de metabdlica, que significa
grande banco de dados comparativos e alta sensibilidade contudo sao menos
robustas, que significa menor confiabilidade de caracterizacao, maior taxa de erro
e quando comparamos com as anotacoes da figura sobre o RMN, como uma técnica
robusta porém com baixa sensibilidade. Por fim, a figura conclui que o uso conjunto
das técnicas permite alta sensibilidade, robustez e ampla cobertura metaolica.34

Em suma, o estudo de metabolémica € muito amplo, permitindo nao so
investigar quais metabodlitos sao produzidos, mas como sao produzidos. E as
principais técnicas de analise sao amplas, com cada equipamento tendo seus pontos
fortes e fracos, permitindo assim estudos variados para todo tipo de objetivo na

pesquisa.

Figura 2 - Esquema das vantagens do trabalho conjunto das técnicas

ms
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Fonte: (Marine P. M. Letertre, Gaud Dervilly, and Patrick Giraudeau, Combined Nuclear Magnetic

Resonance Spectroscopy and Mass Spectrometry Approaches for Metabolomics, 2021)
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2 - Principais influéncias das condicées ambientais

2.1 - Influéncia da temperatura no metabolismo

Em nosso cotidiano os principais produtos consumidos com auxilio microbiano
sao paes, bolos, cerveja e vinhos. Todos esses se baseiam na fermentacao,
geralmente oriunda de leveduras, que sao fungos unicelulares consideravelmente
mais simples que fungos filamentosos. Mesmo assim, é evidente as diferencas que
podemos observar mudando a temperatura ambiente na fabricacao dos fermentados
tais como: diferencas tateis, como densidade das massas, quantidade de alcool nas
bebidas e mesmo o sabor delas, por isso todos esses processos envolvem estudos
sobre as influéncias térmicas no metabolismo.33 Se podemos observar o impacto em
leveduras, podemos esperar observar impactos muito maiores em filamentosos, uma
vez que sao seres multicelulares complexos.

Em fungos filamentosos, um dos bioativos mais conhecidos e produzidos em
ambito de farmacos é a penicilina, produzida por membros do género Penicillium,
que sao estudados pelo alto potencial de produzir farmacos. '* Ao longo de inUmeros
estudos sobre a interferéncia da temperatura no cultivo desses fungos, explorou-se
a temperatura ideal para que fosse cultivado, em prol de uma maximizacao de
producao de penicilina.

Nesses estudos tanto temperaturas mais baixas quanto mais elevadas, quando
comparadas a temperatura ideal, apresentam um desenvolvimento metabdlico
letargico.3¢ Outra diferenca notavel foi na eficiéncia metabodlica, na qual fungos
fora das condicoes ideais realizam sinteses indesejadas, voltadas ao
desenvolvimento dos metabolitos primarios, reduzindo a eficiéncia industrial
desejada.’

Para melhor visualizar isso, a figura 3 descreve a variacao na concentracao de
ergosterol no cultivo de um fungo Penicillium em diferentes temperaturas. A figura
apresenta resultados obtidos na investigacao do efeito da temperatura no
desenvolvimento de Penicillium roqueforti cultivado em agar de extrato de malte.
O estudo monitorou o conteldo de ergosterol, por GC/MS, e da biomassa em
distintas temperaturas (10, 15, 20, 25 e 30°C). " Os resultados indicaram que,
embora a maior taxa de desenvolvimento de biomassa tenha ocorrido a 25°C, a

eficiéncia de conversao de carbono do substrato foi maior a 20°C. Assim, a
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temperatura que favoreceu o crescimento mais rapido nao foi a mesma que resultou

na maior eficiéncia de crescimento.!

Figura 3 - Valiacdo por GC/MS da producao de Ergosterol por Penicillium

roqueforti em relacao a variacao de temperatura
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Fonte: ADAPTADO (Li Y, Wadso L, Larsson L. Impact of temperature on growth and metabolic
efficiency of Penicillium roqueforti--correlations between produced heat, ergosterol content and
biomass. J Appl Microbiol. 2009)

Entre fungos filamentosos, existem os termofilos, fungos capazes de suportar
temperaturas elevadas, compreendé-los melhor permite determinar quais os
principais meios de defesa e resposta a tais condicoes extremas que os tornam
capazes de sobreviver.37 Uma resposta, alcancada por protedmica, indica a producao
de proteinas de choque térmico (HSPs), como principal modo de regulacao térmica,
auxiliando o desdobramento e reparo de proteinas. O impacto da temperatura
também é significativo na regulacao energética, onde existe uma demanda
energética elevada para regular o stress sofrido. Isso gera uma regulacao nas
atividades enzimaticas do ciclo de Krebs e na cadeia transportadora de elétrons para
ocorrer uma compensacao energética.3”

Outra resposta ao condicionamento térmico evidente é a composicao da
membrana plasmatica das células, que se altera majoritariamente pela variacao dos
esfingolipidios (SLs) e das ceramidas. Os SLs sdao responsaveis por diversos fatores
celulares, como a fluidez e a estabilidade estrutural celular. Atuam como
sinalizadores, levando a transformacoes e comportamentos como alteracao no ciclo
celular, tempo de esporulacdo, respostas autoimunes e apoptosis.3® Todos esses

fatores se tornam essenciais para a sobrevivéncia do fungo nas condicoes extremas,

Pagina 22 de 65



ou de alta variabilidade da temperatura, se mostrando como importantes aliados
para uma compreensao dos efeitos do aquecimento global no mundo microbiano. 38

Se ocorrem diferencas grandes na protedmicas, espera-se que ocorram também
diferencas na metabolomica, uma vez que a sintese dos metabodlitos parte de
proteinas, enzimas, para serem realizadas.3 Alguns trabalhos sobre o metabolismo
secundario revisam portanto o papel de regulacao térmica em algumas proteinas de
grande relevancia para a sintese de metabolitos secundarios.4® As proteinas do
complexo Velvet, por exemplo, demonstram uma faixa ideal de producao de
metabdlitos proximo a 30°c, fora desta faixa sua producao decai
significativamente.41:42

A figura 4 apresenta um modelo que descreve como LaeA, uma proteina
nuclear, regula o metabolismo secundario em fungos filamentosos,
como Aspergillus.*! LaeA é modulada por vias de sinalizacdo que envolvem a
proteina quinase A (PkaA) e a proteina RasA, que atuam como reguladores negativos.
A expressao de LaeA, por sua vez, controla a producao de diversos metabdlitos
secundarios, incluindo toxinas (esterigmatocistina e gliotoxina) e antibioticos
(penicilina e lovastatina). Além disso, LaeA interage com o fator de transcricao AfIR,
que regula negativamente sua expressao, formando um loop de retroalimentacao.
Esse modelo sugere que LaeA é um regulador global crucial para a producao de
metabdlitos secundarios, atuando como um ponto de integracao entre vias de
sinalizacdo e a expressao de clusters génicos especificos.!

Outro fator importante sobre a influéncia da temperatura, sao as relacoes da
temperatura com os demais parametros, por exemplo, um estudo sobre solos
contaminados demonstrou que a variacdo de temperatura permitiu ou nao a
existéncia de vida no ambiente. Realizando uma investigacdo de ambientes com
drenagem acida de mina (AMD) e verificando metabodlitos presentes como
biomarcadores para identificacao dos géneros fungicos que vivem nos ambientes,
demonstrou-se também que um dos fatores que possibilitou a sobrevivéncia do
mesmo foi uma temperatura ideal, fora dessa temperatura a presenca flngica é
reduzida.*?

Em suma, a temperatura influencia nao somente o metabolismo flngico,
influencia as chances de sobrevivéncia do individuo, a velocidade de

desenvolvimento, sua esporulacao, assim como suas relacées com o meio.
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Figura 4 - Esquema de regulamenta¢do metabdlica de LaeA
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Fonte: (Bok JW, Keller NP 2004. LaeA, a Regulator of Secondary Metabolism in Aspergillus
spp. Eukaryot Cell 3)
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2.2 - Influéncia de sais metalicos no metabolismo

Sendo um dos maiores grupos da tabela periddica, os metais, detém diversos
representantes com propriedades diferentes entre si, e isso se reflete nas suas
interacoes no ambiente bioquimico. Atuando em regulacdes enzimaticas, biossintese
de metabolitos e fazendo regulacdes para ambientes extremos, metais realizam
inUmeras funcoes no desenvolvimento fingico.24

Estudos com énfase em compreender como metais comuns (zinco, ferro e
cobre) atuam nos sistemas metabdlicos, demonstraram seus papéis como
reguladores da sintese de compostos bioativos, sideréforos e enzimas redox, também
suas influéncias marcantes na pigmentacdo e formacao de micotoxinas.2* Sobre a
regulacao enzimatica, metais atuam auxiliando nas enzimas presentes como
lactases, peroxidases e outras associadas a decomposicao de compostos complexos,
nesses cenarios, os metais atuam como cofatores enzimaticos. 44

Mesmo que estes metais possam apresentar papéis metabdlicos fundamentais
deve ser levado em consideracao um limite toxicologico dos mesmos, uma vez que
em elevadas concentracoes irao atrapalhar ou mesmo matar o espécime.2! Cobre
por sua vez gera um elevado estresse oxidativo no metabolismo fungico em
quantidades elevadas, contudo, estudos concluem que outros fatores podem auxiliar
a resisténcia fungica, como a presenca de ferro e/ou aminoacidos no meio.?!
Podemos observar esse comportamento na figura 5, que apresenta como o fungo
Aspergillus resistiu melhor a presenca de cobre com a adicao do ferro.?

A figura 5.A, apresenta o desenvolvimento de duas cepas de um espécime de
fungo lidando com concentracao fixa de cobre e variada de ferro, as cepas em
questao sao a ‘wt’ (cepa selvagem sem alteracoes) e a ‘Acrpa’ (Cepa geneticamente
modificada para apresentar maior sensibilidade ao cobre). Essa figura em questao
tras como conclusao a influéncia da presenca de ferro na tolerancia toxicolégica do
fungo ao cobre, representando que a maior concentracao de ferro auxilia na
tolerancia ao cobre. 2!

No caso, a figura 5.B, apresenta o desenvolvimento flngico em concentracao
variadas de cobre e presenca fixa de ferro: uma concentracao considerada baixa de
ferro, uma concentracao alta e um complexo de ferro. As cepas utilizadas sao
‘Afs77’ (cepa selvagem) e ‘AsifA’(cepa com deficiéncia na producao de sideroforos).

Muitas conclusdes podem ser observadas na imagem, a principio podemos descrever
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como a falta de sideroforos limitou o desenvolvimento da cepa ‘AsifA’, assim como
a concentracao alta de ferro auxiliou na resisténcia a toxicidade do cobre e por fim,
o complexo de ferro provou-se como suplementacao ideal para reduzir a toxicidade

da presenca de cobre. 2!

Figura 5 - Comparacao entre variacdo nas concentracdes de cobre e ferro
(A) Apresenta o desenvolvimento dos fungos numa concentracao de cobre fixa com
variacao na concentracao de ferro. (B) Apresenta quantidades fixas de ferro, lidando

com variacao nas quantidades de cobre

A B i
20 mM ammonium “lmbl smmankam
0.02 mM Cu 0.001 mM Fe 0.1 mM Fe 0.001 mM FC
Fe [mM]  wt Cu [mM] afs77 AsidA afs77 AsidA afs77  AsidA

l®

[ |-[e]0|®
0|®

ol®
10
e
O

°

"'

0|C
@

Fonte: ADAPTADO (Yap Annie , Talasz Heribert , Lindner Herbert , Wiurzner Reinhard , Haas
Hubertus, Ambient Availability of Amino Acids, Proteins, and Iron Impacts Copper Resistance

of Aspergillus fumigatus, 2022)

Muitos estudos apontam uma relacao entre cations metalicos e o estresse
oxidativo. Isso ocorre devido ao desequilibrio entre as espécies reativas de oxigénio
(ROS) e os antioxidantes.#> Alguns estudos sobre a influéncia da quantidade de
glicose e/ou presenca de ferro ja se demonstram como ambos auxiliam no combate
contra o estresse oxidativo, onde o ferro se mostra crucial para formacao de
siderdforos, que auxiliam a conter a alta quantidade de metais causadores do
estresse oxidativo. Além disso, ferro também gera clusters Ferro-Enxofre
responsaveis por responder ao estresse de uma baixa concentracao de ions de ferro

no meio.“¢ A baixa concentracao de ferro também gera estresse oxidativo, para lidar
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com isso algumas espécies de fungos aumentam a liberacao de citrato em prol de
torna-lo biodisponivel.4”

A tabela 3, apresenta a biomassa (g/l) de diferentes cepas do fungo Aspergillus,
cada cepa geneticamente modificada para limitar os produtos produzidos e
liberados, como a NW186 cepa modificada para produzir exclusivamente citrato, a
cepa NW305 produz oxalato e citrato e por fim, a cepa N402 que produz gluconato,
oxalato e citrato. 47 A tabela também varia a concentracao de ferro (-Fe, Sem ferro;
+Fe, Concentracao limitada; ++Fe, Concentracao Abundante) e fonte de nitrogénio
(NaNOs e (NH4)2504).4” Como concluséo, a tabela 3 demostra como a presenca de ferro
aumentou o desenvolvimento de biomassa de todas as cepas, assim como a cepa
NW186 aumentou de forma significativa a biomassa produzida mesmo sem a
producao de outros compostos organicos. Outra conclusao dada tabela é dada pelo
melhor desenvolvimento observado pelas cepas em meio nitrogenado por
(NH4)2504.47

Tabela 3 - Concentracao de ferro e a formacao de citrato

Cepa Fonte de N: NaNOs  Fonte de N: (NH4)2S04
(principais acidos organicos produzidos) _fFe +Fe ++Fe -Fe +Fe ++Fe
N402 (gluconato, oxalato, citrato) 0.39 0.66 1.52 0.51 1.48 2.34
NW305 (oxalato, citrato) 0.97 1.08 1.73 0.91 1.97 3.45
NW186 (citrato) 1.09 158 1.84 0.89 2.17 3.39

Fonte: Adaptado (Odoni Dorett I. , van Gaal Merlijn P. , Schonewille Tom , Tamayo-Ramos
Juan A. , Martins dos Santos Vitor A. P. , Suarez-Diez Maria , Schaap Peter J. Aspergillus

niger Secretes Citrate to Increase Iron Bioavailability 2017)

Ainda sobre o estresse oxidativo, devemos pensar nos sinais que sao gerados no
fungo e quais suas relacées com a presenca dos metais. Fungos possuem algumas
vias de regulacao voltadas ao estresse oxidativo, dentre elas, as mais estudadas sao,
‘High Osmolarity Glycerol’ (HOG), ‘yes associated protein 1’ (Yap1) e ‘supressor
kinase null 7’ (Skn7).45 As vias que atuam diretamente em resposta ao estresse
oxidativo gerado pelos metais sao a Yap1 e Skn7, responsaveis pela transcricao e

expressao de genes antioxidantes.4’
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Compreendendo o modo operante de fungos a metais comuns e em larga
concentracao, podemos ter uma base melhor para entender o modo com os quais
metais pesados interagem com o metabolismo. Fungos filamentosos tém sido alvo
de estudos de remediacao para lidar com ambientes contaminados.4®

Isso se explica porque fungos possuem grande poder de homeostase e
detoxificacao por seus potenciais de produzirem enzimas redox e seus processos de
biossorcao capazes de capturar e transformar metais pesados.4® Além disso, para
lidar com metais pesados, fungos regulam de diferentes formas as atividades de
transporte ativo, producao de sideroforos e bioacumulacdo.#® A tabela 4 apresenta
alguns mecanismos de resisténcia a metais dos fungos e quais danos os metais geram.

Os fungos do grupo Basidiomycota, por exemplo, sao reconhecidos por sua alta
capacidade degradativa usados para decompor lignina, substancia que dificulta a
fermentacao de biodiesel de segunda geracao. Esses se apresentam com elevada
tolerancia a presenca de metais e estratégias enzimaticas capazes de conter, reduzir

ou bioacumula-los.5°

Tabela 4 - Mecanismos de toxicidade e resisténcia de fungos filamentosos a metais

Mecanismo de Resisténcia ao

Metal Mecanismo de Toxicidade
Metal
- Aumento da deposicao de quitina na - Armazenamento de zinco em
parede celular, prevenindo a extensao excesso em vacuolos e paredes
das hifas celulares de esporos e hifas

- Aumento da ramificacao das hifas e

Zinco . . - Efluxo de zinco
inchaco apical
- Interrupcao no desenvolvimento de
conidios e conidioforos (interferéncia na - Metalotioneinas de zinco
reproducao)
~ - . - Up-regulacao de crpA
- Geracao de espécies reativas de p-regurac ~p
Cobre NP - Aumento da producao de
oxigénio
quelante oxalato de cobre
- Desconhecido, mas pode estar
Ferro - Incapacidade de adquirir ferro associado a reducao na
biossintese de sideréforos
- Potencialmente associado a reducao da - Delecao do gene PcPHO84
Manganés funcionalidade da peroxidase de ~
s pA - Expressao do gene PCMNT
manganés

Fonte: Adaptado (Robinson, J.R.; Isikhuemhen, O.S.; Anike, F.N. Fungal-Metal Interactions:

A Review of Toxicity and Homeostasis. J. Fungi 2021)
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Outra forma de biorremediacao € a acao fungica em rizosferas, essa interacao
fangica permite que espécies de plantas possam sobreviver em ambientes hostis. O
fungo em tal ambiente libera metabdlitos que protegem as plantas dos metais
pesados, entre outros contaminantes. 43

De todo modo, metais pesados influenciam a compartimentalizacao celular
assim como o trafego molecular, em outras palavras, a presenca de sais metalicos
influencia na capacidade celular de organizacao das organelas, que desempenham
funcoes no metabolismo secundario. Logo, outra forma de explicar a diferenca
metabolomica apresentada pela presenca de sais metalicos é a distinta atuacao das
organelas, influenciada pela variacao no funcionamento das proteinas de transporte
e no gradiente quimico.>!

Em suma, as possiveis interacoes entre fungos e metais ainda precisa de
maiores pesquisas, contudo apresentam resultados claros sobre como uma aplicacao
otimizada dessa combinacao gera uma otimizacdo em producoes metabdlicas,
possibilidade biorremediacao, melhor proveito de enzimas e geracao de novos

bioativos a serem estudados e aplicados.
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2.3 - Influéncia do pH no perfil metabdlico

A variacao no pH do ambiente modula o funcionamento celular pois influencia
diretamente o comportamento das organelas celulares. Para lidar com isso, uma das
regulacoes fungicas para o funcionamento correto das organelas é o controle do pH
intra e extracelular por meio de bombas de préotons ATPases, que regulam a entrada
e saida de protons pela membrana celular. '’

A regulacao do pH celular se mostra relevante para expressao génica. Estudos
sobre ajustes genéticos fungicos relacionados a influéncia do pH ambiente, revelam
que ocorre a liberacao de enzimas e metabdlitos correlacionados, gerando formacao
de novos metabdlitos secundarios.’? Estudos apontam que a expressao genética
influencia o comportamento de viruléncia, liberacdo de micotoxinas e enzimas
degradadoras de parede celular (CWDEs), a figura 6 representa isso para A. nidulans;
S. cerevisiae e C. albicans.>?

A figura 6 ilustra os diferentes modos de acao do fator de transcricao PacC em
trés espécies de fungos: Aspergillus nidulans, Saccharomyces cerevisiae e Candida
albicans. Em A. nidulans, o PacC é clivado em duas etapas, resultando em uma forma
ativa (PacC?) que se transloca para o nlcleo e regula genes expressos em pH
alcalino. Em S. cerevisiae, o homologo Rim'%' é clivado em uma Unica etapa, atuando
principalmente como um repressor. JA em C. albicans, o Rim'®" é processado em
diferentes formas dependendo do pH, atuando tanto em condicdes acidas quanto
alcalinas.

Esse estudo s6 demostra as diferentes formas de lidar e responder a estimulos
e estresse gerado por influencia do pH no desenvolvimento flungico, no qual podemos
observar que o modo regulatoério do PacC é geralmente conservado nos fungos, mas
alteracoes especificas de espécie podem ocorrer.

Em adicional o controle extracelular sobre o pH, em uma acao conjunta com
aminoacidos, influencia na liberacao de enzimas responsaveis pela producao de
peptidases, muito estudadas para degradacao de proteinas para estudos

biomédicos. 4
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Figura 6 - Esquema de regulacdo génica ao pH ambiente
Esquema de regulacao génica de alguns fungos ao estresse do pH. O esquema
apresenta que como os fatores de transcricao de diferentes fungos, tornam o

estimulo de pH em expressao genética
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Fonte: (Li, B., Chen, Y. and Tian, S. (2022), Function of pH-dependent transcription factor
PacC in regulating development, pathogenicity, and mycotoxin biosynthesis of

phytopathogenic fungi.)

Estudos sobre as influéncias no pH explicam suas influéncias no
desenvolvimento de bebidas, como baijiu. Essa bebida é feita realizando uma
fermentacao por meio da aplicacao de ‘qu’, um conjunto de microrganismos,
incluindo fungo filamentosos, leveduras e bactérias, que ajudam a quebrar o amido
e outras substancias presentes nos graos, transformando-os em acUcares
fermentaveis e, posteriormente, em alcool.>>

A producao dessa bebida utiliza um pH fixo e estudado pois, observou-se que a
variacao do pH alterava a composicao do produto, explicada pela influéncia gerada
nas relacoes e interacdes entre os microrganismos. Com o pH correto, os fungos
filamentosos se desenvolviam de forma marcante na bebida, liberando maior
quantidade de compostos aromaticos.>> Levando em consideracao que estudos ja

apresentam a influéncia do pH no metabolismo secundario atuando diretamente nas
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vias de biossintese de antibidticos, toxinas e aromaticos, € coeso concluir que a
diferenca no produto de baiju esta diretamente relacionada com os metabdlitos
secundarios.“0

Outro aspecto sobre a influéncia do pH é sua relacao direta com a resisténcia
e capacidade adaptativa de fungos a condicoes diversas. Trabalhos envolvidos em
biorremediacdao apontam como o pH em ambientes contaminados € relevante para
a biodiversidade fingica na remediacdo dos ambientes.“? Variacoes extremas de pH
permitem a sobrevivéncia de poucos espécimes, enquanto que em ambientes com o
pH controlado podemos observar uma maior diversidade de individuos. 43

A figura 7, apresenta um NMDS (Non-Metric Multidimensional Scaling) que
permite observar como o pH influencia os metabdlitos observados. Neste exemplo,
a inspecao dos dados mostrou que a variabilidade nos metabolitos primarios foi mais
significativa na rizosfera do que na endosfera radicular, com as amostras da rizosfera
dos locais contaminados por AMD (Wuinze17 e Lan3) agrupando-se mais proximas
entre si do que as do local nao contaminado por AMD (Florida Lake). Ha variabilidade
significativa ocorrendo dentro da rizosfera, correlacionada as mudancas no pH, TDS,

conteudo de Fe, Cr, Cue Zn. 43

Figura 7 - NMDS de metabolitos encontrados sobre influéncias diversas
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Fonte: (Kalu, Chimdi Mang et al. Fungal and metabolome diversity of the rhizosphere and

endosphere of Phragmites australis in an AMD-polluted environment. 2021)
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De todo modo, fungos endofiticos, que vivem em tecidos de plantas, sao
reconhecidos pelo seu forte potencial de ajuste de pH do ambiente, liberando
metabélitos que ajudam na regulacao do pH ou na resisténcia da planta que ele
hospeda. Isso implica que seus estudos sao relevantes para aplicacoes agricolas, e
possivelmente sobre aplicacdes bio-remediativas.>¢

A relacao de fungos com hospedeiros nem sempre sao relacdoes mutualisticas,
como os descritos anteriormente, um exemplo sdao os fungos patogénicos,
responsaveis por causar doencas e infeccoes, tanto em animais quanto plantas. 3738
Para melhor se condicionar dentro do hospedeiro, esses individuos conseguem
moldar o pH do ambiente, liberando compostos de amonia e acidos organicos, no
intuito de manter o ambiente com um pH apropriado para sua maior esporulacao. >°

A figura 8, apresenta como o fungo patogénico, Colletotrichum
gloeosporioides, faz a infeccao no tomate, atuando no amadurecimento prematuro
do tomate para facilitar sua futura penetracao. Uma vez dentro do hospedeiro, o
fungo modula o pH interno da fruta para agilizar o processo de necrose e esporulacao

do fungo.>®

Figura 8 - Relacdo patogénica de fungos no tomate
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Fonte: (Slavena Vylkova. Environmental pH modulation by pathogenic fungi as a strategy to
conquer the host. 2017)

Estudos mostraram que algumas substancias oriundas de fungos apresentam

alta estabilidade e necessitam de condicoes extremas para serem degradaveis, por
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exemplo, um pH mais acido.?? Dessa maneira a estabilidade de metabdlitos esta
correlacionada ao pH do meio em que se encontra, logo, uma compreensao sobre os
bioativos possibilita gerar ambientes favoraveis para preservar metabdlitos
desejados produzidos por microrganismos e degradar indesejados.2°

Outra aplicabilidade do estudo dos efeitos do pH, descrevem sobre a
estabilidade de alguns farmacos fungicos, como a penicilina, que para serem
descartadas de forma correta devem passar pelo processo de degradacao
hidrotérmica (HT), esse processo se baseia em temperatura e pressao para
degradacao de compostos organicos, gerando em seu resultado, produtos muito mais
degradaveis, pouco nocivos, e/ou até favoraveis para o solo.2°

Nesse contexto, a tabela 5 apresenta a velocidade de degradacao da penicilina,
que é produzida por diversos microrganismos, em diferentes temperaturas e
diferentes pH. Observando a tabela podemos observar que existe uma forte
influéncia da temperatura, contudo uma influéncia mais significativa do pH, que

muito acido ou muito basico.2°

Tabela 5 - Degradacao de penicilina em diferentes temperaturas e pH

Temperatura k Aproximacao t1/2 Observado t1/2

PH (°C) e 2 (min) (min)
80 0.0514 0.9918 13.48 13.61

pH = 4. 90 0.0654  0.9942 10.59 10.14
100 0.1603  0.9955 4.32 4.26

80 0.0032  0.9946 216.56 209.01

pH =6 90 0.0056 0.9975 123.75 131.92
100 0.0127  0.9963 54.57 57.85

80 0.0008 0.9984 866.25 >240.00

pH =7 90 0.0012  0.9983 577.50 >240.00
100 0.0039  0.9999 177.69 174.88

80 0.0032 0.9957 216.56 215.41

pH =8 90 0.0050 0.9952 138.60 127.74
100 0.0126  0.9647 55.00 34.01
80 0.0169 0.9752 41.01 31.11
pH =10 90 0.0234 0.9713 29.62 20.21
100 0.0485 0.9447 14.29 12.62

Fonte: (Zhang, Q.; Ren, J. Effects of pH and Metal lons on the Hydrothermal Treatment of Penicillin:
Kinetic, Pathway, and Antibacterial Activity. Int. J. Environ. Res. Public Health 2022,)
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Para concluir, o pH é um fator envolvido em diversos processos e etapas
metabolicas, sinteses enzimaticas, expressoes génicas e na biossintese de
metabolitos secundarios como na estabilidade deles. A propria producao de
penicilina, metabodlito proveniente de fungo de maior historico de uso humano,
demonstrou a relevancia do controle de pH na otimizacdo de sua producao.®® Mais
estudos sao necessarios para compreender todas as rotas de influéncia desse
parametro e todos os trabalhos fungicos devem levar em consideracao tal, no

momento de realizar um cultivo de estudo ou industrial.
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2.4 - Influéncia de aminoacidos no metabolismo

Aminoacidos sao compostos nitrogenados organicos e atuam como fontes de
nutrientes, na regulacao de rotas metabdlica e na construcao de proteinas e
enzimas. ¢’

Para compreender a formacao de aminoacidos, devemos entender como o
nitrogénio é absorvido pelos organismos e é incorporado ao esqueleto de compostos
organicos. O nitrogénio atmosférico, N2 , €& convertido para uma versao
biodisponivel, como amonia, por meio de processos bacterianos, atmosféricos ou
pelo processo industrial Haber-Bosch.é' Com isso a nitrogenacao do solo prossegue
pela acao de decompositores microbianos, que irao reciclar todo nitrogénio presente
no solo. !

Fungos filamentosos metabolizam o nitrogénio, de diferentes formas,
dependendo do composto nitrogenado a ser decomposto ou processado. Seja na
forma de aminoacidos, amonia ou nitrato, cada uma dessas fontes € metabolizada
pelos fungos por vias distintas.®! Dependendo da fonte de nitrogénio, o metabolismo
fungico muda, isso pode ser explicado pela forma de atuacao regulatoria do
nitrogénio no complexo AreA, que libera e regula inimeros metabdlitos
secundarios. %’

Podemos observar mais sobre a regulacao gerada pelo complexo AreA
(Activator of nitrogen regulatory genes A) pela tabela 6 que descreve os metabolitos
secundarios gerados por meio das regulacées de nitrogénio em diferentes espécies
de fungos.®!

Quando é utilizado aminoacidos como fonte de nitrogenacao, obtemos uma
regulacao génica alterada levando a compostos diversos como micotoxinas, enzimas
e outros bioativos.®? Logo, podemos utilizar aminoacidos como suplementacao e
nesse caso a regulamentacao gerada para cada aminoacido pode ser estudada
separadamente. Por exemplo, uma pesquisa demonstrou a funcao regulatéria da
glutamina na producao de celulases, compostos enzimaticos responsaveis pela
degradacao de compostos organicos e com grande valor industrial. 2>

Outro trabalho no respeito a suplementacdao de aminoacidos revelou que
suplementacao com glutamina e arginina em fungos Aspergillus geram producao

acentuada de peptidases com diversas aplicacbes industriais e farmacéuticas.>*
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Contudo, a aplicacao desses compostos nitrogenados nao se limita ao uso
apenas como suplementos, também podem ser aplicados como antifingicos.%® Um
trabalho sobre aplicacao de aminoacidos em fungos fitopatogénicos mostrou que a
aplicacdao de L-glutamina e acido aspartico gera inibicao na producdao de
patogénicos, a toxina T-2.63

A toxina T-2, que pertence a classe dos tricotecenos do tipo A, caracterizados
principais toxinas prejudiciais, em alimentos, ao ser humano e animais.

A tabela 7 demonstra a variacao da producao de toxina T-2 e esporulacao, para
diferentes cepas do fungo Fusarium oxysporum em meios de cultivo com variacao
de cada aminoacido. As cepas utilizadas foram: Fo17 (cepa selvagem), AFoTap42
(cepa com delecao do gene Tap42) e AFoTap42-C (cepa complementada com o
gene Tap42).63

Os dados da tabela 7 passaram também por avaliacao estatistica e agrupamento
de variabilidade, ou seja, os dados agrupam com letras valores calculados como
similares os distintos. 63

Os resultados da tabela 7, mostram que a delecao do gene Tap42 (AFoTap42)
reduz significativamente a producao de esporos e altera a sintese de T-2 em resposta
a diferentes aminoacidos, enquanto a complementacao do gene (AFoTap42-C)
restaura parcial ou totalmente esses efeitos, dependendo do aminoacido. Isso indica
que o gene Tap42 é crucial para a regulacao do metabolismo de aminoacidos e para
a patogenicidade de F. oxysporum. 63

Contudo, fungos patogénicos demonstram a capacidade de promover mudancas
metabolicas e regulatdrias que permitem a utilizacao de aminoacidos como fontes
de nitrogénio e carbono. Os fungos ajustam sua expressao génica, transporte e
metabolismo enzimatico de acordo com a disponibilidade e o tipo de aminoacido
presente no ambiente. Fungos patogénicos possuem métodos de deteccao de
aminoacidos em seus hospedeiros podendo assim otimizar seu processo de absorcao

nutricional, para isso utilizam receptores de membrana PTH11 e Hgt4.63

Pagina 37 de 65



Tabela 6 - Metabélitos oriundos da regulacdo de nitrogénio

Metabdlito Regulacao por Reguladores de Nitrogénio
, . Fungo . N .
Secundario Nitrogénio Envolvidos
. A. parasiticus, Repressao por NOs, AreA se liga ao promotor
Aflatoxina Aspergillus flavus inducao por NH4 de AfIR
g .. . ~ X a. Independente de AreA;
Apicidina F F. fujikuroi Inducao por nitrogénio et de ek
Beauvericina F. oxysporum Inducao por nitrogénio Dependente de AreA
AreA nao é essencial; GS,
Bikaverina F. fujikuroi Repressao por nitrogénio MeaB, MepB e TOR

Cefalosporina
Carotenoides

Fumonisina

Fumonisina

Acido Fusarico
Fusarielina H
Fusarina C

Fusarubinas

Giberelinas
Acido Orselinico
Patulina

Penicilina

Espiroantronas

Esterigmatocistina

Tricotecenos

Zearalenona

Acremonium
chrysogenum

F. fujikuroi

F. verticillioides

F. proliferatum

F. fujikuroi
F. graminearum
F. fujikuroi

F. fujikuroi
F. fujikuroi

Aspergillus
nidulans

P. urticae
P. chrysogenum

Aspergillus
nidulans

Aspergillus
nidulans

F. graminearum

F. graminearum

Repressao por nitrogénio
Repressao por nitrogénio

Repressao por nitrogénio

Repressao por nitrogénio

Inducao por nitrogénio
Repressao por nitrogénio
Inducao por nitrogénio

Repressao por nitrogénio
Repressao por nitrogénio
Induzido por fome de
nitrogénio

Repressao por nitrogénio
Repressao por nitrogénio

Induzidas por fome de
nitrogénio
Repressao por NH4,
inducao por NOs

Repressao por nitrogénio

Repressao por nitrogénio

envolvidos
Dependente de AreA

Sem dados
Dependente de AreA

Regulado por estresse de

fome de nitrogénio via HOG

MAP quinase

Independente de AreA;
dependente de AreB

Dependente de AreA

Independente de AreA e
AreB; dependente de GS

Sem dados

Dependente de AreA e AreB

Sem dados

Sem dados

Nre se liga ao promotor de

ACV-IPN

Sem dados

Sem dados

Dependente de AreA

Resultados contraditorios

sobre dependéncia de AreA

Fonte: Adaptado (Tudzynski Bettina; Nitrogen regulation of fungal secondary
metabolism in fungi; 2014)
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Tabela 7 - Efeitos dos aminoacidos em producao de esporos e producao de T-2

Grupo

Concentracao de Esporos (105 CFU/L) Concentrac¢ao de toxina T-2 (ng/mL)

Fo17 AFoTap42 AFoTap42-C Fo17 AFoTap42 AFoTap42-C

Control 12.35 £ 1.32 ¢ 3.51 £ 1.12 e* 8.24 + 1.62 bc* 22.86 + 3.54bc 30.82 + 3.41 b* 20.69 + 1.82bc

L-Ala
L-Asp
L-Arg
L-Cys
L-Glu
Gly
L-His
L-lle
L-Leu
L-Lys
L-Met
L-Phe
L-Pro
L-Ser
L-Thr
L-Try
L-Tyr

L-Val

11.11+£2.25¢c 3.31+0.76 e* 7.61 £ 1.24 bc* 23.85 + 4.34bc 20.73 + 4.61 c 25.63+4.41D
6.52 +0.64d 8.75+3.83de 4.25+0.71c 14.87 +2.94c 6.68 +2.65e* 14.43+3.66d
18.80 £ 1.35b 6.25 + 1.70 de* 12.50 + 1.13ab 23.19 + 4.01bc 24.32 + 3.83 ¢ 23.39 + 3.64 b
7.50+1.32d 2.75+1.11e* 4.62+0.92c* 33.64+ 1.41a 22.23 +2.08 c* 28.21 + 4.36ab
10.52 £ 2.10c 14.80 + 4.62 c* 6.75 £ 0.35¢c* 12.64+1.40c 2.09 + 1.61e* 17.03+5.27 ¢
5.56 + 0.61 de 4.00 + 1.23 de 5.64 +0.95c 22.39 + 0.36bc 19.43 + 4.05c 19.08 +2.03 c
11.59 + 2.46 ¢ 2.50 + 0.64 e* 13.88 + 1.66ab 23.67 + 3.72bc 36.38 + 0.64 a* 23.87 + 4.08 b
18.30 + 3.65 b 35.80 + 4.87 a* 16.05 + 1.45 a 28.49 + 1.32ab 28.03 + 5.46 b 26.15 + 4.47ab
3.02+0.57e 1.25+0.36 e* 4.25+1.04c 27.07 +2.25ab 11.22 + 1.54 d* 26.81 + 1.44ab
22.30 + 3.55a 14.85 + 0.98 c*16.32 + 3.52 a* 21.51 + 2.77bc 27.78 + 1.39bc 18.71 +2.92 c
17.20 + 1.28 b 24.21 + 1.16 b*10.84 + 2.69 b* 20.19 + 1.54bc 29.25 + 2.02 b* 19.43 + 3.91 ¢
19.34 + 13.35b 10.01 + 2.06 d*14.30 + 0.98 a* 30.49 + 1.54 a 30.84 + 3.05 b 26.95 + 2.98ab
18.05 + 4.21 b 36.26 + 4.53 a* 15.80 + 3.36 a 30.95+5.17a 24.29 +5.37 c 34.78 + 4.19 a
12.24 +2.17 c 2.56 + 0.53 e* 14.32 +4.39a 29.61 +2.97 a 22.02 + 0.64c 25.79 +4.33 b
4.01 +0.75e 6.32+1.27de 5.11 +1.24cd 25.96 + 1.54b 23.58 + 1.36 ¢ 24.85 +1.57 b
7.25+0.69d 3.21 +0.28 e* 6.25+0.35c 25.75+1.61b 26.41 + 2.62bc 26.56 + 5.17ab
14.30 £ 3.22¢c 17.25+3.54 c* 14.5+2.12a 25.26 + 1.88 b 31.22 + 4.92 b*28.03 + 1.68ab

314+ 0.53e 5.25+1.20e 4.51+1.31d 25.54+3.91b 38.15+0.64a* 23.93+3.02b

Fonte: Adaptado (Deng, Y.; Wang, R.; Zhang, Y.; Li, J.; Gooneratne, R. Effect of Amino Acids on

Fusarium oxysporum Growth and Pathogenicity Regulated by TORC1-Tap42 Gene and Related

Interaction Protein Analysis. Foods 2023

Considerando a influéncia de aminoacidos na producao de micotoxinas e sobre

esporulacao, podemos concluir a importancia de serem realizados estudos nas vias

fungicas biossintetizantes de aminoacidos reguladores. Compreender as rotas de

sintese desses aminoacidos permite a geracao de medicamentos antifingicos que

interferem na sintese de aminoacidos essenciais a partir das diferencas metabolicas

encontradas entre fungo e o hospedeiro. ¢
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A suplementacao por aminoacidos em fungos ja é aplicada na fermentacao de
bebidas. Cervejas, que sao produzidas por leveduras, foram estudadas e testadas ao
longo da historia humana com varias abordagens, sendo ja comprovado os efeitos da
suplementacao de diferentes aminoacidos ao sabor e textura da cerveja.®’

Outra bebida baijiu, popular bebida fermentada chinesa sofre processo de
fermentacao por uma colonia de microrganismos em bloco, chamado ‘qu’. Dentre
esses microrganismos, sao catalogados alguns fungos filamentosos descritos com a
responsabilidade de realizar a sacarificacdao dos aminoacidos.>> Estudos sobre a
influéncia de aminoacidos em baijiu s6 demonstraram como a variacao de aminos
gera a producao de diferentes metabolitos compostos aromaticos como também
levam a alteracao significativa do sabor da bebida.>>

0 estudo sobre essa colonia de microbiana, ‘qu’, mostrou significativa mudanca
nos metabdlitos finais da bebida. A fim de justificar isso investigou-se de forma
separada os microrganismos responsaveis, a Figura 9 exibe quatro graficos que
mostram a correlacao entre a variacao metabdlica observada e os microrganismos
presentes, evidenciando as contribuicées tanto de bactérias quanto de fungos. .53

Em conclusao, a imagem apresenta que a mudanca majoritariamente foi
causada pelos fungos presentes no ‘qu’ , além de demonstrar uma maior variacao
filogenética de fungos.>>

Outras abordagens sobre aminoacidos concluem sua responsabilidade na
sobrevivéncia fungica. Como caso analogo, temos os termofilos, que para lidarem
com elevadas temperaturas necessitam de reguladores metabdlicos (aminoacidos)
para as vias de sintese responsaveis pela adaptacao térmica, por exemplo a
formacao de HSPs .'> Em adicao, fungos termofilos sobre ambiente de estresse, dao
preferéncia a aminoacidos hidrofébicos carregados além de liberarem residuos
pequenos como alanina, glicina e valina .1°

Outra caracteristica marcante sobre a presenca dos acidos aminados é sua
influéncia na capacidade rejuvenescente de fungos, interferindo na fase
esporogénese, acelerando o processo de reproducao. A priori experimentos
comprovaram que determinados aminoacidos em proporcao ideal auxiliam fungos a
regenerar linhagens degradadas, postergando o tempo de patogenicidade

prolongando o desenvolvimento fingico.2¢
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Em suma, os aminoacidos desempenham papéis importantes além do papel na
formacao de proteinas. possuem funcoes de regulacao metabdlica, influenciam na
tolerancia e toxicidade do meio, assim como auxiliam na maximizacao produtiva de
determinadas substancias, como peptideos e outros metabdlitos com utilidades

farmacéuticas, industriais ou na agroproducao. 6

Figura 9 - Relacdo entre os microrganismos em ‘qu’ e variacao de aminoacidos

A figura (A) bactéria e (B) fungo, representam um indice de turnover filogenético
beta, em suma um indice de variacao microbiana onde no eixo x apresenta tempos
de cultivo e o modo de fermentacao de baijiu H ou F. (C) Apresenta uma analise da
particao de variacao, que representa o quanto cada grupo determinado influéncia
na diferenca observada. (D) € uma analise de redundancia, que indica como os

grupos estao relacionados as mudancas avaliadas.
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3 - Metabolémica aplicada ao estudo de fungos
3.1 - Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

Cromatografia € uma técnica de separacao e analise de misturas complexas
que se baseia na interacao competitiva entre uma fase estacionaria e uma fase
movel com os compostos analisados. Portanto a separacao cromatografica é
promovida através das diferentes interacdes entre ambas as fases, gerando
diferentes tempos de retencao entre os compostos durante o percurso
cromatografico.%8

A espectrometria de massas geralmente trabalha em conjunto com a
cromatografia, € um sistema de deteccao que ioniza e fragmenta os compostos
estudados. Existem diversos tipos de espectrometros de massa, cada um com
caracteristicas especificas, oferecendo vantagens e desvantagens dependendo da
aplicacao.®?

De todo modo, a metabolémica por LC-MS/MS baseia-se na aquisicao e analises
dos dados espectrais gerados, por meio de plataformas, softwares, algoritmos e
programas para quantificar, identificar e caracterizar os compostos.’ Por meio dos
bancos de dados mais modernos é possivel descrever e visualizar as possiveis rotas
de formacao metabdlica que foram estimuladas e utilizadas pelo espécime em uma
condicao especifica.”®

Para apropriadamente iniciar a discussao sobre metabolomica por LC-MS
devemos observar a tabela 8 a qual descreve diferentes equipamentos analiticos,
suas vantagens e desvantagens na metabolomica, auxiliando assim, uma melhor a
visualizacao das aplicabilidades assim como das compatibilidades das técnicas.”®

Existem diferentes abordagem para se iniciar um estudo metabolémico, uma
abordagem possivel é a ‘untargeted metabolomics’ que se baseia em estudos
exploratoérios, sem compostos, rotas metabodlicas ou bioativos especificos como base
investigativa.”’! Essa abordagem ampla serve em muitos estudos como um ponto
inicial de descoberta dos potenciais metabolomicos, como a descoberta de novas
bioativos, antibioticos e micotoxinas.”?

Inimeros compostos com altos potenciais de aplicacdo industrial, agricola e
farmacologica foram descobertos nessa abordagem ‘untargeted’, tais como

compostos com potenciais antimicrobianos, citotoxicos entre outros.’® De todo
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modo, para aplicar o estudo de forma ‘untargeted’, deve se escolher técnica de
cromatografia liquida aplicada, essas sao classificadas pela fase estacionaria

utilizada, ou seja, o modo de separacao quimica aplicado.”?

Tabela 8 - Comparacao entre os equipamentos analiticos utilizados para
metabolomica

Tecnologia

Metabolomica Vantagens Desvantagens

Alta sensibilidade; Facil de operar;
Economica; Permite busca em
O composto pode sofrer

GC-MS SIDEHEES (8 EHPEEles ee alteracoes; Nao é adequada para

materiais desconhecidos; .
e compostos menos volateis.
Adequada para compostos volateis

e nao termossensiveis.

Baixa capacidade de distinguir
Adequada para metabdlitos com  isdbmeros e estereoquimica; Baixa

baixa volatilidade; Pouca reprodutibilidade; Condicoes
LC-MS estabilidade térmica e analise de  operacionais rigorosas; Efeitos de
misturas; Alta sensibilidade; Ampla memoria e contaminacao da fonte

faixa de analise; Rapida; Permite de ions; Operacao complexa e
analise qualitativa e quantitativa. cara; Efeito na discriminacao de

qualidade.
Nao requer tratamento especial
para amostras; Baixa dosagem; Baixa capacidade de preparacao;
ES-MS EconOomica; Rapida; Alta Sensi,bilidade reduzida em alguns
sensibilidade; Alto rendimento; meétodos de deteccao; Baixa
Curto tempo de teste; Varios reprodutibilidade de separacao.
modos.
Nao requer fluorescéncia ou
rharcacao com radlolso’Fopos, Necessidade de desenvolvimento e
Ampla faixa de massas; Alto s .
MSI . . A aplicacao de novas matrizes em
rendimento; Alta eficiéncia; ;
~ . g MALDI-MSI.
Resolucao espacial; Especificidade
molecular.
Amostra nao destrutiva;
Quantificacao direta; Alta
intensidade de sinal NMR com Apenas para nucleos magnéticos;
NMR abundancia isotdpica natural; Baixa sensibilidade; Maior
Linhas espectrais probabilidade de picos
extraordinariamente estreitas; sobrepostos; Baixa sensibilidade.

Ampla faixa de deslocamento
quimico (~200 ppm).
Fonte: Adaptado (Liu, R.; Bao, Z.-X.; Zhao, P.-J.; Li, G.-H. Advances in the Study of

Metabolomics and Metabolites in Some Species Interactions. Molecules 2021)
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A abordagem diretamente oposta a ‘untargeted’ é a ‘targeted’, essa
metodologia baseia-se na investigacao de metabdlitos ja caracterizados, muitas
vezes oriundos de um trabalho ‘untargeted’. Essa investigacao quantitativa, €
aplicada para analisar tanto o consumo de compostos especificos, como
aparecimento de algum biomarcador, ou seja, um composto resultante de um
estimulo especifico pelo qual o espécime passou.’4

Outra abordagem possivel € o rastreamento isotopico, que utiliza baseia-se na
adicao de compostos marcados com is6topos no cultivo fungico. Esses serao
consumidos e metabolizados, demonstrando quais as rotas foram utilizadas para a
producao deste metabolito em especifico, através do acompanhamento das
marcacoes nos intermediarios e produto final.2? Essa abordagem tem como objetivo
principal definir rotas metabdlicas, assim como localizar as origens de metabdlitos. 7
Existem outras abordagens possiveis, contudo essas que foram abordadas sao as mais
recorrentes.”®

Além de compreender as abordagens possiveis, & necessario entender como sao
obtidas as amostras a serem analisadas. Para isso a figura 10 apresenta um esquema
de extracdo e preparo de amostras para aquisicdo de dados confiaveis e
reprodutiveis em metabolomica. Contudo, também devemos entender como ocorre
o processamento e analise dos dados. A figura 11, apresenta a maneira que sao

realizadas identificacoes de compostos através do perfil de fragmentacao obtido.

Figura 10 - Esquematizacao para obtencao de amostras e espectros
(1)Coleta e preparo da amostra. (2) Separacao cromatograficas dos compostos.

(3)lonizacao por meio de fonte idnica. (4)Separacao I6nica. (5)Deteccao.
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Fonte: (Alseekh, S., Aharoni, A., Brotman, Y. et al. Mass spectrometry-based metabolomics: a guide

for annotation, quantification and best reporting practices).
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Metabolomica fungica por LC-MS é aplicavel em mdltiplas areas, para
exemplificar podemos apresentar sua relevancia em pesquisas ecologicas sobre
aplicacao de fungos como mediadores ambientais, onde atuam tanto como
decompositores de matéria organica, como na atuacao em micorrizas assim como
muitas outras regulacées ambientais.”6

Fungos atuam em interacoes multiespécie regulando os ecossistemas, onde
cada interespécie gera a liberacao de metabolitos reguladores provenientes destas

interacoes.’®

Figura 11 - Esquematizacao da identificacdo de compostos por LC-MS
Workflow da elucidacao de compostos. Conjunto das informacdoes geradas pelos

equipamentos de espectrometria de massas.

MS scan MS/MS fragmentation scan
Metabolite annotation
* Reference compound
> * MS?, MS”
3 MS/MS « 1D or 2D NMR
] * PDA, UV-VIS absorbance
E I HCD/CID « Databases (e.g., PubChem)
“ ﬂ a‘ U * Accurate m/z
I | * Literature survey
P PO O T Ll lh I 1 —
miz mlz
Metabolite documentation OH ‘
* Peak no.: number referenced back to the main text
2 ¢ Al OH MS
« RT: retention time, in minutes
« Putative name: putative identification of the metabolite HO o 303.05 465.10
* Mol. formula: molecular formula of the metabolite 296.20 43025
* Theor. m/z: theoretical monoisotopic mass for the ion -162 m/z l ASPCES N 1150094 .856.24:675.90] 4
(M—H)~ and/or (M + H)* /HO 303.05
* Found m/z: mass detected in the experiment O OH
* m/z error (ppm): difference between theoretical and oH © ~O0._/“\OH MS? analysis
found m/z values in ppm ‘ N
* MS/MS fragments: fragments obtained from the ion H,C ) o ----T162_____
(M—H)", (M +H)* HO o ~f-146miz Ti8
* MS/MS CE (eV): collision energy used for fragmentation Rutin —_— s e i
« ID: international identifier number (e.g., HMDB, PubChem) OH VY 465.10
. Identificatio.n_.l_evel (/}—D): A, standard or NMR; B(i-iii), OH 345.06 i 523.29 611.17
MS/MS; C(i~iii), MS"; D, MS only 300 350 400 450 500 550 600
m/z
Peak RT Putative Metabolite Molecular ES(+) ES(+) ES(-) ES(-) m/z MS/MS ES(+) MS/M: References Identification
no. metabolite class formula theor. found theor. found error fragments ES(+) CE (eV) (ID) level (A-D)
name miz m/z m/z m/z (ppm)
1 6.85 Rutin Flavonoids C,,H,0,s 611.1607 611.1604 - - 0.3 611.17 (M+H) 40 5280805  B(i)

465.10 (M+H — Rha)
303.05 (M+H — Rha - Gic)

Fonte: Alseekh, S., Aharoni, A., Brotman, Y. et al. Mass spectrometry-based metabolomics: a guide

for annotation, quantification and best reporting practices.

Esse tipo de trabalho classificado como eco-metabolomico, faz proveito da
técnica de LC-MS/MS para encontrar e classificar as interacées como patogénicas ou
simbioticas, e de todo modo desvendando mais sobre os ecossistemas e revelando
metabolitos bioativos relevantes para serem estudados.””

Ainda no ambito de eco-metabolomica, estudos no campo da biorremediacao
aplicam técnicas de LC-MS/MS devido a sua versatilidade podendo registrar um

numero grande de compostos, o uso de um banco de dados integrado facilita a
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comparacao direta entre amostras, além de possibilitar a realizacao de estudos
metabolomicos e protedmicos no mesmo equipamento, promovendo uma abordagem
mais abrangente e eficiente na analise de dados.*?

Em aplicacOes industriais, a metabolomica por LC-MS/MS, pode ser aplicada em
estudos de monitoramento de fluxos metabdlicos, através de marcacao isotdpica de
substratos iniciais, 0 que gera uma massa alterada nos compostos, identificando-os
com certa facilidade nos espectros de massas ao usar softwares adequados.’®

Outro trabalho mostrou como o uso de LC-MS/MS facilitou a identificacao das
rotas nitrogenadas reguladas por fungos, onde a fonte de nitrogénio flngico era
conhecida, facilitando o rastreio de compostos nitrogenados pelo dado de massas.?’

A espectrometria de massas nas técnicas Omicas também possibilitaram
estudos taxonomicos, contribuindo para as evolucoes de biotecnologia, mapeando
as vias de acao metabolica e classificando as espécies flungicas, visto que ainda existe
uma grande problematica de distincao até entre géneros inteiros de fungos. 1% 11

Ademais, outra perspectiva possivel de estudo é a aplicacao conjunta da
técnica com outras, por exemplo, o uso do equipamento de cromatografia gasosa
acoplada com espectro de massas (CG-MS/MS).3" A marcante diferenca entre os
equipamentos de CG e LC, sao os tipos de compostos que ambos permitem analisar,
a figura 12 esclarece exemplificando classes de compostos para as determinadas
técnicas. De forma geral, CG serve de forma direta para analise de compostos
volateis, termo resistentes e carater mais apolar, enquanto o LC tem problemas com
compostos de carater apolar.”® Por tanto, trabalhos que envolvam utilizacado de
ambas as técnicas conseguem abranger melhor a variabilidade de metabdlitos e
compostos bioativos. 3!

De todo modo, outra técnica analitica que pode ser utilizada de maneira
complementar ao LC-MS/MS é o equipamento de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) no intuito de obter melhores respostas sobre as estruturas moleculares.2°
Ambas técnicas se mostram como complementares, onde RMN demonstra
capacidade aprimorada na caracterizacao estrutural de compostos e o LC auxilia
com alta sensibilidade.2°

Trabalhos metabdlicos com auxilio de LC-MS/MS mostram-se versateis e

sensiveis, auxiliando em melhor compreensao metabolica em areas de estudo
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industrial, farmacéutico ou mesmo ecolégico, sendo uma técnica fundamental para

o estudo metabdlico.

Figura 12 - Divisdo de compostos organicos com base nas técnicas de analise

(HILIC)

Polar lipids
* Phospholipids

Hydrocarbons
Volatile organics

Fatty acids
Amino acids
Organic acid

Nucleotides
Nucleosides

Lipids
* Sterols
* Triglycerides

LC-MS
(C18)

Fonte: (Ozge Cansin Zeki, Cemil Can Eylem, Tuba Recber, Sedef Kir, Emirhan Nemutlu,

Integration of GC-MS and LC-MS for untargeted metabolomics profiling. 2020)
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3.2 - Ressonancia magnética nuclear na metabolémica

RMN é um equipamento analitico que permite analises nao destrutivas de
amostras organicas com base na interacao dos spins com o campo magnético do
equipamento, que gera respostas espectrais referentes aos nicleos dos atomos. 8!

Um RMN é capaz de gerar varios tipos de espectros sobre uma mesma amostra,
retirando diversas informacoes sobre o estado quimico dos nlcleos presentes, suas
possiveis interacoes com outros nucleos, assim como vizinhanca atoémica. Os
diversos experimentos possiveis geram muitas informacoes que podem ser aplicadas
no estudo metabolomico. 2!

Trabalhos sobre metabolomica em RMN assim como em LC-MS/MS possuem um
banco de dados para usar de base comparativa e analitica. Alguns softwares, por
exemplo, sao capazes de realizar comparacoes diretas entre um dado de amostra
real contra um apresentado com seus bancos de dados, ou mesmo, utilizando
espectros simulados.®%83 A figura 13 apresenta de maneira simplificada as principais
aplicacoes para técnica de RMN em estudos biologicos. 82

Dos experimentos possiveis, a combinacdao de técnicas 1D e 2D, tornam as
anotacoes estruturais precisas, reduzindo falsas identificacdes, aumentando assim a
precisao da técnica. Técnicas 1D e 2D sao nomeadas assim por uma questao de
dimensionalidade de espectros, enquanto experimentos 1D observam a interacao de
uma espécie atbmica com o campo, técnicas 2D observam duas espécies atomicas
similares ou distintas simultaneamente, gerando um espectro de correlacoes.3?
Outra abordagem moderna utilizada, para auxiliar os estudos, é a hiperpolarizacao
dinamica e micro bobinas para reforcar a sensibilidade do equipamento.33

Trabalhos de RMN para metabolémica sao capazes de tracar o fluxo metabdlico
assim como descrever o dinamismo molecular com base em compostos marcados
com isotopos, podendo ajudar a compreender melhor as origens de determinado
bioativo.?2

Além disso, como descrito anteriormente, trabalhos que associam informacoes
de RMN com outras técnicas como LC-MS/MS, conseguem estabelecer maior certeza
nas configuracdes estruturais dos compostos, resolvendo uma problematica da
aplicacao de espectrometria de massas, que envolve no geral, determinados

problemas de isomeria.34
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Figura 13 - Principais aplicacées da RMN

A figura presenta diferentes utilizacées do equipamento de RMN. (a) Para elucidar
estruturas, (b) para quantificar substancias, (c) para metabolomica, (d) para avaliar
interacao de metabolitos com proteinas e por fim (e) para rastreio isotdpico. 82
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Fonte: (Moco Sofia. Studying Metabolism by NMR-Based Metabolomics. 2022)

0 equipamento de RMN pode ser usado como técnica Unica de analise, contudo,
integrando seus conhecimentos com alguns conceitos analiticos como quimiomettria,
podemos realizar uma abordagem mais profunda e precisa como analise de
biofluidos, investigacdo metabdlica e avaliacao de biomarcadores. Esse tipo de
trabalho metabolomico com RMN tem se desenvolvido bastante em areas de saude
humana indicacao de doencas, problemas neurolégicos € mesmo em ambito
nutricional do individuo.84383

A sua aplicacado na area de metabolomica fungica esta em rapido
desenvolvimento. Um trabalho de revisao sobre o assunto ja apresentou a pauta que
a metabolomica de RMN com informacdes conjuntas de gendmica e transcriptomica
garante verificacoes precisas das vias metabolicas em estudo, além de possibilitarem
estudos rapidos entorno das relacdes microbianas como as parasitarias,
mutualisticas ou cooperativas, observadas por perfil metabdlico e biomarcadores.8¢
Além disso, ferramentas analiticas estatisticas, como a analise de componentes
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principais (PCA) e a discriminante de quadrados minimos parciais (PLS-DA) permitem
verificar padroes metabolicos, assim como verificar variacbes nas vias
metabodlicas.?”

Sobre bioativos, o equipamento de RMN se faz indispensavel para
caracterizacao de metabolitos secundarios complexos, essa complexidade dificulta
uma caracterizacao precisa pelo uso exclusivo de espectrometria de massas.”3
Contudo, a replicabilidade da técnica permite estudar e analisar producdes
alimentares constantes, como produtos fermentados, cogumelos e outros,
comparando lotes e estacbes de cultivo com precisdo. 88

A figura 14, apresenta alguns dos bioativos ja descobertos e caracterizados por
meio de RMN, das quais possuem atividades farmacoldgicas e sao considerados
moléculas com grau de complexidade consideravel, possuindo multiplos centros de

quiralidade assim como ramificacdes distintas. 88

Figura 14 - Bioativos de fungos isolados e caracterizados
(1) penicilina, (2) cefalosporina, (3) acido micofenodlico, (4) acido fusidico, (5) acido
helvolico, (6) cefalosporina P1, (7) penicilina G, (8) penicilina V, (9) cefalosporina C, (10)
grisefulvina, (11) acido giberélico, (12) pleuromutilina, (13) estrobilurinas A e (14)
oudemansinas.
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Fonte: (Conrado, R.; Gomes, T.C.; Roque, G.S.C.; De Souza, A.O. Overview of Bioactive
Fungal Secondary Metabolites: Cytotoxic and Antimicrobial Compounds. Antibiotics 2022)
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Contabilizando tudo, podemos concluir que a aplicacaio de RMN em
metabolomica, permitem estruturacdo de moléculas complexas, estudos
quantitativos, qualitativos, investigacao de vias metabdlicas, assim como
verificacbes de precursores marcados. Em conjunto com técnicas bioinformaticas,
dados analiticos como quimiometria e as técnicas Omicas, se torna possivel trabalhar
e tratar grandes quantidades de dados metabolicos.28888 Em suma, a técnica
demonstra grandes resultados no estudo flngico, assim como se tornou essencial
para compreensao dos metabdlitos, portanto espera-se que com novos estudos
alcancemos um conhecimento aprimorado dos compostos e formas de aplica-los na

farmacéutica, tratamentos médicos e na agricultura.
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3.3 - Perspectivas futuras

Os estudos metabdlicos de fungos apresentam grandes perspectivas futuras,
com os estudos modernos ja podemos constatar o valor dos conhecimentos fungicos
assim como suas aplicabilidades. Fungos estao por todo lugar e atuam na remediacao
de ambientes, como controles eco microbianos assim como sao bons indicadores das
condicbes ambientais, eles também sao responsaveis pela producao de compostos
de alto valor, bioativos, que servem em aplicacoes médicas, agricolas e industriais.

Podemos observar essas perspectivas em diversos campos de estudo:

Integracao dos dados 6micos e técnicas analiticas

O futuro de integracoes de dados por meio de Workflows elaborados, que
compreendem fluxos de trabalho desenvolvidos com uma visao completa e
aprofundada dos objetivos de pesquisa e como alcanca-los da melhor forma possivel,
permitiram uma compreensao aprimorada da producao dos bioativos. A capacidade
de reunir e interagir os dados de genOmica, transcriptomica, protedmica e
metabolomica, assim como o uso das técnicas quimiométricas e computacionais
possibilitaram uma compreensao aprofundada das vias metabdlicas, tornando viavel
uma manipulacao das mesmas em prol de desenvolver metodologias de producao
otimizada dos bioativos desejados.28:8°

Para isso, o desenvolvimento aprimorado dos estudos ‘untargeted’ e ‘targeted’
se faz crucial, para localizar e identificar os bioativos, biomarcadores ou outros
compostos de interesse, além de permitirem estudos aprofundados das rotas de

producao, tudo utilizando como base a interacao dos dados de LC-MS/MS e RMN. 3474

Avanco dos métodos de processamento de biodados

Os avancos nos sistemas computacionais e metodologias de analise permitem
usufruir de dados mais complexos de forma mais integra e concisa, viabilizando
analises de biofluidos e biomarcadores de forma rapida e dinamica.8%% Q
processamento dos dados se torna complexo com o acréscimo elevado de
informacdes como dados brutos de extratos, biofluidos entre outros, contudo, o
enriquecimento de bancos de dados, assim como softwares modernos permitem

realizar associacoes e otimizam as conclusdes de estudos.®"
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Fluxo de trabalho otimizados para analise de dados entre mdaltiplos
equipamentos também sao de extrema importancia. Por exemplo, para tornar os
dados espectrais de CG-MS e LC-MS/MS de facil integracao, faz-se necessario estudo
prévio das amostras, assim como padronizacdao na coleta de dados e analise,
tornando o estudo replicavel, conciso e abrangendo uma gama maior de

metabolitos. 31

Avancos biotecnolégicos

Estudos em torno de manipulacao genética ou de sistemas regulatorios em prol
de otimizar a producao de determinadas moléculas em seres vivos, conhecidos como
estudos de engenharia metabdlica, se tornam de forma direta o proximo passo
industrial para producdo de bio-compostos.?%93 O enriquecimento dos
conhecimentos de vias possibilita a manipulacao das vias primarias e secundarias,
otimizando producao desejada e reduzindo gastos energéticos com processos
indesejaveis.?3

O avanco dos estudos Omicos permitem descobertas genéticas de extrema
importancia, como a revelacao dos genes-chave, genes responsaveis pela sintese dos
compostos de interesse, uma vez descobertos, eles se tornam os motrizes para
manipulacao genética levando a otimizacdo na producao.®*

Outra aplicacao para esses estudos esta na implementacdao alimentar e
suplementar de bioativos flUngicos. Estudos sobre regulacao genética descrevem os
parametros de cultivo fungico a serem otimizados para obtencao de produtos, seja
no ajuste de temperatura e pH, seja na suplementacao de aminoacidos para melhor

obtencao de produtos.3%%

Avancos ecoloégicos

Estudos sobre a condicao microbiana dos solos também mostram avancos
promissores como a identificacao de biomarcadores, atuando na biorremediacao e
nas relacoes microbianas (competitiva, mutualistica ou simbiotica).®® A
identificacao dessas informacdes permitem uma avaliacao ampla sobre a qualidade
do solo, possibilitando a compreensao apropriada do assunto e permitindo o uso
aplicado de fungo filamentosos para o aumento da qualidade do solo, seja para

agricultura, seja para remediacédo de terrenos.%
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Além disso, estudos sobre as interacoes microbianas entre diferentes
organismos e a influéncia da variacao de temperatura tém levado a descoberta de
metabolitos com acao antibacteriana, bem como ao desenvolvimento de estratégias
antiflngicas aplicaveis.3%37 Estudos nesse ambito ja possibilitam a aplicacao de
fungos geneticamente alterados para controle de pragas agricolas assim como na
fabricacao de bioinseticidas.?7:98

Para sumarizar tudo apresentado, os estudos metabolicos de fungos
filamentosos tém excelentes perspectivas futuras. S6 com estudos modernos ja se
encontrou inUmeras aplicacoes possiveis em diferentes campos de estudos. Espera-
se com modernos estudos e técnicas que seja possivel otimizar as aplicacoes atuais
e gerar novas formas de aplicar os conhecimentos, assim como a descoberta de novos

bioativos.
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4 - Conclusao

A elevada resisténcia flingica a condicoes extremas é justificada pela sua alta
capacidade adaptativa, liberando variados compostos com propriedades distintas, e
essas substancias podem ser aplicadas de diversas formas, seja na agricultura,
indUstria ou na producdao de farmacos. Acerca disso, esta revisao permitiu a
avaliacao da diversidade do metabolismo sob diferentes variaveis, evidenciando suas
respostas adaptativas e as modificacoes nas vias metabodlicas envolvidas. Além disso,
foram descritos diversos metabdlitos resultantes dessas interferéncias e suas
potenciais aplicacoes, ressaltando a importancia desses estudos para avancos na
biotecnologia e na estratégia para o aproveitamento desses compostos.

Através da descricao do conhecimento mais atualizado sobre o metabolismo
adaptativo em fungos filamentosos e da relevancia dos estudos metabolomicos, foi
possivel concluir que as abordagens mais utilizadas sao sao as de LC-MS/MS, que se
destacam pela sua alta sensibilidade e as de RMN com caracterizacao mais eficiente
de compostos quirais. A integracdo dessas técnicas potencializa suas vantagens,
minimizando as limitacdes individuais e tornando a abordagem analitica mais
eficiente e robusta.

Como resultado, observou-se que condicoes ambientais distintas geram
respostas metabdlicas especificas, que influenciam na sobrevivéncia fungica.
Fatores como a variacao de temperatura interferem na velocidade metabdlica do
organismo. Condicdes como alteracées no pH modificam o funcionamento das
organelas celulares e influéncias de cations metalicos e aminoacidos presentes no
meio de cultura sao responsaveis pela regulacao das vias metabolicas.

Conclui-se que a aplicacao adequada das condicdes ambientais e de meios de
cultivo sao essenciais para maximizar o potencial de utilizacao dos fungos,
permitindo sua aplicacao eficaz em areas importantes para a humanidade. A sua
utilizacdo nao apenas reduz os impactos ambientais gerados por métodos
tradicionais, mas também promove diversas inovacdes, como a criacao de
bioinseticidas eficientes, a protecao agricola avancada e a sintese “verde” de
farmacos. Por isso, avancos cientificos continuos sao fundamentais para reduzir os
desafios atuais como a baixa produtividade e a producao de toxinas e micotoxinas,
garantindo que o potencial dos fungos seja plenamente explorado para beneficiar a

sociedade e o meio ambiente.
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