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Filamentous Fungi and Chemistry: Old Friends, New Allies

Abstract: Fungi are classically associated with problems such as deterioration and contamination of foods, human
mycoses and diseases that bring damage to agriculture. However, the biotechnological potential of these organisms
surpasses enormously their potential damage and the number of fungal species with importance in chemistry,
pharmacology, environment, ecology, agriculture and food is extraordinary. In this field, the chemistry helped
understanding fermentation processes and fungal metabolism, increasing the use of processes using fungal
metabolites. The chemistry has also helped to control the presence of fungi when they are unwanted, providing
preservatives and antioxidants for food and cosmetics, antimycotic agents and antifungals for agricultural use.
However, the interdisciplinarity of the fungal metabolism study has brought new and interesting challenges. This
review will address important aspects on cultivation, identification, use and biotechnological potential of fungi and
their metabolites from the perspective of their historical use. Then current aspects of the use of fungi for the
benefit of human life, as for the development of new drugs, environmental and ecological applications such as using
bioremediation, in addition to presenting new frontiers for research, as the search for fungi in new habitats, the use
of challenging growing conditions for elicitation of metabolic production and the use of modern analytical
techniques to enlarge the biotechnological application of fungi will be presented.
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Resumo

Os fungos sdo classicamente associados a problemas como a deterioragdo e contaminagdo de alimentos, micoses
humanas e doengas que trazem prejuizos a agricultura. Entretanto, o potencial biotecnolédgico destes organismos
supera enormemente os potenciais danos e o numero de espécies fungicas com importancia quimica,
farmacoldgica, ambiental, ecoldgica, agricola e alimenticia é extraordinario. Neste campo, a quimica ajudou a
entender os processos fermentativos e o metabolismo fungico, potencializando as aplicagbes de processos e
metabdlitos fungicos. A quimica também tem ajudado a controlar a presen¢a de fungos quando a mesma é
indesejada, fornecendo agentes conservantes para alimentos e cosméticos, antioxidantes, antimicoticos e
antifungicos para uso agricola. No entanto, a interdisciplinaridade do estudo do metabolismo fungico tem trazido
novos e interessantes desafios. Nesta revisdo serdo abordados aspectos importantes sobre o cultivo, identificagdo,
utilizagdo e potencial biotecnoldgico de fungos e seus metabdlitos partindo da perspectiva do seu uso histérico. Em
seguida, serdo apresentados aspectos atuais da utilizagdo de fungos para beneficio da vida humana, como o
desenvolvimento de novos farmacos, aplicagdes ambientais e ecoldgicas como o uso de biorremediagdo, além de se
apresentar novas fronteiras para a pesquisa, como a busca de fungos em novos habitats, o uso de condigdes de
cultivo desafiadoras para elicitagdo da produgdo metabdlica e o uso de técnicas analiticas modernas para ampliar a
aplicagdo biotecnoldgica de fungos.

Palavras-chave: Fungos; metabdlitos secundarios; biotransformagdo; biorremediagdo; aplicagdes.
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1. Introdugao

Fungos filamentosos tém sido utilizados

para a producdo de medicamentos e
alimentos, resolucao de racematos,
processos fermentativos e degradacdo

natural de residuos ambientais ha tempos. Os
processos quimicos associados a este uso sao
bem conhecidos e a importancia industrial e
ecolégica dos fungos é inegavel. Da produgdo
de antibidticos, medicamentos que
revolucionaram o estilo e a expectativa de
vida humana, até a fabricacdo de queijos
como Camemberti e Roqueforti, a quimica e

Uso histdrico e contemporaneo de fungos como alimentos

Fungos e a produgido de metabdlitos secundarios bioativos
Isolamento e caracterizagdo de metabdlitos secundarios bioativos

Aplicacdo de fungos para a biotransformacgao de produtos naturais e farmacos

a microbiologia andaram juntas para o
entendimento dos processos quimicos e
bioquimicos e para o aperfeicoamento das
tecnologias envolvidas. No entanto, o
potencial do uso de fungos em quimica, para
trazer opgdes mais sustentaveis ou ocupar
nichos ainda inocupados, embora grande, é
desconhecido ou, pelo menos, ainda pouco
estudado. Como aliados, os fungos podem
ajudar a resolver problemas dificeis para a
guimica, como a funcionalizagdo de carbonos
ndo ativados, a remocdo sustentavel de
poluentes em dareas contaminadas e a
produgdo de novos farmacos. Por outro lado,
a quimica tem ajudado na identificacdo de
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fungos e de seus complexos metabdlitos,
trazendo agilidade para a propeccdo da
diversidade metabdlica fungica na busca de
novas drogas. Nesta revisdo, partindo de
exemplos bem estabelecidos, procuraremos
mostrar novos avangos deste fascinante
mundo de aplicagdbes de produtos e
metabdlitos fldngicos e novas opg¢des para a
utilizacdo destes importantes aliados na
busca de uma quimica cada vez mais verde,
iniciando por uma das aplicagdes mais
antigas, que é o uso de fungos na area de
alimentacgao.

O Reino Fungi é um dos grupos mais
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diversos da Terra. Os fungos vivem em
diversos ambientes e sua dispersdo na
natureza ocorre por meio de agentes do ar e
adgua, sementes, insetos, animais e seres
humanos. A grande biodiversidade das
espécies fungicas reflete-se em suas
caracteristicas macroscépicas (Figura 1), em
diferentes propriedades bioldgicas, em

variados sistemas enzimaticos e em uma
vasta producdo metabdlica. No Brasil sdo
reconhecidas quase seis mil espécies de
fungos, distribuidas em 1.246 géneros, 102
ordens e 13 divisdes."

Figura 1. Diversidade morfoldgica de fungos filamentosos cultivados em agar batata dextrose
(BDA) por 7 dias, a 25 °C

Esse Reino é composto por leveduras,
organismos unicelulares, e por fungos
filamentosos  (cogumelos e  bolores),
organismos multicelulares. As leveduras sdo
esféricas, ovais ou cilindricas. Os fungos
filamentosos, por sua vez, formam massas
visiveis a olho nu chamadas de micélio,
compostas de longos filamentos chamados

de hifas que se ramificam e se entrelagam.
Dentre os fungos filamentosos, encontram-se
também os cogumelos, que possuem corpos
de frutificagao.

Em linhas gerais, os fungos possuem
parede celular composta por glucanas e
quitina, sdo organismos eucariotos uni ou
multinucleados, sendo homo ou
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heterocaridticos, haploides, dicariéticos ou
diploides. A reprodugdo pode ser sexual
(cariogamia e meiose), parassexual
(cariogamia seguida de aneuploidia) e/ou
assexual (divisio nuclear mitética).” S3o
quimio-heterotréficos, obtendo nutrientes
por meio da absor¢do de compostos
organicos como fontes de carbono e energia.
Como esses organismos conseguem
sobreviver a custa de grande variedade de
compostos  organicos, podem  habitar
diversos ambientes como solo, dgua do mar,
dgua doce e viver associados a animais,
insetos, plantas e detritos.

A classificagdo mais moderna dos fungos
reconhece sete filos: Chytridiomycota,
Blastocladiomycota, Neocallimastigomycota,
Microsporidia, Glomeromycota, Ascomycota
e Basidiomycota. Os grupos Ascomycota e
Basidiomycota tém um ancestral comum
exclusivo e, por isso, sdo mais préximos
filogeneticamente do que os outros grupos.®
Alguns fungos apresentam caracteristicas
distintas quando se encontram no estagio
assexuado (fungos anamorficos) e no estagio
sexuado (teleomérficos). Por isso, nomes
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diferentes eram dados a mesma espécie, de
acordo com o estigio em que se
encontravam. Em 2011, o Cddigo
Internacional de Nomenclatura para Algas,
Fungos e Plantas (Cédigo de Melbourne ou
ICN), adotou no XVIII Congresso Botanico
Internacional de Melbourne (Austrdlia) o fim
da nomenclatura dupla para as espécies de
Ascomicetos e Basiodiomicetos.

A identificacdo dos fungos filamentosos é
realizada principalmente por taxonomia
classica e por biologia molecular. No caso da
taxonomia cldssica, utilizam-se caracteristicas
morfolégicas macroscépicas (superficie e o
reverso da colbnia, aspecto da borda,
didmetro, cor dos conidios e micélio, textura,
presenca de exudados e pigmentos soluveis,
etc), microscépicas (forma e cor da hifa,
presenga ou ndo de septos, tipo e arranjo de
esporos, etc.) (Figura 2) e velocidade de
crescimento. A identificacdo taxonémica de
leveduras é realizada avaliando-se
caracteristicas fisioldgicas, utilizando como
critério a assimilacdo de fontes de carbono e
nitrogénio e resisténcia/sensibilidade a

agentes antifiingicos.”

Figura 2. Macrocultivo e microcultivo do fungo Penicillium sp.: a) verso da col6nia cultivada
em meio agar batata dextrose (BDA), b) frente da colénia cultivada em meio BDA, c) verso da
colbnia cultivada em meio agar extrato de malte (MEA), d) frente da coldnia cultivada em meio
MEA, e), f) e g) conididéforos caracteristicos do género Penicillium: estruturas de reprodugdo no

formato de vassoura com ramificacGes
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A identificacdo por biologia molecular é
uma forma mais moderna que consiste das
seguintes etapas: i) extracdo do DNA, a partir
do rompimento da parede celular e de
membranas; remocdo de impurezas e
obtencdo do DNA nuclear; ii) utilizacdo da
técnica de PCR, para amplificacdo da
sequéncia de DNA. As sequéncias da regido
ITS sdo as mais utilizadas para a identificacao
dos fungos, sendo consideradas o segmento
universal para este grupo; iii) visualizacdo do
segmento de DNA que foi amplificado usando

Extragao
de DNA

Eletroferograma

Fitas de DNA

Sequenc1ador &% Purificagdo

Retirada dos
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eletroforese; iv) purificagdo do segmento de
DNA, para eliminacdo dos reagentes
utilizados na PCR; v) sequenciamento, que
identifica a ordem dos nucleotideos adenina,
citosina, guanina e timina em um fragmento
de DNA; vi) andlises em programas
computacionais, para encontrar similaridades
entre as sequencias dos organismos alvos
com sequéncias depositadas em um banco de
dados.*® Um esquema deste processo é
apresentado na Figura 3.

Componentes da PCR

l

Z

Eletroforese

componentes da PCR

Figura 3. Esquema das etapas utilizadas para a identificacdo molecular de fungos

Ressalta-se, também, a importancia da
utilizacdo da taxonomia polifasica, que é a
combinacdo de varias ferramentas de
identificacdo como caracteristicas
morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas e
moleculares para identificar e/ou descrever
novas espécies de fungos.” Porém, a quimica
permitiu um grande avango nesta drea com a
crescente utilizagdo de espectrometria de
massas, associada a técnicas estatisticas, para
a identificacdo de fungos filamentosos e
outros micro-organismos, patogénicos ou
ndo. A identificagdo taxondémica (antes
restrita a um numero exiguo de especialistas)
e a identificagdo molecular (que exige

equipamentos especificos e insumos caros)
ganharam na instrumentagdo quimica uma
aliada, capaz de identificar micro-organismos
a partir de quantidades pequenas de material
bioldgico, em uma andlise rapida e eficiente.
A técnica de MALDI-TOF ampliou a agilidade
de projetos de bioprospeccdo de metabdlitos
fungicos, causando um impacto significativo
também na medicina, pela possibilidade de

identificar, com rapidez, micro-organismos
patogénicos, inclusive  em amostras
bioldgicas recolhidas de pacientes, em
substituicao aos MOorosos processos
convencionais de isolamento.?

Os fungos adquirem cada vez mais
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importantes funcdes em diversos setores
importantes para o bem-estar e as atividades
humanas, como na agricultura moderna.
Antes, eram conhecidos nesta area
principalmente por serem componentes da
microbiota do solo, capazes de formar
associacGes simbidticas com as plantas
(fungos  micorrizicos), gerando  vdrias
vantagens como biofertilizacado, bioregulacao
e protecdo contra fungos fitopatogénicos. Na
atualidade, espécies fungicas tém sido cada
vez mais utilizadas como bioinseticidas e
bioherbicidas no controle biolégico de pragas
de forma indcua ao ambiente por serem
capazes de produzir substancias fungicidas,
gue podem ser utilizadas como alternativa
para substituir  pesticidas  sintéticos,
diminuindo a incidéncia da resisténcia de
fungos fitopatégenos e toxicidades potenciais
para o ambiente e para os mamiferos.” Na
medicina, destacam-se pela producdo de

medicamentos, como antibidticos
(Penicillium chrysogenum) e
imunossupressores (Tolypocladium

inflatum),™® sendo que um vasto nimero de
metabdlitos bioativos tem sido descrito a
cada ano, aumentando muito o potencial e o
escopo de aplicacdo destas substancias como
farmacos.™ Na industria de alimentos, onde a
atuacdo dos fungos é mais conhecida, estes
sdo historicamente utilizados na produgao de
alimentos como pdes (Saccharomyces
cerevisiae), shoyo (Aspergillus oryzae),
queijos (Penicillium roqueforti) e bebidas
fermentadas, como cervejas, vinhos e
cachagas (Saccharomyces cerevisiae), mas
seu papel nesta drea também tem
aumentado, como sera visto a seguir.

2. Uso historico e contemporaneo
de fungos como alimentos

A utilizacdo dos fungos na alimentacéo, na
forma de alimentos e bebidas fermentadas, é
uma pratica milenar. Pinturas rupestres
criadas no Paleolitico retratavam eventos
festivos, sugerindo que bebidas alcodlicas
fermentadas ja eram consumidas naquele

Takahashi, J. A. et al.

tempo.12 Estima-se que 0o processo
fermentativo tenha surgido com a producdo
de queijos ha mais de 8000 anos, na regido
entre o rio Tigre e Eufrates, que hoje
pertence ao Iraque. Relatos indicam que, no
Egito antigo, entre o periodo de 2000 — 4000
a.C., surgiu a fermentacdo alcodlica com a
producdo de vinhos e cervejas, seguida da
fabricacdo de p3es.”

A fermentacdo, do ponto de Vvista
bioquimico, é um processo metabdlico de
obtencdo de energia a partir de compostos
organicos,” sendo uma das técnicas mais
antigas de conservagdo de alimentos e
bebidas. Os micro-organismos mais usados
sdo as bactérias e os fungos leveduriformes,
embora fungos filamentosos tenham
ocupado importantes nichos especificos
nesta drea. No entanto, foi apenas apds o
desenvolvimento do processo de
pasteurizacdo que 0S micro-organismos
passaram a ser reconhecidos como os
responsaveis pela fermentacdo, produzindo
uma grande variedade de compostos
antimicrobianos e substancias proteicas que
podem inibir ou reduzir a carga de micro-

organismos indesejaveis no alimento.?
Atualmente, o consumo de produtos
fermentados vem aumentando,

principalmente por suas propriedades
probidticas, aumentando o numero de
estudos sobre micro-organismos Uteis em
processos fermentativos.

A fermentagdo desempenha algumas
fungbes no processamento de alimentos
(Figura 4), como o desenvolvimento de
grande variedade de sabores, aromas e
texturas; a conservacdo do alimento pela
formagao de metabdlitos inibidores como
acidos organicos (lactico, acético, férmico e
propibnico), alcoois (etanol), bactericinas;
além da combinacdo da producdo desses
metabdlitos com a diminuicdo da atividade
de agua (pela secagem ou adi¢do de sal); a
promoc¢ao de maior segurancga alimentar pela
inibicio de patdgenos ou reducdo de
compostos téxicos; o enriquecimento do
alimento pela producao de vitaminas,
proteinas, aminodcidos e &acidos graxos
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essenciais, aumentando o valor nutricional Brettanomyces, Candida, Cryptococcus,
dos alimentos e das bebidas.***® Debaryomyces, Galactomyces, Geotrichum,
As leveduras podem ser utilizadas Hansenula,  Hanseniasp orq, Hy phop /.ch/.a,
. . Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia,
sozinhas ou em conjunto com fungos
. . Rhodotorula, Saccharomyces,
filamentosos ou bactérias (geralmente ;
L. L . . Saccharomycodes, Saccharomycopsis,
bactérias 4cido lacticas) em processo . )
. N Schizosaccharomyces, Torulopsis,
fermentativos. Cerca de 21 géneros de . .
o . o Trichosporon, Yarrowia, e
leveduras sdo utilizados para produgdo de 2 ’ 14,16
alimentos e bebidas fermentados: ygosaccharomyces.
FERMENTACAO ALCOOIS
VITAMINAS \)
Aumento da vida
- \o/ titil
AMINOACIDOS Aumento do valor
nutricional
ACIDOS Redugdo da
GRAXOS contaminac¢ao
ESSENCIAIS & '
Desenvolvimento de aromas, sabores e

texturas

Figura 4. O papel da fermentag¢do na conservag¢do de alimentos

Os fungos filamentosos mais comuns
usados em processos fermentativos sdo
Actinomucor, = Amylomyces,  Aspergillus,
Monascus, Mucor, Neurospora, Penicillium,
Rhizopus. S3o muito utilizados na Asia para
fabricacdo de alimentos e bebidas
fermentados, como furu, fermentado de soja
rico em sabor, e o ildi, um pequeno bolo
esponjoso obtido do cozimento de arroz
parboilizado  feijdo-da-india (Phaseolus
mungo). Na Europa, sdo usados na produgdo
de queijos, produtos carneos e salsichas. Os
fungos conferem propriedades funcionais aos

alimentos fermentados uma vez que
produzem enzimas (maltases, invertases,
pectinases, alfa-amilases, beta-

galactosidases, amiloglucosidases, celulases,
hemicelulose, proteases, lipases) e também

fatores
assim a

degradacdo de

melhorando
16,17

promovem a
antinutricionais,
biodisponibilidade de minerais.

Nos processos fermentativos, leveduras
foram historicamente mais utilizadas,
destacando-se dentre elas Saccharomyces
cerevisiae, uma vez que é a responsavel pela
tdo conhecida fermentacdo alcodlica,
hidrolisando acucar (glicose), para obtencdo
do etanol. Cervejas, vinhos e pdes sdo
obtidos através da fermentagdo alcodlica
(Figura 5). No entanto, outras leveduras tém
papeis importantes na elaboracdo de
alimentos fermentados, como Yarrowia
lipolytica que desempenha um papel na
fermentagcdo de aglcar, possui enzimas
proteoliticas e de urease lipoliticas e reduz o
ranco de gordura no produto.™®
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Figura 5. Alguns alimentos obtidos por fermentacdo alcodlica

Além de pdes, cervejas e vinhos, diversos
outros alimentos sdo produzidos por
leveduras em processos fermentativos, sendo
pouco conhecidos por ndo serem itens da
alimentagdo ocidental usual. Um exemplo é o
kefir, bebida lactea que apresenta baixo teor
alcodlico, muito popular no Oriente Médio,
que difere de outros leites fermentados,
porque se utiliza uma cultura na forma de
graos para iniciar o processo fermentativo.
Esses grdos possuem uma estrutura
especifica, coloragdo branca amarelada e sdo
compostos por um conjunto de micro-
organismos  (bactérias  4cido  ldcticas,
bactérias acido-acéticas e leveduras) que
atuam em uma relagdo simbidtica para
formacdao do sabor e aroma do kefir. As

espécies  presentes nos grdos  sdo
Kluyveromyces = marxianus, Torulaspora
delbrueckii, S. cerevisiae, Candida kefir,

Saccharomyces unisporus, Pichia fermentans
e Y. lipolytica.*®

Outro alimento produzido por
fermentacdo é o polvilho azedo, produto
tipico brasileiro obtido da fermentacdo da
mandioca por bactérias dacido-lacticas, em
especial Lactobacillus. No entanto, leveduras

como Geotrichum, Saccharomyces,
Brettanomyces, Pichia spp. e Galactomyces
geotrichum também tém papel importante
no processo, pois além de atuarem no
amolecimento da mandioca para facilitar o
processo, contribuem para melhoria das
caracteristicas sensoriais do produto final e
promovem o enriquecimento nutricional do
produto fermentado.”**

J& o uso de fungos filamentosos na
produgao de alimentos pode ser detacado na
producdo de queijos. Associados a leveduras
(Trichosporon spp., Y. lipolytica, K. lactis e

Candida  spp.), fungos filamentosos
(Penicillium spp.) sdo responsaveis pelo
desenvolvimento de sabores e aromas

caracteristicos de determinados queijos®
como o Camembert, um queijo produzido por
leite de vaca nao pasteurizado. Em uma das
etapas do processo, borrifa-se um aerossol
contendo Penicillium camembertii e P.
candidum, que formam uma camada branca
na superficie do queijo durante o periodo de
maturacdo, produzindo enzimas lipoliticas e
proteoliticas que promovem amaciamento e
desenvolvimento do sabor e aroma
caracteristicos.”*”®* J& o queijo Roquefort,
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feito a partir de leite de ovelha, tem
coloragdo verde azulada devido a acdo do
Penincillium roqueforti, que produz lipases
hidrossoltveis, responsdveis pela formacao
de acidos caproico, caprilico e caprico, que
conferem caracteristicas sensoriais
especificas.”

Os fungos, leveduras e bactérias acido-
lacticas contribuem também para o
desenvolvimento das caracteristicas
sensoriais de produtos carneos fermentados
e salsichas. Entre os fungos filamentosos, os
do género Penicillium sao usados nas culturas
iniciadoras, muito embora espécies de outros
géneros, como Aspergillus e Eurotium
também contribuam para a fermentacdo e
maturagdo de carnes. Os fungos filamentos
participam do desenvolvimento do sabor e
aroma desses produtos produzindo enzimas
extracelulares (amilases, lipases e proteases)
qgue hidrolisam carboidratos, gorduras e
proteinas, respectivamente, em substancias
volateis.?

Os fungos mais usados no processo de
maturacdo de produtos carneos fermentados
sdo Penicillium nalgiovense, P. chrysogenum,
P. camembertii. Outros fungos como P.
commune, P. aurantiogriseum, P. olsonii, P.
nalgiovensee e P. chrysogenum sao
fundamentais no processo de fabricacdo do
salame. As leveduras também ajudam no
desenvolvimento do sabor desses produtos

por produzirem enzimas lipoliticas e
proteoliticas. Sendo Debaryomyces
polymorphus, C. zeylanoides, P.

membranifaciens, P.  guilliermondii, e

Cryptococcus spp. as responsdveis pelo
processo de maturagdo do presunto
curado.”

A fermentagdo dos grdos de soja por
fungos filamentosos (Rhizopus e Aspergillus)
€ uma pratica milenar em muitos paises
asiaticos. Cada pais possui um fermentado de
soja tipico, como o tempe na Indonésia,
douchi e sufu na China e miso e shoyu no
Jap30.”® O tempe, muito popular na
Indonésia, é rico em nutrientes, proteinas,
fibras e substancias ativas. O fungo Rhizopus
oligosporus é o principal responsavel por esta
fermentacdo, sendo essencial para a
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producdao do tempe, embora a cultura
iniciadora seja composta por outros fungos
filamentosos, além de leveduras e
bactérias."”** Fungos como R. oryzae e Mucor
spp. também contribuem para a formacao da
textura, aroma e o valor nutricional do
produto final.**

As culturas microbianas utilizadas na
producdo de alimentos fermentados
usualmente fazem parte da composi¢cdo dos
mesmos. Como um numero significativo de
pessoas tem consumido esses alimentos
durante muitos séculos, estes micro-
organismos sdo classificados como
Gennerally Recognized as Safe (GRAS). No
entanto, a determinacdo de seguranca GRAS
é sempre limitada as condices de uso,™ de
forma que um fungo considerado GRAS para
um tipo de alimento, ndo é necessariamente
GRAS para outro.

O numero de espécies fungicas
reconhecidamente benéficas na producao de
alimentos aumentou significativamente.
Dentre o0s eucariotas pode-se citar:
Aspergillus, Cyberlindnera, Cystofilobasidium,
Dekkera, Guehomyces, Hanseniaspora,
Kazachstania, Lachancea, Lecanicillium,
Metschnikowia, Mucor, Neurospora,
Rhizopus, Schizosaccharomyces,
Schwanniomyces, Scopulariopsis,
Sporendonema, Starmerella, Torulaspora,
Trigonopsis, Wickerhamomyces, Yarrowia,
Zygosaccharomyces e  Zygotorulaspora.
Considerando ainda a soja e outros vegetais
fermentados, podem-se incluir leveduras e
fungos filamentosos: Aspergillus,
Guehomyces, Mucor, Neurospora, Rhizopus e
Zygosaccharomyces.**

Com a conscientizagao da populagdo dos
beneficios de uma alimentagdo mais
saudavel, a industria de alimentos comecou a
se movimentar para desenvolver novos
produtos atendendo a esse novo nicho de
mercado. Acidos organicos, antioxidantes e
pigmentos tém sido cada vez mais produzidos
por processos fermentativos para atender a
demanda industrial. Fungos filamentosos sdo
uma potencial fonte de pigmentos naturais e
uma alternativa as fontes atualmente
utilizadas, despertando o interesse de varios

Rev. Virtual Quim. |Vol 9| |No. 6| |2351-2382|



LVq

segmentos. A utilizacdo de fungos para a
producdo de pigmentos torna a industria
independente do fornecimento sazonal de
matérias-primas vegetais e a obtencdo de um
insumo mais padronizado.””>  Alguns
pigmentos produzidos por fungos com
qualidade alimentar estdo presentes no
mercado, como os pigmentos de Monascus, o
Natural Red™, produzido por Penicillium
oxalicum, a riboflavina produzida por Ashbya
gossypii, o licopeno e o B-caroteno,
produzidos por Blakeslea trispora.”® Os
pigmentos de Monascus sdo policetideos de
coloragdo vermelha e amarela produzidos
pelo fungo Monascus sp.. Sua utilizagdao ainda
ndo é aprovada nem pela Unido Europeia,
nem pelos Estados Unidos, devido a
possibilidade de contaminacao por
micotoxinas, mas sdo legalmente produzidos
e comercializados como corantes alimentares
no sudeste asiatico.”’

2.1. Cogumelos

No periodo paleolitico, os cogumelos ja

eram  conhecidos pelas propriedades
alucinégenas sendo cultivados na China
desde 600 a.C. onde s3ao consumidos

tradicionalmente como alimentos.?®

Dentre as espécies conhecidas de fungos,
12 mil sdo classificadas como cogumelos,
sendo que, destas, duas mil sdo descritas
como comestiveis. Alguns dos cogumelos
mais cultivados no mundo sdo o Agaricus
biporus (champignon), Lentinus edobes
(shiitake), Pleorotus spp. (shimeji), Auricularia
auricula  (cogumelo orelha de pau) e
Vouvariella volvacea (cogumelo palha).

Atualmente, o consumo de cogumelos
vem se difundindo melhor no mundo inteiro,
devido ao seu sabor refinado e as
propriedades medicinais e funcionais.
Estudos sobre a composicdo quimica destes
fungos apontam que possuem varios
compostos biologicamente ativos, como
polissacarideos e glicoproteinas, que lhes
conferem propriedades antioxidante, anti-
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inflamatoéria, antitumoral e
imunomodulatéria. Além disso, sdo fontes de
prebidticos, pois contém carboidratos
complexos (quitina, hemicelulose, alfa e beta
glucanas, mananas, galactanas e xilanas). A
quitina, por exemplo, é um polissacarideo
insoltvel em agua e, por nao ser hidrolisada
por enzimas do organismo humano, confere
caracteristica prebiética aos cogumelos.?**

No Brasil, os estudos quimicos sobre
cogumelos cultivados tém crescido muito,
com conseqiente aumento na produgdo,
comercializacdo e consumo dos mesmos,
sendo A. bisporus, L. edobes e Pleorotus spp.
as espécies mais produzidas e consumidas.
Esses cogumelos constituem excelente fonte
de proteinas e alto teor de fibras alimentares,
além de possuirem baixo teor de lipideos.****
Sdo considerados nutracéuticos, pois
apresentam varias moléculas bioativas, como
os polissacarideos B-glucanas, triterpenos e
antioxidantes.

O cogumelo do sol (Agaricus Blazei Murill)
é nativo do Brasil e vem sendo cultivado
desde o inicio da década de 90. O aumento
do interesse e consequente consumo desse
cogumelo deve-se as propriedades
antitumoral, anticarcinogénica, antiviral, anti-
inflamatoéria, hipoglicémica, anti-
hipertensiva, hipoglicémico e
hipocolesterolémica.*

Hoje em dia, 0s "cogumelos
nutracéuticos" sao produzidos como extratos
refinados, biomassa seca do micélio ou
mesmo como corpos de frutificagdo do
fungo, que sdo consumidos sob a forma de
capsulas, comprimidos e pds, comercializados
como suplementos dietéticos com
propriedades terapéuticas. Esse consumo
ainda se concentra na Asia, onde ha diversas
empresas que comercializam o produto,®
embora o mundo ocidental venha cada vez
mais aderindo ao consumo  destes
nutracéuticos. A crescente demanda mundial
por produtos nutracéuticos tornou esse, um
mercado multibilionario.***

Rev. Virtual Quim. |Vol 9| |[No. 6| |2351-2382|



Takahashi, J. A. et al.

3. Fungos e a producao de
metabolitos secundarios bioativos

Os metabdlitos secunddrios sdao produtos
naturais que geralmente apresentam baixa
massa molecular, estrutura guimica
complexa e alto potencial farmacoldgico.
Podem ser produzidos como mecanismo de
defesa contra predadores, podendo estar
envolvidos no processo reprodutivo de
algumas espécies, ou serem produzidos para
desenvolver func¢des bioldgicas especificas da
espécie que o produz.®® Esses metabdlitos
sdo essenciais para a regulacdo, equilibrio e
sobrevivéncia fungica.”’

Um marco na histéria dos fungos quanto a
producdo de metabdlitos secunddrios
bioativos foi a descoberta da penicilina (1)
em 1929 por Alexander Fleming a partir da
espécie  Penicillium  crysogenum.®  Esse
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importante antibiotico revolucionou o século
XX, sendo determinante para salvar inumeras
vidas, inclusive durante a Segunda Guerra
Mundial. Além disso, tomando sua estrutura
guimica como modelo, a industria
farmacéutica desenvolveu novos antibidticos
de extrema importancia, como ampicilina (2),
amoxilina (3) e meticilina (4).*° Outro notavel
metabdlico secundario fungico, a ciclosporina
A (5), produzido pela espécie Tolypocladium
inflatum, foi o primeiro imunossupressor a
ser descoberto, o qual teve importancia
fundamental na medicina viabilizando
transplantes, ao atuarem na reducdo da
probabilidade de rejeicdo de d&rgaos nos
pacientes transplantados.”® Outros farmacos
obtidos a partir de fungos e que tém uma
grande relevancia terapéutica sdo a
lovastatina (6) e mevastatina (7), que atuam
como redutores de colesterol e foram
isolados de Aspergillus terreus e Penicillium
spp., respectivamente.*
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Figura 6. Estrutura quimica do antibiético penicilina (1) e de seus derivados 2, 3 e 4; do
imunossupressor ciclosporina A (5); e dos hipercolesterolémicos lovastatina (6) e mevastatina

(7)
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Além disso, ha relatos de inUumeras

substancias obtidas a partir de fungos que
aparesentam as mais variadas atividades
antitumorais
espécie

bioldgicas,
aspergiolidio  (8),

como 0s
obtido da
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Gliocladium roseum e o alcaloide (9), isolado
do fungo Chaetomium sp. Ja a ganodermicina
(10) é uma substancia isolada da espécie
Ganoderma licidum e apresenta atividade
anti-inflamatéria (Figura 7).*

COOCH

Figura 7. Metabdlitos secundarios aspergiolidio (8), chaetominina (9) e ganodermicina (10)
obtidos a partir de fungos

Para a producdao de metabdlitos fungicos
bioativos, diversos parametros de cultivo
como composicdo do meio de cultivo,
temperatura, aeracdio e tempo de
crescimento podem ser alterados.”” Estas
alteracGes podem levar a uma diversificagdo
metabdlica, abordagem denominada como
OSMAC (One Strain, Many Compounds).®®

Partindo desta prerrogativa, Wang e
colaboradores (2014) cultivaram a espécie
Ascotricha sp. em condi¢cdes distintas,
utilizando um meio eutrdfico (rico em
nutrientes) e em outro oligotrofico (pobre
em nutrientes) e, também, avaliaram a
interferéncia da concentracdo de ions Mg**
nos caldos de cultivo no metabolismo
secundario do fungo.* Esta espécie é
conhecida por produzir ciclonerolidol e

dicetopiperazinas quando cultivada em meios
de cultura ricos em nutrientes.”” Como
resultados desse estudo, foram isolados trés
derivados cariofilénicos até entdo nunca
relatados para a  espécie; (+)-6-O-
demetilpestalotiopsina A (11) e (+)-6-O-
demetilpestalotiopsina C (12), isolados ao se
cultivar o fungo no meio oligotréfico e na
auséncia de fons Mg, enquanto que o (-)-6-
O-demetilpestalotiopsina B (13) foi obtido a
partir do cultivo do fungo no meio
oligotréfico suplementado com ions Mg”".
Esses novos metabdlitos obtidos (Figura 8)
apresentaram atividade contra células
leucémicas, o que comprova que pequenas
alteragdes realizadas no meio de cultivo
podem levar a obtengao de novos compostos
com pronunciada atividade bioldgica.
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Figura 8. Derivados cariofilénicos inéditos obtidos do fungo Ascotricha sp. cultivado em
diferentes condicbes

Porém, apesar de serem conhecidos
inimeros metabdlitos fungicos, o avango das
técnicas moleculares, que permitiu o
mapeamento genético de fungos mostrou
gue os genes responsaveis pela biossintese
de uma rota particular de metabdlitos
secundarios estdo ordenados em grupos
fisicamente  relacionados  denominados
clusters que, em sua maioria, encontram-se
silenciados em condicdes normais de
cultivo.*® Sendo assim, percebeu-se que as
espécies fungicas ainda n3ao foram
eficazmente exploradas quanto a sua
capacidade de biossintetizar novos
metabdlitos, tendo em vista que as condi¢Ges
de cultivo adotadas em laboratérios nem
sempre permitem a expressao desses
metabdlitos crl’pticos.47 Nos ultimos anos,
muitas técnicas tém sido aplicadas visando
maximizar e/ou potencializar
guantitativamente a producgao de
metabdlitos secundarios,*® pelo
entendimento de que podem-se ativar rotas
biossintéticas até entdo silenciadas, levando
a expressao de novas substancias pelo fungo.

Uma maneira de obter diversificacdo
metabdlica a partir de fungos é através da
incorporacdo de agentes epigenéticos aos
meios de cultivo. Esses agentes sdo capazes
de ativar rotas biossintéticas silenciadas ou
provocar o silenciamento de genes

responsaveis pela producdo de determinados
metabdlitos, sem provocar modificacdo no
material  genético.” Esta  diversidade
estrutural (Figura 9), refletida no isolamento
de compostos das mais diversas classes
quimicas, estd quase sempre atrelada a uma
miriade de atividades bioldgicas. Dentre as
classes de compostos obtidos a partir de
fungos destacam-se 0s alcaloides
paecilomida, obtido do fungo Paecilomyces
lilacinus™ e epoxiisoequinulina A, isolado de
Aspergillus ruber;* terpenos como o &cido
betulinico, importante triterpeno isolado da
espécie Phomopsis sp.;>> antraquinonas como
a 1,2,8-trihidroxiantraquinona isolada da
espécie endofitica Nigospora sp.;>
policetideos como o selesconol, isolado a
partir de Daldinia eschscholzii®* e trés novas
wortmannilactonas, isoladas a partir da
espécie  Talaromyces wortmannii;>®
flavonoides como a miricetina, isolada do
fungo Xylaria papulis®™® e trés quercetinas
monoglicosiladas, isoladas pela primeira vez
de fungos, obtidas a partir de Nigrospora
oryzae;”’ a penicillantona, uma nova xantona
obtida de Penicillium aculeatum;>® cumarinas
como as furoisocumarinas -
Asperisocumarinas A e B e as isocumarinas -
Asperisocumarinas E e F, isoladas de
Aspergillus sp.,”® entre outras.
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Figura 9. llustracdo da diversidade quimica de metabdlitos fungicos

A regulacdo epigenética pode ser
realizada através de trés mecanismos
principais de regulacdo génica: metilacdo do
DNA, modificacdo de histonas e
silenciamento pos-transcripcional por
pequenos microRNAs ndo codificados. Dentre
os citados, os dois primeiros sdo utilizados
para ativar rotas silenciadas de produgdo
metabdlica. Esse processo se da através da
utilizagdo de moléculas que atuam na
metilagdo da citosina no DNA ou alterando as
histonas, por meio de acetilagdo,
fosforilagdo, metilagdo, entre outros, que
promovem a alteragdo estrutural na
cromatina, levando assim, a expressdo e/ou

14

OH

OH

silenciamento de determinadas rotas

biossintéticas.*’*°

Utilizando essa abordagem, Du e
colaboradores (2014) cultivaram a espécie
Daldinia sp na presenca de acido hidroxamico
suberoilanilida (SAHA), um inibidor de
histona desacetilase.” Esse estudo
possibilitou a obtencdo de dois policetideos,
a daldinona B (14) e daldinona E (15), este
ultimo relatado pela primeira vez para essa
espécie (Figura 10). Ambos compostos foram
ativos contra Staphylococcus
aureus e Klebsiella pneuminiae, bactérias
resistentes a meticilina e apresentaram
atividade antioxidante.
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Figura 10. Policetideos 14 e 15 obtidos a partir de Daldinia sp. cultivado na presenca de SAHA
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Em termos concretos, estima-se que entre
os anos de 2004 e 2014 tenham sido
introduzidas cerca de 360 novas drogas em
estudos clinicos, oriundas de fontes naturais,
inclusive fungos, para o tratamento de
distintas doengas, como anti-Alzheimer,
antiartriticos, anticancer, antidiabéticos,
entre outras.'’ Muitos resultados positivos
tem sido obtidos, como é o caso do
Fingolimode (Gylenia™, Novartys), um
andlogo sintético do metabdlito fungico
miriocina,®®  introduzido no  mercado
farmacéutico em 2010 para tratamento de
esclerose multipla. A miriocina foi isolada da
espécie Isaria sinclairii, estagio imperfeito de
Cordyceps sinensis Sacc. Essa espécie fungica,
pertencente a familia Clavicipitaceae e ao
género Cordyceps, é parasitica de insetos e
amplamente utilizada na medicina tradicional
chinesa.” 0Os estudos iniciais com o
Fingolimode foram voltados para a sua
aplicagdo como imunossupressor em
transplante renal, na tentativa de substituir a
ciclosporina. Porém ndo houve avangos nesse
ambito, visto que o Fingolimode apresentou-
se menos eficaz do que a ciclosporina, mas,
ao serem introduzidos novos ensaios,
administrando-se esse farmaco no
tratamento de esclerose multipla, foram
obtidos resultados promissores contra a
doenca ja nos testes iniciais.** A esclerose
multipla é uma doenga crbénica autoimune
causadora de desordens cerebrais e danos a
mielina, o que acarreta em interferéncias
entre o cérebro e o sistema nervoso
central.®® S3o inimeros os sintomas
relacionados a esta doen¢a, como, por
exemplo, tremores, alteragdes nos rins e
bexiga, espasmos, alteragdes cognitivas,
problemas visuais, fraqueza muscular, entre
outros. Estima-se que haja cerca de 2,5
milhdes de pessoas acometidas em todo o
mundo, sendo diagnosticados cerca de 200
Nnovos casos por semana somente nos
Estados Unidos da América. Essa doenca
geralmente é diagnosticada entre 20 e 40
anos, com predominancia em mulheres. O
custo estimado por paciente por ano nos EUA
é de US 8,528 - US 54,244. Sendo assim,
novos medicamentos para o tratamento
desta doenga é urgente, a fim de amenizar
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seus sintomas e diminuir os custos
relacionados ao tratamento.®®
A expansdo da busca por espécies

fungicas a partir de novas fontes também
tem sido um importante aliado para a
descoberta de novos metabdlitos fungicos
bioativos, j& que fungos podem ser
encontrados em ambientes inabitdveis pela
maioria dos organismos vivos, com
temperaturas®’ e pH® extremos, altas
pressoes barométricas,® alta salinidade,” em
fendas hidrotermais,”* desertos’ e em gelos
do Artico” e da Antartica.” A adaptagio
metabdlica de espécies fungicas a esses
habitats pode levar ao desenvolvimento de
rotas biossintéticas especializadas, raras e
propocionar a producdo de metabdlitos com
estruturas Unicas e atividade bioldgicas
diferenciadas, sendo outra grande esperanca
da pesquisa moderna em quimica de fungos.

4. Isolamento e caracterizagao de
metabdlitos secundarios bioativos

A producdo de metabdlitos secundarios
ocorre geralmente no final do processo
fermentativo, quando o fungo atinge a fase
estaciondria.”” Desta forma, experimentos
visando o isolamento destas substancias sdo
geralmente longos, com duracdo a partir de
sete dias, sendo, porém, mais comum as
fermentagdes com trés a quatro semanas de
duragdo. A obtengcdo de extratos é
normalmente feita utilizando-se solventes de
média polaridade, como o acetato de etila e
o0 método cromatografico mais empregado
para o isolamento de substdncias é a
cromatografia liquida, podendo ser feita por
adsorc¢do, exclusdo ou filtragdo molecular e
troca ionica. O processo de separagdao por
troca iGnica baseia-se na troca de ions entre a
fase modvel e resinas que podem ser
cationicas ou anidnicas (fase estacionaria e é
utilizado para separar substdncias que
contenham grupamentos ionizdveis, como
alcaloides, aminodacidos, proteinas e outras
biomacromoléculas. J& no processo por
exclusdo, a fase estacionaria é composta por
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um gel poroso e a separagdo baseia-se no
tamanho das particulas do soluto que irdo
atravessar a fase estacionaria.

A utilizacdo de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) acoplada a diversas
técnicas de identificacdo estrutural confere
agilidade ao processo. A associagdo mais
tradicionalmente utilizada é o acoplamento
de cromatografia liquida de alta resolucdo a
espectroscopia de ultravioleta-visivel,
HPLC/UV,* podendo ser modernizada pelo
acoplamento de detector por espectrometria
de massas, LC/UV/MS.”® Outras técnicas
hifenadas sao também utilizadas nesta area,
tais como LC/MS/NMR,” LC/ELSD”® e
UHPLC/DAD/QTOF.”

A abordagem metabolomica tem se
mostrado promissora para fornecer o perfil
metabdlico de uma determinada espécie
fungica, cultivada em condicbes especificas.
Igualmente de sucesso, o HTS (High
Througput  Screening) utiliza processos
automatizados para o processamento de um
elevado nimero de dados para mapeamento
rapido e eficiente dirigido a prospec¢do de
novas substancias biologicamente ativas o
que reduz o tempo de descoberta de
substancias de interesse econémico. O
primeiro farmaco comercial obtido a partir de
andlises HTS foi o antitumoral Nexavar®
(tosilato de sorafenibe). Em 2014, a industria
farmacéutica alema langou no mercado a
segunda droga obtida utilizando esse
enfoque, Translarna® (atalureno), a qual é
utilizada no tratamento de pacientes com
distrofia muscular de Duchenne.™"’®

5. Aplicagao de fungos para a
biotransformacao de produtos
naturais e farmacos

Fungos também podem ser utilizados
como  reagentes para se  realizar
transformagbes quimicas em substancias
organicas, o que é denominado
biotransformag&o.5® Essas reacoes
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realizadas por fungos sdo uma alternativa
biotecnolégica para a obtencdo de novos
compostos ativos, em especial quando as
modificagdes estruturais desejadas nao
podem ser efetuadas utilizando-se métodos
sintéticos classicos.

O uso de reagbes quimicas utilizando
micro-organismos ocorre ha mais de seis mil
anos, desde o inicio da conversao do agucar
em dlcool para produgdo de cervejas e
vinhos, mas considera-se que o primeiro
relato cientifico de biotransformacao seja
datado do final do século XIX, quando Louis
Pasteur resolveu uma mistura racémica de
acido  tartarico  utilizando  Penicillium
glaucum. O micro-organismo adicionado a
mistura racémica degradou somente um
enantiémero, deixando o outro intacto.®

Durante o inicio do século XX, os
processos de biotransformacées mais
estudados referiam-se a conversdo de D-
Glucose em L-Sorbose na sintese do acido
ascorbico (vitamina C).¥ A utilizacdo efetiva
de micro-organismos em reacles organicas
foi relativamente lenta até a década de 1950,
quando conversdes seletivas com fungos
passaram a ser estudadas e empregadas na
industria, cujo marco foi a hidroxilacdo da
progesterona pelo fungo Rhizopus arrhizus na
sintese da cortisona. Essa biotransformagao
reduziu a sintese da cortisona de 31 para 11
etapas e diminuiu os custos de produgdo em
200%.%>%

A biotransformacdo de produtos naturais
e fdrmacos pode ser realizada tanto com
enzimas isoladas quanto com organismos
vivos. Na academia, a maior parte das
pesquisas utiliza fungos para realizar
biotransformagbes, usualmente utilizando
produtos naturais isolados de plantas como
material de partida. A utilizacdo de fungos
em reacbes de biotransformacdo, em
detrimento do uso de enzimas isoladas, pode
ser vantajosa pelo menor custo da
manipula¢cdo de fungos frente ao custo do
isolamento de enzimas, pela facilidade
operacional e ©pela possibilidade de
reintegracdo celular, ou seja, uma Unica cepa
fungica pode ser usada durante anos em
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diversas biotransformacdes.’’> Além disso,
trata-se de uma metodologia verde, devido
ao uso reduzido de solventes e reagentes,
bem como na menor producdo de residuos
nocivos para a saude e para o ambiente.

As reacbes de biotransformacdo podem
ser classificadas em  dois  grupos:
biotransformacdo de  xenobidticos e
biotransformacao biossinteticamente
dirigida.® Na biotransformacao de
xenobidticos, o) substrato a ser
biotransformado deve ser estranho ao
metabolismo secundario do fungo utilizado,
enquanto que, em biotransformacao

biossinteticamente dirigida, o substrato a ser
biotransformado deve ser analogo a algum
intermedidrio biossintético natural produzido
fungo.®®

pelo Um bom exemplo de

17

G. fujikuroi

Vq

biotransformacao biossinteticamente dirigida
pode ser visualizado na Figura 11, referente a
biotransformacdo do diterpeno cauranico
acido 7B-hidroxicaurenoico (16) pelo fungo
Giberella fujikuroi. G. fujikuroi é uma espécie
conhecida por  produzir  giberelinas,
importantes horménios de crescimento
vegetal, a partir de dacido caurenoico, um

precursor  diterpénico com  esqueleto
caurdnico.”’” Quando admistrado a uma
cultura de G. fujikuroi, o  fungo

biotransformou o diterpeno cauranico 16 da
mesma forma que metabolizaria o precursor
biossintético  natural das giberelinas,
produzindo contracdo do anel e levando ao
isolamento de um produto rearranjado com
esqueleto de giberelinas.

“COH

18 19

16

Y

CO,H

17

Figura 11. Biotransformacao biossinteticamente dirigida realizada com o fungo G. fujikuroi

Porém, para que as biotransformagdes
biossinteticamente dirigidas possam ocorrer,
a substancia administrada ao fungo precisa
atender a requerimentos  estruturais
adequados a formagdo do complexo enzima-
substrato. Desta forma, no caso de G.
fujikuroi, por exemplo, ndo é suficiente que o
substrato seja da classe dos diterpenos
cauranicos. Por exemplo, a biotransformacao
do diterpeno cauranico acetato de candol A

(17)® levou a obtenc3o de seis produtos, nos
guais ocorreu a oxida¢do do grupo metilico C-
19 em alcool (18), aldeido (19) e 4cido
carboxilico (20), bem como a hidroxilagdo do
derivado contendo o acido carboxilico em C-
19 nas posicoes 3 (21),2e 3 (22) e 3 e 18 (23)
(Figura 12). Entretanto, derivados
rearranjados com  esqueleto gibanico
(biotransformacao biossinteticamente
dirigida) ndo foram obtidos.
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HO

g OAc
HOHZ% CO,H

23

Figura 12. Estrutura quimica de 17 e dos produtos de biotransformacdo 18-23 por G. fujikuroi

A Dbiotransformacdo de xenobidticos
independe de relagdes estruturais entre o
material de partida e o fungo, o que é de
interesse para a geracdo de derivados com
diversidade estrutural. Como exemplo,
apresenta-se a  biotransformacdo da
artemisinina (24) pelo fungo Aspergillus
niger. A artemisinina é um sesquiterpeno

HO

27

natural isolado de Artemisia annua utilizado
para o tratamento da malaria. A

biotransforma¢dao desta substancia por A.
niger levou a obtencdo de quatro produtos
(25-28), algumas das quais com estruturas
quimicas muito inovadoras, como mostrado
na Figura 13.%

28

Figura 13. Estrutura quimica da artemisinina (24) e dos produtos 3B-hidroxi-4,12-epoxi-1-
deoxiartemisinina (25), artemisinina G (26), 3,13-epoxiartemisinina (27) e 4a-hidroxi-1-
deoxiartemisinina (28)
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A utilizacao de fungos em
biotransformacdo de xenobidticos é uma
importante ferramenta para obtencdo de
novos compostos bioativos (Tabela 1),
especialmente quando o material de partida
administrado ao fungo é uma substancia
pouco funcionalizada, ja que a
biotransformacdao mais comum produzida por
fungos é a hidroxilagdo de carbonos
inativados. Um exemplo interessante é a
biotransformacdo do 20-(S)-protopanaxatriol
(29) por Mucor racemosus.”® Os produtos
desta biotransformacdo (30-35) mostraram
qgue o fungo funcionalizou diversas posicdes

Vq

do esqueleto (Figura 14). Quando submetido
ao bioensaio de atividade citotdxica contra
guatro linhagens de células cancerigenas
(K562, SH-SY5Y, HepG2, e MCF-7), o produto
34 apresentou atividade citotdxica maior do
gue o material de partida contra as quatro
linhagens de células tumorais testadas. Para
a linhagem MCF-7, o material de partida
apresentou CIM = 27,6 uM, enquanto que o
produto 33 apresentou CIM = 7,1 uM, um
indicativo de que a introducdo de uma
hidroxila na posicdo 7a pelo fungo foi
importante para aumentar a citotoxicidade
deste composto.

30 R, =R,=Ry=H

31 R, =OH,R,=Ry=H
32 R,=OH,R; =Ry =H
34 R, =R, =H, Ry = OH

Figura 14. Estrutura quimica do 20-(S)-protopanaxatriol (29) e de analogos produzidos por
biotransformacao
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Tabela 1. Exemplos de fungos capazes de biotransformar xenobidticos

Classe dos Fungos Referéncia
substratos
Lasiodiplodia, Mucor, Trichoderma 91
Monoterpenos Absidia, Aspergillus, Botrytis, Cephalosporium, Corynespora,

Curvularia, Diplodia, Fusarium, Giberella, Glomerella, 92
Penicillium, Rhizoctonia, Rhizopus

Aspergillus 89
Botrytis 93
Sesquiterpenos

Cunninghamella 94
Mucor 95
Diterpenos Absidia, Rhizopus 96
Cunninghamella 97
Giberella 98
Triterpenos Cunninghamella, Mucor 99
Rhizomucor 100
Cunninghamella 101

Esteroides
Rhizopus 83
Beauveria 102

Policetideos
Paecilomyces 103
Absidia 104

Flavonoides
Aspergillus, Cunninghamella, Penicillium 105
Chaetosphaeria, Fusarium, Gliocladium, Plectosporium 106

Alcaloides
Paecilomyces 107

Embora a humanidade tenha utilizado
fungos por séculos para a biotransformagao
de compostos, s6 recentemente, com a ajuda
da quimica, tem sido possivel controlar a
producao, desenvolver novos
biocatalisadores com alta estabilidade e
produtividade e desenvolver novas condi¢cdes
operacionais, o que faz com que, a cada dia, a
industria se beneficie mais destes micro-
organismos, suas enzimas e metabdlitos.**®
Com estes avancos, a industria farmacéutica
pode incorporar algumas etapas sintéticas
seletivas, usando micro-organismos ou
enzimas isoladas deles, para a producao de
diversos farmacos de grande utilidade e alto

valor agregado, como os antidiabéticos
saxagliptina e sitagliptina, o antidepressivo
buspirone, o antiviral atazanavir, entre
outros.”® No caso da saxagliptina, farmaco
utilizado no controle glicémico de pacientes
com diabetes tipo Il, o qual foi desenvolvido
pela Bristol-Myers Squibb e aprovado
comercialmente em 2009, foi realizada uma
conversdo de uma cetona em amina,
utilizando uma forma modificada de
fenilalanina  desidrogenase clonada da
bactéria Thermoactinomyces intermedius e
expressa no fungo Pichia pastoris, como
também na bactéria Escherichia coli (Figura
15). A reacdo biocatalisada ocorreu de forma

Rev. Virtual Quim. |Vol 9| |[No. 6| |2351-2382|



Takahashi, J. A. et al.

regiosseletiva e principalmente,
enantiosseletiva, formando somente o
produto com a amina na posicdo P. Essa
etapa sintética biocatalisada com a enzima
expressada em Escherichia coli apresentou 98

Fenilalanina desidrogenase de
Thermoactnomyces intermedius
modificada e clonada em
Escherichia coli

Vq

% de rendimento com 100% de excesso
enantiomérico e, atualmente, esta sendo
usada para a producdo industrial da
saxagliptina.'®

Figura 15. Aminagdo enzimatica redutiva na sintese da saxagliptina

Outro farmaco de elevada relevancia
produzido através do processo de biocatdlise
€ o antiviral atazanavir, usado no tratamento
de pacientes portadores do virus do HIV. Um
intermedidrio quiral chave na sintese do
atazanir foi produzido a partir da redugdo
diasterosseletiva  utilizando cepas das
bactérias do género Rhodococcus e

Brevibacterium, e de fungos do género
(@) OH
Rhodococcus
ci I NHBoc Mhodococc i _NHBoc

o

cetona alcool

d’"
/

Hansenula.  Apds trés espécies de
Rhodococcus apresentarem rendimentos
acima de 90 %, foi desenvolvida uma
metodologia de biotransformacdo catalisada
por Rhodococcus erythopolis (Figura 16), a
qgual apresentou a reducdo diasterosseletiva
com 95 % de rendimento e 99,4 % de excesso
enantiomérico.'”

0]
NN

)

OH

atazanavir

Figura 16. Uso de biotransformacdo para a sintese do Atazanavir

Além da producdo de farmacos utilizando
processos biocataliticos, fungos e enzimas
tém sido amplamente empregados para a
producdao de compostos de alto valor
agregado na quimica fina, como flavorizantes
e aromatizantes, com bons rendimentos.™*°

6. Biorremediagao

A biorremediacdo é um processo
biotecnolégico utilizado para a remoc¢do ou
reducdo de poluentes dos ambientes
aquaticos e terrestres impactados, visando a
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restauracdo da  qualidade  ambiental
utilizando plantas, algas ou micro-organismos
de ocorréncia natural, como fungos.111 O uso
de fungos em biorremediacdo é vantajoso
devido a sua elevada tolerancia a poluentes,
penetracdo no solo através de micélio,™
capacidade de resistir aos efeitos téxicos de
compostos xenobidticos e de degradar um
grande numero de compostos
estruturalmente diferentes. A
biorremediacdo pode ser realizada no local
afetado pelo xenobidtico, o que diminui o
custo deste processo. Além disso, conforme
mencionado anteriormente, fungos nao
dependem da sazonalidade para o seu
crescimento, uma vez que podem ser
cultivados durante todo o ano e o processo
pode ser otimizado modificando as condicdes
de crescimento.'?

A metodologia mais comum para a
execucdo do processo de biorremediac¢do por
fungos  utiliza  células  fungicas em
crescimento, em que a biomassa do fungo se
desenvolve juntamente com o contaminante
a ser degradado ou removido. Entretanto,
usando esta abordagem, reagentes presentes
nos meios de cultura podem interagir com o

contaminante, alterando a sua
disponibilidade no sistema e gerando
interferéncias no processo. Assim, tem

emergido a alternativa de serem utilizadas
“células em repouso”, tecnologia na qual a
biomassa fungica, apds desenvolvimento, é
separada por filtragdo e lavada, para a
remogdo completa do meio de cultura.™™*
Posteriormente, essa biomassa é adicionada
diretamente a solugdo contendo o
contaminante para se efetuar a
biorremediacao.

Outra metodologia promissora no nivel
laboratorial de utilizagdo da biomassa fungica
no tratamento de 43agua contaminada é
através da formacdo de pellets (porcbes
densas de micélios) de fungos auto-
imobilizados em um biorreator. Com esse
método, evitam-se as dificuldades praticas e
técnicas normalmente encontradas com o
micélio disperso, pois a utilizacdo dos pellets
fungicos facilita a separacdo da biomassa
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fungica, proporcionando sua reutilizacdo e,
portanto, um processo continuo. Além disso,
nao ocorre aderéncia em nenhuma parte do
reator, o que diminui a possibilidade de seu
entupimento e também facilita a
recuperacao do produto. Por exemplo, foi
relatado que a utilizacdo de pellets é um
processo mais eficiente de remocdo de cor e
compostos aromaticos de dguas residuais em
fabrica de celulose, em comparacdo com
outras formas de crescimento da espécie
fungica Trametes versicolor.*™

Os fungos sdo capazes de biorremediar

tanto contaminantes inorganicos quanto
organicos. Dentre os contaminantes
inorganicos, o0s metais sdo  muito

preocupantes devido ao volume em que sdo
depositados no ambiente em decorréncia do
aumento das atividades industriais e
agricolas. Além disso, muitos sdo tdxicos
(mercurio, arsénio, chumbo e outros),
mesmo em concentracdes muito baixas,
podendo causar efeitos carcinogénicos e
mutagénicos.”™® A biorremedicdo de metais
por fungos, muito relatada na literatura
envolve mecanismos que podem ser
dependentes do metabolismo ou n3o.'"’
Quando depende do metabolismo, é
necessario que as células fungicas estejam
vivas, pois necessita de energia para ativar o
metabolismo e efetuar o transporte do metal
através da membrana celular para o interior
da célula, onde é convertido em formas
inofensivas ou complexado. OQutra forma de
biorremedia¢do dependente do metabolismo
é a precipitagdo, processo que ocorre quando
o fungo produz compostos que sao langados
extracelularmente que se ligam ou reagem
com os metais, levando a sua precipitagdo.

No processo que independe do
metabolismo, as células fungicas podem
estar vivas ou mortas. Envolve o0s
mecanismos de adsor¢dao, complexacao e
troca iénica.’” O processo de biorremediagio
fungica por adsor¢do envolve interagGes de
van der Waals e eletrostaticas, em que
ocorre sor¢do dos metais na superficie da
célula, concentrando-se em maior
guantidade na interface da biomassa do
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fungo. Na parede celular do fungo existem
proteinas, lipideos e polissacarideos, nos
quais existem grupos funcionais, que sdo
sitios de ligacdes para os metais, como os
grupos hidroxila, carboxila, sulfato,
acetamido, amido e amino. Esses grupos sdo
capazes de captar os ions metadlicos
melhorando o processo.'*® De acordo com
Kapoor e Viraraghaven (1995), o processo de
adsorc¢do de metais depende de fatores como
tempo de contato entre o metal presente em
uma solucdo e a biomassa fungica, pH,
temperatura da solugao, concentracao inicial
dos metais, tipo de metal e concentracdo da
biomassa.'"

O processo de troca ibnica pode ocorrer
em toda a superficie da biomassa do fungo.
Os metais contaminantes presentes em
solu¢do deslocam os ions com a mesma carga
gue esta presente na superficie da biomassa.
Os ions metdlicos de maior afinidade
conseguem trocar de posicdo com o ion do
sitio ativo. Na complexagdo ocorre interagao
dos metais com os grupos funcionais
presentes na superficie da biomassa do
fungo, formando complexos. Esse mecanismo
envolve a coordenac¢do do ion metalico com
o grupo funcional presente na parede celular
da biomassa fungica.'”” Em alguns casos de
biorremediacdo de ions, é possivel melhorar
a efetividade do processo, submetendo-se a
biomassa a um pré-tratamento em meio
basico, para se remover lipidos e proteinas
(substancias que mascaram os sitios de
ligacdo nos quais os metais se ligam) ou
inutilizar enzimas autoliticas presentes na
biomassa fungica.''®

Iram et al. (2015) relataram a remogdo
dos metais Cu*® e Pb* pelas espécies de
fungos Aspergillus flavus e A. niger em uma
ampla faixa de temperatura e pH basico.’® A
remogdo do ion metélico Cd™ em solugdo
aquosa foi obtida por Netpae (2015),"** apds
o tratamento da biomassa do fungo Humicola
sp. com HNO; e NaOH (96,35 e 83,32%,
respectivamente). Hassan e El-Kassas (2012)
relataram um aumento de 1,86 vezes na
remogdo do ijon metdlico Cd** pelo fungo
Aspergillus cristatus, apds a otimizacdo das
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condicbes de cultura para a producdo de
biomassa fungica.'*

Além de metais, os fungos conseguem
degradar ou remover contaminantes
organicos como pesticidas,® corantes'* e
outros.*® A destoxificacdo de pesticidas
organofosforados e carbamatos pelos fungos
ocorre geralmente através de enzimas
fosfotriesterases e carboxilesterases, gerando
metabdlitos menos tdxicos que o composto
de partida.™ Exemplos de sucesso
ocorreram com o fungo Aspergillus versicolor,
que foi capaz de degradar 71,94% do
pesticida triclosan em meio semissintético,*®
enquanto o fungo Trametes versicolor,
crescido em casca de arroz degradou 55,1%
do pesticida carbofurano. Neste caso, o
produto de biotransformacdo  obtido
mostrou-se 89% menos toxico quando
comparado ao carbofurano.™’

Outra classe de contaminantes organicos
importantes como alvo de biorremediacao,
devido ao seu potencial carcinogénico e
mutagénico, sdo os hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos.’® Neste processo, de
biorremedia¢do sdo acumulados no meio
intracelular e subsequentemente degradados
em altas porcentagens, chegando a niveis de
degradagao de 95%, como ocorre na
degradacdo do fluoranteno por enzimas do
fungo Pleurotus eryngii F032, apds a
otimizac¢do das condicdes de cultivo.'”

Os corantes também s3do contaminantes
organicos amplamente presentes no
ambiente devido ao crescimento das
industrias téxteis, que consomem uma matriz
extensa e diversificada de produtos quimicos
na forma de corantes. Em diversos casos, o
mecanismo principal de remogdo de corantes
azo ocorre por biosor¢cdo, como relatado para
os fungos A. flavus e Alternaria spp..*° A

biorremediacdo do corante verde de
malaquita pelos fungos A. niger e
Phanerochaete chrysosporium chegou a

72,77% e 83,25%, respectivamente.131 Ao se

utilizar o fungo Myrothecium roridum, a
biorremediacao foi superior a 90%, gragas ao
mecanismo de oxidagdo enzimatica por
lacases produzidas pelo fungo.”®* Na Figura
17 sdo ilustradas as metodologias utilizadas
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nos processos de biorremediagdo (adsorgao e
degradacdo) e biotransformacgdo utilizando

Takahashi, J. A. et al.

fungos.

Figura 17. llustracdo dos processos de biorremediacdo por adsorcdo e degradacao, e do
processo de biotransformacao

7. Conclusao e perspectivas

Na guimica moderna, novas
oportunidades para a utilizagdo de fungos
tem despontado nas mais diversas areas,
como na producdo de biocombustiveis e na
sintese particulas de prata nanocristalinas,™*
onde fungos tem sido o organismo de escolha
para a sintese de nanomateriais.”** Além
disso, na drea de quimica de produtos
naturais, a mudanca da abordagem
experimental cldssica para a insercao direta
dos extratos em espectrOmetro de massas
para screenings inteligentes do metaboloma
tem agilizado o acesso e a comparagao de
perfis metabdlicos de um elevado nimero de
espécies flngicas para o mapeamento de
novos metabdlitos que possam ter uso
biotecnoldgico. A complementaridade entre
guimica e microbiologia é uma experiéncia de
sucesso, consistindo em um campo
desafiador para novos pesquisadores, em
busca solugdes criativas para um mundo com
novas expectativas de uma quimica mais
verde, uma vida mais saudavel e
medicamentos mais eficazes.
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