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RESUMO

A crescente contaminacdo ambiental por microplasticos, especialmente poliestireno (PS),
representa um desafio global devido a sua persisténcia, baixa taxa de degradacéo e acimulo em
ecossistemas. Esses residuos tém sido detectados em solos, corpos d’agua e até organismos
vivos, levantando preocupagfes sobre seus impactos ecoldgicos e a saude humana. Frente a
limitada eficiéncia dos métodos fisicos e quimicos tradicionais para eliminar esses poluentes, a
biodegradacdo por fungos filamentosos surge como uma alternativa promissora. O presente
estudo investigou o potencial de biodegradacdo de microplasticos de poliestireno pelo fungo
Aspergillus tubingensis, por meio de andlises protedbmica e Espectroscopia no Infravermelho
por Transformada de Fourier (FTIR) ao longo de 35 dias. As andlises identificaram variagdes
significativas na expressao de proteinas intracelulares entre os grupos controle e experimental,
especialmente enzimas envolvidas em processos oxidativos, hidroliticos e de detoxificagdo,
como peroxidases, esterases, lipases, glutationa S-transferases e superdxido dismutase. As
respostas metabdlicas foram temporais, com pico de atividade nas fases intermedirias (dias 21
e 28), seguidas por uma estabilizacdo no perfil protedmico no dia 35. As alteragdes estruturais
do PS, evidenciadas por FTIR, reforcaram a ocorréncia de oxidagdo superficial do polimero.
Embora ndo tenha havido aumento significativo de biomassa, observou-se forte adesdo do
micélio ao plastico e resposta enzimatica compativel com processos de biofragmentacdo. A
ontologia génica revelou processos biologicos ligados a sintese proteica, metabolismo
secundario, resposta ao estresse e transporte ativo, especialmente no grupo experimental. Os
achados indicam que A. tubingensis apresenta plasticidade metabdlica e capacidade de modular
seu proteoma frente a presenca de poliestireno, sugerindo seu potencial para futuras estratégias

de biorremediacdo de microplasticos no ambiente.

Palavras-chave: Fungo derivado marinho, poliestireno, biodegradagéo, protedmica, bottom-
up.
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ABSTRACT

The increasing environmental contamination by microplastics, particularly polystyrene (PS),
poses a global challenge due to its persistence, low degradation rate, and accumulation in
ecosystems. These particles have been detected in soils, aquatic environments, and even within
living organisms, raising concerns about their ecological and human health impacts. Given the
limited efficiency of conventional physical and chemical methods to remove such pollutants,
biodegradation by filamentous fungi emerges as a promising alternative. This study
investigated the biodegradation potential of polystyrene microplastics by the fungus Aspergillus
tubingensis through proteomic analysis and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR)
over a 35-day period. The analyses revealed significant variations in intracellular protein
expression between control and experimental groups, particularly enzymes involved in
oxidative, hydrolytic, and detoxification processes, such as peroxidases, esterases, lipases,
glutathione S-transferases, and superoxide dismutase. Metabolic responses were time-
dependent, peaking during intermediate phases (days 21 and 28), followed by stabilization of
the proteomic profile on day 35. Structural alterations of PS, confirmed by FTIR, indicated
surface oxidation of the polymer. Although no significant increase in biomass was observed,
strong mycelial adhesion to the plastic and enzymatic responses consistent with
biofragmentation processes were detected. Gene ontology analysis revealed biological
processes related to protein synthesis, secondary metabolism, stress response, and active
transport, particularly in the experimental group. These findings indicate that A. tubingensis
exhibits metabolic plasticity and the ability to modulate its proteome in response to polystyrene,

suggesting its potential for future bioremediation strategies targeting microplastic pollution.

Keywords: Marine-derived fungus, polystyrene, biodegradation, proteomics, bottom-up.
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1.Introdugéo

O rapido desenvolvimento da sociedade tem contribuido para 0 aumento expressivo na
producdo e no consumo de plasticos, materiais amplamente reconhecidos como uma das
inovacOes mais impactantes da era moderna. Tal relevancia se deve as caracteristicas intrinsecas
destes polimeros sintéticos, como elevada durabilidade, versatilidade e baixo custo de producgéo
(Heidbreder et al., 2019; Miri et al., 2022).

O consumo global de plastico tem aumentado de forma continua ao longo das ultimas
décadas. Na década de 1950, a producdo era de aproximadamente 1,5 milhdo de toneladas por
ano, enquanto em 2018 esse numero saltou para 359 milhdes de toneladas. Projec6es indicam
que a producdo podera triplicar até 2050, passando a representar cerca de um quinto do consumo
global de petréleo. No entanto, dos cerca de 9 bilhGes de toneladas de plastico produzidos até
2017, apenas 9% foram efetivamente reciclados (Atiwesh et al., 2021; Chia et al., 2020;
Nikiema & Asiedu, 2022).

O uso crescente de materiais plasticos tem sido relacionado ao aumento populacional e
0 acesso aos bens e servigos de consumo. No entanto, 0 Seu uso gera impactos ambientais,
ligados tanto a producdo quanto aos métodos inadequados de tratamento de residuos.
Atualmente, os aterros sanitarios sdo as opc¢des predominantes para a gestdo de residuos
plasticos, o que resulta na acumulacao de cerca de 80% dos residuos gerados em aterros ou no
ambiente natural. Uma vez descartados no meio ambiente, os plasticos sdo suscetiveis a
processos de degradacdo abidticos, como radiacdo UV, calor, oxidacdo quimica e abrasdo
mecanica, e bidticos, mediados por microrganismos como fungos e bactérias, que podem
fragmenta-los em particulas menores, como microplasticos e nanoplasticos, e, em alguns casos,
liberar seus constituintes monomeéricos (Evode et al., 2021; Lim & Thian, 2022; Shams et al.,
2021).

No caso do poliestireno, o principal mondémero liberado € o estireno (CsHs—CH=CH>),
que pode surgir especialmente em processos térmicos, piroliticos ou por acdo de enzimas
oxidativas. Além disso, durante a degradacdo podem ser formados intermediarios e
subprodutos, como 6xido de estireno, fenol, benzaldeido, benzoato de etila e outros derivados
aromaticos, enquanto compostos menores, incluindo CO2, H20 e 4acidos organicos de cadeia
curta, aparecem em estagios avancados de mineralizacdo (Chauhan et al., 2008; Nandiyanto et
al., 2024; Xu et al., 2025).

10
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1.2 Plasticos: composicao, classificacdo e tipos

A maioria dos plasticos sdo compostos por diversos mondémeros de moléculas de
hidrocarbonetos, provenientes do refino de petréleo e gas natural, que sdo conectados através
de fortes ligagdes quimicas covalentes. Durante o processo de polimerizagdo sdo obtidos
polimeros organicos sintéticos ou semissintéticos (Chamas et al., 2020a; Napper & Thompson,
2020; Su et al., 2022). O polimero pode ser sintetizado por duas vias de reacdo, sendo o método
mais comum através de adicdo de ligacbes duplas de carbono na olefina inicial para formar
novas ligacbes C-C, ou reacdo de condensacdo entre um &cido carboxilico e um grupo

alcool/amina para formar uma poliamida ou poliéster (Amobonye et al., 2021).

Os plasticos podem ser divididos em termoplasticos e termofixos, de acordo com seu
comportamento quando aquecidos (Wang et al., 2021). Os termofixos ndo amolecem durante o
periodo de aquecimento, ou seja, sua forma nédo é alterada em altas temperaturas e ndo podem
ser reciclados devido a sua estrutura altamente reticulada, diferentemente dos termoplasticos
que podem sofrer maltiplas moldagens em diversos ciclos de aquecimento e resfriamento sem
alterar sua composicdo quimica e possuem uma cadeia linear em que atomos e moléculas
consistem em uma série de cadeias de carbono causando resisténcia a degradacdo ou clivagem
hidrolitica de ligaces quimicas (Kazemi et al., 2021; Patel et al., 2022; Singh et al., 2020). Sao
exemplos mais comuns de termoplasticos o polietileno de alta densidade (PEAD), polipropileno
(PP), polietileno de baixa densidade (PEBD), poliestireno (PS) e cloreto de polivinila (PVC)
(Jagadeesh et al., 2022). Além disso, durante a fabricacdo de plasticos, aditivos como éteres
difenilicos polibromados, nonilfenol e triclosan (entre outros) sdo adicionados para aprimorar
suas propriedades. No entanto, o uso desses aditivos e monémeros pode levar a desregulacéo
enddcrina em diversos organismos, afetando negativamente a mobilidade, reproducéo,

desenvolvimento e aumentando o risco de carcinogénese (Yu et al., 2019).

O poliestireno é um polimero aromético sintético formado pela adi¢do de unidades de
mondmeros de estireno (Figura 1). Apresenta transparéncia, mas pode ser tingido com a adi¢do
de corantes. Alem disso, este material é resistente ao calor, mais leve e apresenta boa
durabilidade e resisténcia, 0 que o torna adequado para diversas aplicagdes. O poliestireno €
amplamente utilizado na fabricacdo de uma variedade de produtos como CDs, brinquedos,
escovas de dente etc. (Dong et al., 2020; Kik et al., 2020; Liu et al., 2022; Maafa, 2021).

Poliestireno é geralmente considerado ndo biodegradavel devido ao seu alto peso molecular e
11
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alta estabilidade estrutural (Liu et al., 2022). No entanto, estudos tém explorado alternativas
para mitigar seu impacto ambiental, incluindo o uso de processos de degradagdo térmica e
quimica, bem como a aplicacdo de microrganismos capazes de metabolizar o polimero em
condicdes especificas, sinalizando avancos promissores no desenvolvimento de tecnologias de

biorremediacdo (Mohanan et al., 2020; Urbanek et al., 2018).

I ——TT

M

Figura 1. Estrutura quimica do poliestireno (Kik et al., 2020).

1.2.1 Microplésticos

Os micropléasticos (MPs) sdo caracterizados como particulas de plastico com tamanho
inferior ou igual a 5 mm (Bugatti et al., 2023). Existem diversas formas de MPs presentes no
meio ambiente, tais como esferas, granulos, pellets, espuma, fibras, fragmentos e flocos, as
quais variam de acordo com o processo de degradacéo e as condi¢Oes de erosao as quais foram
expostos (Castarieta et al., 2020). Os MPs podem ser classificados em primarios ou secundario
de acordo com sua origem (Tirkey & Upadhyay, 2021). Os primarios sdo produzidos
industrialmente em forma de microesferas de diversos tamanhos, utilizados em produtos de
cuidados pessoais, ou em forma de pellets de plastico virgem. Os secundarios sdo gerados da
fragmentacdo de detritos plasticos maiores durante 0 uso dos produtos ou por meio da
degradacdo de plasticos descartados ao longo do tempo devido a processos como
fotodegradacéo, interaces fisicas, quimicas e bioldgicas (Andrady, 2017; Li et al., 2018). A
continua degradacdo de microplasticos primarios e secundarios ocasiona mudancas em suas
propriedades, tais como cor, morfologia de superficie, tamanho, cristalinidade e densidade
(Castarieta et al., 2020).

Os MPs sdo considerados poluentes emergentes que possuem ampla distribuicdo em

diversos compartimentos ambientais. A poluigdo microplastica em solo, pode desencadear

12
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mudancas nas propriedades fisicas (estrutura, capacidade de retencdo de agua e densidade)
alterando o crescimento das plantas (Chia et al., 2020; Du & Wang, 2021; Elgarahy et al., 2021).
No ambiente aquatico, os MPs séo de grande preocupacdo publica pela presenca onipresente,
sdo capazes de se deslocar na coluna de agua, flutuando e afundando, e podem ser consumidos
por seres vivos marinhos, quer seja por captacdo direta, atraidos pelos plasticos pelo seu odor,
cor e pelas algas que crescem nos plésticos flutuantes, ou por meio da alimentacdo de
organismos previamente expostos. Consequentemente, os microplasticos podem afetar toda a

cadeia alimentar de maneira potencial (A. et al., 2020; Li et al., 2018; Novillo et al., 2020).

As principais caracteristicas dos MPs sdo alta hidrofobicidade, estrutura multiespacial e
porosidade, o que os torna facilmente portadores de diversas substancias toxicas e nocivas. As
propriedades fisicas e quimicas dos MPs, como o tipo, cor e grupos funcionais, juntamente com
as condi¢Oes ambientais circundantes, como pH, salinidade e matéria organica dissolvida, estdo
diretamente relacionadas ao comportamento de absorc¢ao de metais pesados em MPs (Liu et al.,
2022; J. Ma et al., 2019). Os materiais sintéticos como polietileno, polipropileno e poliestireno
sdo os polimeros que ocorrem com mais frequéncia em MPs marinhos (Gola et al., 2021; Jin et
al., 2021).

Devido ao seu tamanho, ampla distribui¢do e composi¢do complexa, a remoc¢éo de MPs
do ambiente marinho é uma tarefa desafiadora. Embora muitos estudos tenham sido realizados
para investigar a distribuicdo de microplésticos e seus efeitos adversos nos ecossistemas,
poucos se concentraram em identificar a estratégia ideal para eliminar ou mitigar esses efeitos.
No entanto, ao explorar métodos para reduzir a polui¢do por microplasticos, foi observado que
alguns microrganismos podem degradé-los, utilizando o polimero como Unica fonte de carbono
e energia. Embora os MPs possam persistir no ambiente e resistir a degradacao, essa descoberta
abre caminho para possibilidades de minimizar a poluicdo por microplasticos (Ganesh Kumar
etal., 2021; Krueger et al., 2015).

1.3 Degradacéo de microplasticos por microrganismos

Devido a sua habilidade natural de adaptacdo a diferentes ambientes e potencial para
degradar diversos compostos, inclusive microplasticos, 0os microrganismos apresentam-se
como uma estratégia promissora e relativamente segura para facilitar a biorremediacdo e a

limpeza de ecossistemas, com impactos ambientais significativamente menores quando
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comparados a métodos fisico-quimicos tradicionais (Sanchez, 2020; Wei & Zimmermann,
2017). Fungos filamentosos e bactérias desempenham papel fundamental nesse processo,
utilizando enzimas extracelulares e intracelulares para romper as cadeias poliméricas dos
plasticos, utilizando-os como fonte de carbono e energia para seu crescimento (Golmohammadi

etal., 2023).

No entanto, embora a biodegradagdo seja uma alternativa sustentavel, nem sempre o
processo ocorre de forma completa, podendo gerar subprodutos intermediarios que podem
apresentar toxicidade ainda maior do que o polimero original, além de persistirem no ambiente
(Auta et al., 2017; Ghosh et al., 2013; Lara-Topete et al., 2024). Este desafio reforga a
importancia de estudos que buscam compreender 0s mecanismos bioguimicos e as vias
metabdlicas envolvidas, bem como identificar consdrcios microbianos ou sistemas enzimaticos
que, atuando de forma combinada, possam garantir a mineralizacdo completa dos polimeros em

CO:, H:20 e biomassa, reduzindo assim os riscos ambientais associados (Golmohammadi et al.,
2023; Sanchez, 2020).

Apesar de serem 0 grupo mais abundante de microrganismos encontrados em todos 0s
tipos de ambiente, as bactérias tém sua aplicacdo limitada. Estudos demonstram que linhagens
bacterianas isoladas, como Pseudomonas sp. e Bacillus sp., embora capazes de degradar
parcialmente polimeros como poliestireno, frequentemente apresentam limitac6es associadas a
baixa taxa de crescimento e a acumulagdo de intermediarios toxicos que inibem sua atividade
metabolica (Ghosh et al., 2013; Golmohammadi et al., 2023). Além disso, pesquisas apontam
que a biodegradacdo bacteriana isolada é menos eficiente, tornando necessaria a utilizacdo de
consércios microbianos ou abordagens enzimaticas combinadas para superar os efeitos

negativos desses subprodutos (Wei & Zimmermann, 2017b).

A biodegradacdo de MPs tem inicio quando 0s microrganismos comecam a proliferar
na superficie do material e liberam suas enzimas para fragmentar o polimero em moléculas mais
simples (Yuan et al.,, 2020; Figura 2). A colonizacdo e formacdo de biofilme por
microrganismos s&o etapas iniciais cruciais para tornar a superficie do poliestireno mais
hidrofilica, facilitando assim o processo de biodegradacdo. Além disso, é importante considerar
fatores como antioxidantes, estabilizantes e outros aditivos usados na fabricacdo do
poliestireno, bem como o pré-tratamento e os tipos de substrato, pois eles podem influenciar a
eficiéncia da biodegradacéo (Cai et al., 2023; Hou & Majumder, 2021a; Y. Zhang et al., 2022).
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Os fungos sdo organismos heterotrdficos que podem se associar a superficies plasticas
e utiliza-las como fonte de carbono e energia. Além disso, possuem habilidade de se adaptar a

condicdes ambientais extremas, especialmente os filamentosos.

Os fungos filamentosos constituem um dos grupos mais promissores na biodegradacao
de polimeros sintéticos, justamente por sua capacidade de secretar uma ampla variedade de
enzimas extracelulares oxidativas e hidroliticas. Além disso, apresentam micélio multicelular
ramificado, que facilita a colonizacdo de superficies solidas, como os plasticos, promovendo
adesdo e formacéo de biofilmes. Essas caracteristicas, associadas a alta plasticidade metabolica
e & tolerdncia a condigdes ambientais extremas, conferem a esses microrganismos um papel
estratégico em processos de biorremediacdo e no desenvolvimento de solugdes biotecnoldgicas
voltadas a mitigacdo da poluicdo plastica (Sanchez, 2020; Wikandari et al., 2022).

Diversas espécies tém sido reportadas como capazes de degradar polimeros sintéticos,
incluindo Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Trichoderma, com destaque para sua atuacéo
na degradacdo de poliestireno, polietileno e poliuretano, o que evidencia seu papel ecoldgico e
biotecnologico (Urbanek et al., 2018; Ali et al., 2021). Entre os fungos filamentosos estudados,
destacam-se também Fusarium falciforme, Aspergillus sp., Purpureocillium lilacinum e
Fusarium oxysporum, reconhecidos pela diversidade de enzimas extracelulares envolvidas no

processo de degradacdo (Sanchez, 2020; Wikandari et al., 2022).

Os fungos presentes nos manguezais sintetizam diversas enzimas e sdo reconhecidos
como uma valiosa fonte de metabdlitos bioativos com relevancia biotecnoldgica. Isso se deve
ao fato deles se desenvolverem em um ambiente Gnico e extremo, caracterizado por altas
temperaturas médias e constantes, 4gua salobra e solo anaerdbio. Apesar do importante papel
ecoldgico e do potencial biotecnoldgico associado, os fungos de mangue ainda carecem de
estudos abrangentes (Jia et al., 2020; Thatoi et al., 2013).

Os manguezais brasileiros, especialmente os localizados na costa sudeste, abrigam uma
comunidade diversa de fungos filamentosos adaptados as condigdes ambientais extremas.
Diversos géneros, incluindo Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Cladosporium, tém sido
frequentemente relatados nesses ecossistemas, destacando-se por sua versatilidade metabdlica
e capacidade de produzir enzimas de relevancia ecoldgica e biotecnolégica (Oliveira et al.,
2025; Bastos et al., 2024; Jacob et al., 2023). Essa diversidade funcional reforca o potencial dos

fungos de manguezais como agentes importantes na ciclagem de nutrientes e na degradacéo de
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compostos recalcitrantes, além de sua relevancia como fonte de moléculas bioativas com

aplicacdes ambientais e industriais (Yao et al., 2024)

1.3.1 Mecanismos de degradacao de plasticos por fungos filamentosos

A biodegradagdo do poliestireno € um processo complexo, com inimeras enzimas
desempenhando papéis cruciais, que pode ser dividido em quatro etapas principais:
biodeterioracdo, biofragmentacao, assimilacao intracelular e, por fim, mineralizacdo, conforme

mostrado na Figura 2 (Solanki et al., 2022).
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Figura 2: llustracdo esquematica do processo de biodegradagdo de polimeros plésticos por
microrganismos. O processo inicia-se com a Biodeterioracdo, onde fatores abidticos e bidtico causam
a degradacdo superficial do polimero de alto peso molecular. Segue-se a Biofragmentacédo, onde a
quebra do polimero resulta em oligdmeros e dimeros de menor peso. As moléculas menores
(mondmeros) séo entdo internalizadas e utilizadas pelos microrganismos (Assimilagdo). Por fim, o
processo de Mineralizacdo converte esses compostos em produtos finais inorganicos estaveis, como

CO2, H20, CHa e outros metabdlitos, que séo liberados no ambiente. (Retirado de Solanki et al., 2022)

A etapa inicial, biodeterioracdo, ocorre a adesdo do micélio a superficie hidrofobica do
polimero, muitas vezes mediada por proteinas chamadas hidrofobinas, que aumentam a
afinidade entre o fungo e o plastico (Hektor & Scholtmeijer, 2005; Mohanan et al., 2020b;
Urbanek et al., 2018).
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Uma vez aderido a superficie do poliestireno, o fungo filamentoso secreta um conjunto

de enzimas extracelulares. Espécies como Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum e
Phanerochaete chrysosporium, tém se destacado por sua capacidade de degradar poliestireno
por meio da acdo combinada de hidrolases e de um complexo sistema oxidativo enzimatico.
Entre as hidrolases, enzimas como esterases, cutinases e lipases sao responsaveis pela clivagem
inicial das ligacBes quimicas da cadeia polimérica, promovendo a reducdo do tamanho

molecular do PS (Ali et al., 2021).

O sistema oxidativo envolve enzimas como lacases, peroxidases, além de
monooxigenases como o citocromo P450, responsaveis pela oxidagdo da estrutura aromética
do poliestireno (Hou & Majumder, 2021; Yanto et al., 2019). Esse processo de oxidagédo
promove a introducdo de grupos hidroxila, facilita a abertura dos anéis fenolicos presentes no
polimero e rompe as ligacdes C-C da cadeia principal, resultando na formacao de moléculas

menores, como oligbmeros e dimeros (Krueger et al., 2015)

No interior das células fingicas, os produtos gerados na etapa de biofragmentacdo do
polimero sdo processados por vias metabolicas que envolvem dois estagios principais
aprensatados na Figura 3. A Fase | é dominada por reacdes de oxidacdo, catalisadas por enzimas
como alcano-hidroxilases, monooxigenases, epoxidases e o sistema citocromo P450, que
introduzem grupos funcionais aos metabdlitos, aumentando sua reatividade (Hou & Majumder,
2021; Krueger et al., 2015). Na sequéncia, ocorre a Fase Il, caracterizada pela atuacdo de
enzimas do tipo transferases, que promovem a conjugacdo de grupos funcionais como grupos
metila, acetila ou glutationa aos metabdlitos intermediarios. Esse processo aumenta a
solubilidade dos compostos, facilitando sua completa assimilagdo pela célula e posterior
mineralizacdo (Shilpa et al., 2022; Srikanth et al., 2022a; Wilkes et al., 2017).

Diversos fungos filamentosos tém demonstrado capacidade de biodegradar poliestireno
(PS), ainda que com taxas relativamente baixas. Espécies dos géneros Aspergillus, Penicillium,
Fusarium, Trichoderma, Aureobasidium e Curvularia, foram associadas a processos de
degradacdo do PS, evidenciados por analises de perda de massa, modificacdes nas bandas
espectrais por FTIR e alteragdes estruturais observadas em microscopia. Outros fungos, como
Mucor sp., Cephalosporium sp., Mortierella sp. e Geomyces sp., também apresentaram
desempenho semelhante, embora, na maioria dos casos, as taxas de reducdo de massa
permanecam inferiores a 5%, indicando sua atuacdo principalmente nas etapas iniciais de

biofragmentacdo do polimero (Chaudhary & Vijayakumar, 2020; Restrepo-Florez et al., 2014).
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Entre os fungos ligninoliticos, destaca-se Pyrrhoderma noxium, que obteve uma taxa de
biodegradacg&o de aproximadamente 16% sobre residuos de poliestireno expandido ap6s 30 dias
de incubacdo, valor significativamente superior em comparacao a outras especies avaliadas
(Philippe et al., 2024). De forma semelhante, Mucor sp. e Cephalosporium sp. alcancaram
reducbes de 1,81% e 2,17%, respectivamente, ap0s 48 dias, reforcando o papel desses
microrganismos no inicio do processo de despolimerizacao (JananiRajam S et al., 2021).
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Figura 3. Etapas de degradacdo de plasticos por fungos filamentosos. (Retirado de Solanki et al.,
2022).

No entanto, a via enzimatica detalhada e os mecanismos bioquimicos envolvidos na
degradacdo do poliestireno ainda ndo foram completamente elucidados, demonstrando a

necessidade de mais estudos nessa area (Cai et al., 2023; Y. Zhang et al., 2022).

1.4 Ferramentas moleculares para elucidacdo de mecanismos intracelulares e
extracelulares de biodegradacao

As ciéncias dmicas visam a identificagdo, caracterizagdo e quantificacdo de um conjunto
de moléculas que participam da estrutura, funcéo e de interacdes dos sistemas bioldgicos. Isso
inclui a genbmica, transcriptdmica, protedmica e metabolémica (Vailati-Riboni et al., 2017). A

protedmica consiste no estudo do conjunto de proteinas expressas em uma em célula, tecido ou
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presentes em um fluido considerando diferentes condi¢cdes em um determinado espaco de tempo
ou momento celular. Através da protedmica, é possivel obter uma analise precisa do perfil de
expressao do produto génico final, como exemplo, a identificacdo de modificacbes pos-
traducionais, 0 que ndo € possivel através da transcriptdmica ou genémica, tornando-se uma
ciéncia promissora no estudo da composicdo enzimatica intracelular e extracelular de fungos

filamentosos (Cologna et al., 2018; Prabhukarthikeyan et al., 2022).

A separacdo de proteinas por meio de eletroforese em gel bidimensional (2-DE) foi
utilizada como método inicial para analise de enzimas fungicas (Baggerman et al., 2005;
Cologna et al., 2018), entretanto a técnica possui algumas limitacdes como sensibilidade, faixa
dindmica, pontos sobrepostos e dificuldades para separar proteinas hidrofdbicas. Nos ultimos
anos 0 método 2-DE vem sendo substituido pela técnica que utiliza cromatografia liquida (LC)
acoplada a espectrometria de massa em tandem (MS/MS) em amostras preparadas com digestédo
em solucéo. A abordagem bottom-up, pertencente a proteémica shotgun, consiste na digestéo
de proteinas por meio da acdo de enzima proteolitica resultando em fragmentos de peptideos.
A utilizacdo dessa abordagem tem se tornado bastante comum devido a maior facilidade de
identificacdo das proteinas (Cologna et al., 2018; Duong & Lee, 2023; Fonslow & Yates, 2012;
J. Zhang et al., 2012).

1.5 Técnicas atuais para avaliacdo da degradacdo de microplasticos

A avaliacéo da degradagdo de micropléasticos envolve a utilizacdo de diferentes métodos
que permitem obter informacgdes qualitativas e quantitativas sobre as mudancas fisicas,
quimicas e estruturais que ocorrem nos materiais ao longo do processo de biodegradacdo (Kim
etal., 2024; Silva et al., 2023).

As analises morfologicas, por meio de técnicas como a Microscopia Eletronica de
Varredura (SEM) e a Microscopia de Forca Atdmica (AFM), sdo frequentemente utilizadas
para identificar modificagbes na superficie dos MPs, como fissuras, rugosidade, poros e
evidéncias de degradacdo fisica, caracteristicas frequentemente associadas a biodeterioracdo
(Chamas et al., 2020b; Silva et al., 2023).

As analises quimicas estruturais, como cromatografia acoplada a espectrometria de

massas (GC-MS e LC-MS), sdo essenciais para identificar subprodutos da degradagdo, como
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monomeros e oligdbmeros liberados durante o processo (Rocha-Santos & Duarte, 2015; Tapia
etal., 2019).

As técnicas espectroscopicas, como a Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR) e a Espectroscopia Raman, sdo amplamente empregadas e
desempenham um papel central na caracterizagdo dos MPs, permitindo monitorar alteracGes
estruturais especificas, como a formacéo de novos grupos funcionais oxidativos e a ruptura de

ligacGes quimicas na cadeia polimérica (Harrison et al., 2012; Tan et al., 2023).

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier destaca-se como uma
ferramenta essencial na avaliacdo da degradacdo de microplasticos, sendo amplamente
empregada para monitorar alteragdes na estrutura quimica dos polimeros. A técnica baseia-se
na absorcao de radiacdo infravermelha por grupos funcionais presentes na molécula, permitindo
a identificacdo de mudancas estruturais associadas aos processos de degradacao fisica, quimica
e biologica (Golmohammadi et al., 2023; Harrison et al., 2012). Portanto, o FTIR néo apenas
permite a confirmacdo da presenca de processos oxidativos e de fragmentacdo quimica nos
MPs, como também se configura como uma técnica chave na validacao da eficacia de processos
biolégicos, como a biodegradacdo flngica, na transformacdo do poliestireno e de outros

polimeros sintéticos.

1.6 Justificativa do estudo

A poluicdo por microplésticos, especialmente por polimeros como o poliestireno,
constitui uma ameaca ambiental significativa devido a sua persisténcia. Esses contaminantes
emergentes estdo amplamente distribuidos em ecossistemas marinhos, terrestres e atmosféricos,
trazendo sérios riscos ndo apenas para a fauna, mas também para a saide humana (Chamas et
al., 2020).

Evidéncias crescentes indicam que os microplasticos sdo capazes de atravessar barreiras
bioldgicas, sendo encontrados em sangue humano, placenta, pulmdes e trato gastrointestinal,
levantando preocupacdes sobre seus efeitos toxicos e inflamatdrios (Jenner et al., 2022; Leslie
et al., 2022). Além dos riscos fisicos, essas particulas atuam como vetores de contaminantes

quimicos e patdgenos, agravando seus impactos sobre 0s organismos expostos (Wright & Kelly,

20



AVA -
ATaTaY UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA FRunesp
u nes “JULIO DE MESQUITA FILHO" Vg a % 1B-CLP
Instituto de Biociéncias “
Campus do Litoral Paulista

2017). Frente a isso, a poluicdo pléstica ndo é mais vista apenas como um problema ambiental,
mas também como uma questdo de saude publica global.

Diante da ineficiéncia dos métodos convencionais de tratamento, como a reciclagem
mecanica e a incineracdo e aterro sanitario, a biotecnologia surge como uma estratégia

promissora para o desenvolvimento de solugdes sustentaveis (Hale et al., 2020).

Ainda que pesquisas com bactérias tenham avangado por meio de abordagens como
metagendmica e engenharia de consorcios, revelando novas rotas metabolicas, 0 mesmo nivel
de entendimento ainda néo foi alcancado para fungos filamentosos, apesar de seu repertdrio
enzimatico altamente versatil e adaptavel (Cai et al., 2023; Hou & Majumder, 2021a). Além
disso, a selecdo adequada de microrganismos de degradacdo é essencial para tratar diferentes
tipos de plasticos, e estudos continuos podem levar ao desenvolvimento de métodos

sustentaveis de biorremediacdo.

Embora algumas enzimas envolvidas na degradacdo do poliestireno ja tenham sido
identificadas, persistem lacunas significativas no entendimento completo desse processo,
sobretudo no que se refere aos mecanismos enzimaticos, vias metabdlicas e produtos
intermediarios gerados (Hou & Majumder, 2021). Avancar nesse conhecimento € fundamental
ndo apenas para aprimorar estratégias de biodegradacdo, mas também para viabilizar o

desenvolvimento de tecnologias ambientalmente sustentaveis e aplicaveis em escala industrial.

Ademais, esta pesquisa se alinha diretamente aos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) estabelecidos pela Organizacdo das Nag¢bes Unidas (ONU) para 2030, os
quais visam enfrentar os desafios socioeconémicos e ambientais globais (Ganesh Kumar A. et
al.,, 2020). O desenvolvimento de solugdes biotecnoldgicas para a biodegradacdo de
microplésticos de poliestireno, aliado ao aprofundamento no entendimento dos mecanismos
enzimaticos envolvidos, contribui diretamente para os ODS 2 (Fome zero e agricultura
sustentavel), 3 (Satde e bem-estar), 6 (Agua potavel e saneamento), 13 (A¢&o contra a mudanca

climatica), 14 (Vida na 4gua) e 15 (Vida terrestre).
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2. Objetivos

Avaliar a expressao de proteinas fungicas durante a exposicdo a microplasticos de
poliestireno (PS). O isolado fungico selecionado para este estudo, designado como Ff AQ2A,
foi previamente triado durante um projeto de Iniciacdo Cientifica, com material proveniente de
sedimento de manguezal, que demonstrou potencial para biodegradar MPs de PS. (Fapesp
2021/11074-1)

2.1 Objetivos especificos

e Identificar o fungo Ff AQ2A proveniente de sedimento de manguezal, utilizando
técnicas morfoldgicas e moleculares

e Monitorar as alteracOes estruturais nos MPs de PS expostos ao Ff AQ2A, por meio
analise de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), para identificar
modificacdes nas propriedades dos plasticos.

e Investigar proteoma intracelular do Ff AQ2A, utilizando técnicas de protedbmica, com o
objetivo de identificar as proteinas e enzimas envolvidas na possivel dindmica de

degradacédo dos microplasticos de PS.

3. Materiais e métodos

3.1 Desenho experimental

Para o estudo de degradacao do microplastico foi estabelecido dois grupos: um controle,
contendo meio de crescimento minimo (MCM) e micélio fangico, e um experimental, contendo
MCM, micélio fungico e microplastico de poliestireno (MP de PS). O ensaio teve duragédo de
35 dias, com monitoramento a cada 7 dias (14, 21, 28 e 35 dias), durante o qual foram retirados
3 frascos do tipo Erlenmeyer para cada condicéo estudada. No total, foram avaliados 24 frascos,
pois o ensaio foi realizado em triplicata. Foram analisados também o crescimento do fungo,
através da pesagem da biomassa obtida por filtragdo a vacuo durante a separacdo do meio de

crescimento, usando papel filtro do tipo Whatman nimero 1.

Como parametro analitico de biodegradacdo do microplastico de poliestireno, foi
utilizada a analise de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) para avaliar a estrutura

quimica, o PS sem exposicao fungica foi o padrdo de comparacdo das amostras. A andlise do
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proteoma, em ambas as condicdes, foi realizada por nanocromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada & espectrometria de massas (nanoLC-MS/MS). Os dados brutos gerados pelo
espectrometro de massas foram analisados utilizando o banco de dados do NCBI. Para explorar
0 metabolismo proteico flngico nas condicdes testadas, foi utilizado a ferramenta de

quantificacéo relativa no modo livre de marcagéo (Figura 4).

3.2 Isolamento de fungos filamentosos de sedimentos de Manguezal e Apicum

Foram coletadas amostras simples de sedimento no Manguezal e Apicum as margens
do Rio Una Prelado, na Estacdo Ecol6gica de Juréia-Itatins, localizada em Peruibe/SP (Figura
5a). Cada uma das seis amostras foi obtida em diferentes estagdes de amostragem e tinha um
peso aproximado de 50 g, com profundidades de 1 a 5 cm, em uma area de 5 cmz2 de sedimento.
Essas amostras, identificadas como Q1 a Q3 de acordo com a érea de coleta, foram usadas para
investigar comunidades fungicas (Figura 5b). Cada amostra foi acondicionada em frascos
coletores esterilizados e transportada em caixas térmicas para manter a temperatura ambiente,

antes de serem refrigeradas para o isolamento subsequente de fungos.
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Figura 4. Desenho do estudo para a analise do proteoma durante a biodegradagéo de micropléstico de

poliestireno em fungos filamentosos.

Espécies de Ff foram isoladas através da mistura de 10 g de amostra de sedimento com
45 mL de solucdo salina (0,85%) contendo polisorbato 80 (0,01%), para cada ponto de coleta.
A mistura foi agitada em vortice a 100 rpm por 1 hora a temperatura ambiente utilizando um
agitador de érbita para homogeneizacdo. A suspensao resultante foi filtrada a vacuo utilizando
papel filtro qualitativo de 45 um, obtendo uma solug¢do contendo esporos fungicos com pouca
presencga de sedimento. Esta solucao foi diluida em série até a concentragdo de 10*. Em seguida,
foram semeados 20 pL da suspensdo em placas de Petri contendo 4gar batata dextrose (PDA),
que foram incubadas a 30 °C por um periodo de sete dias. Apos esse periodo, as col6nias
morfologicamente distintas foram subcultivadas e incubadas nas mesmas condi¢Ges para
obtencéo de culturas puras. O isolamento e a utilizacdo das linhagens fangicas obtidas foram
registrados no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen) sob o Codigo de Cadastro AFCF8AO.
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Figura 5. (A) Mapa da Estacdo Ecoldgica de Juréia-Itatins apontando regido de coleta de
sedimentos. (B) Area de coleta de sedimentos a Beira do Rio Una Prelado, Peruibe/SP
(Google Earth, 2022). Nota: Os pontos de coleta de sedimentos apresentam as coordenadas:
Manguezal Q1 (24°26°2.30”’S, 47°5°57.970), Manguezal Q2 (24°26°1.9”S, 47°5°57.7”0),
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Manguezal Q3 (24°26°1.17S, 47°5°57.6”0), Apicum Q1 (24°25°58.9”S, 47°5°56.50),
Apicum Q2 (24°25°58.2’S, 47°5°57.6”0) e Apicum Q3 (24°25°58”S, 47°5°56.8”0).

3.3 Criopreservagao

O Ff AQ2A foi criopereservado para que fosse garantido o baixo risco de contaminagéo,
reprodutibilidade do indculo e manutengdo por um periodo prolongado, além do método de
Castellani. Ff AQ2A foi reativado em placas de Petri (90 mm) que continham meio de cultura
batata dextrose &gar (PDA). O Ff foi incubado a 30 °C por 7 dias. Apos este periodo, foi
adicionada a placa de Petri um volume de 5 mL de solugéo salina com Tween 80 (Composicéo:
9,0 g/L NaCl, 1 mL Tween 80, 1 L agua destilada. Autoclavar por 15 minutos a 121 °C).

A suspensdo de esporos foi transferida para um sistema de filtracdo estéril. Apos o
processo de filtracdo, foi adicionado a cada microtubo de 2,0 mL um volume de 750 pL de
suspensdo de esporos e 750 pL de glicerol a 20%. Os microtubos foram entdo pré-congelados
a4°C por 4 he, em seguida, transferidos para um congelador a -20°C por 4 h. Ap0s este periodo,

0s microtubos foram armazenados em ultrafreezer -80 °C.

3.4 ldentificacdo molecular

3.4.1 Crescimento fungico e extracdo de DNA

A linhagem flngica AQ2A foi cultivada em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo
50 mL de meio de crescimento lipopolissacarideo de metilglicose (MGLP) (10 g-L-1 de glicose,
3 0-L-1 de extrato de malte e 5 g-L-1 de peptona, 3 g-L-1 de extrato de levedura). A incubacéo
foi realizada por um periodo de 5 dias a temperatura de 30 °C sob agitacdo de 150 rpm.

Foi utilizado cerca de 50 mg de material fungico crescido no meio liquido MGLP para
realizar a extracdo do DNA. Os fungos foram colocados em microtubo contendo 100 pl EAR
buffer (TRIS/HCI: 100 mM, pH 8,5; EDTA: 5 mM, pH 8,0; NaCl 200 mM e 0,2% SDS) e 8
uL proteinase K (20 mg-mL-1). A amostra foi incubada a 55 °C sob agitacdo de 300 rpm
overnight. Na sequéncia, a amostra foi aquecida por 10 min para inativar a proteinase K e, com
auxilio de esferas de vidro, centrifugada a 4.260 rpm por 1 minuto de 3 ciclos com intervalo de
1 minuto. Apos esta etapa, 500 pL de tampao TE (TRIS/HCI: 10 mM, pH 7,5 ¢ EDTA: 1 mM)
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e 5 uL de RNAse A (3 mg-mL-1) foram adicionados e incubados por mais 10 min a 37 °C. A
amostra de DNA gendmico foi armazenada a -20 °C.

3.4.2 Amplificacéo da regido ITS, purificagdo e Sequenciamento

O ITS é amplamente utilizado na identificacdo de espécies de fungos devido as suas
caracteristicas distintas e vantagens especificas. Esta regido esta localizada entre os genes de
rRNA da subunidade pequena (SSU) e da subunidade grande (LSU) no genoma nuclear dos
fungos. A regido ITS é composta por dois loci, ITS1 e ITS2, separados pelo gene 5.8S rRNA.
A principal razéo para a preferéncia pelo ITS é a sua rapida taxa de mutacdo em comparagao
com as regides codificadoras de rRNA SSU e LSU, o que resulta em varia¢fes de sequéncia
acumuladas ao longo do tempo. Essas varia¢@es de sequéncia sdo cruciais para a discriminagéo
de diferentes taxonomias de fungos, tornando o ITS uma ferramenta valiosa na identificacdo de
espécies (Langsiri et al., 2023; Ohta et al., 2023).

A amplificacdo do fragmento do gene espacador interno transcrito (ITS) do DNA por
reacdo em cadeia de polimerase foi realizada utilizando os primers ITS1F, ITS1 ou TS2
(forward) e ITS4 (reverse). A reagdo foi conduzida em um volume final de 25 puL, contendo:
0,2ul de Tag DNA Polymerase (GE Healthcare™), 0,5ul de dANTP Mix (Promega
Corporation™), 100 pmol-uL™" de cada primer, 1 uL da amostra de DNA molde, 2,5 uL de
tampao 10x (PCR Buffer, GE Healthcare™) e 18,8 pL de 4gua deionizada autoclavada. A
reacdo em cadeia da polimerase foi conduzida em termociclador iniciada com incubagéo a
95 °C por 5 minutos, seguida por desnaturagdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 52 °C
por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto. Essas etapas foram repetidas por 35 ciclos.
Ao término dos ciclos, a reagdo foi mantida a 72 °C por 8 minutos e, posteriormente, resfriada

a 4 °C por tempo indeterminado.

Os produtos amplificados por PCR foram purificados utilizando o kit PureLink™ PCR
Purification Kit (Thermo Fisher Scientific™), posteriormente quantificados e analisados por
eletroforese em gel de agarose a 1%, com o objetivo de verificar o tamanho esperado dos
fragmentos de DNA e avaliar sua pureza. O fragmento de cDNA obtido foi enviado ao Instituto
de Biotecnologia da Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de Botucatu, para
sequenciamento por meio da técnica de Sanger, utilizando eletroforese capilar. As sequéncias

geradas foram posteriormente analisadas e comparadas com os dados disponiveis no banco de
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dados de fungos MycoBank, com o objetivo de identificacdo e caracterizagdo do material
genético.

3.5 Ensaio de exposic¢do do fungo aos Microplasticos

3.5.1 In6culo

O isolado fungico Ff AQ2A foi reativado em placas de Petri (90 mm) contendo PDA.
Um volume de 30 pL da suspensdo de esporos foi inoculado no centro de cada placa, seguida
de incubacdo a 30 °C por 7 dias. Apos esse periodo, discos de 6 mm foram retirados da regido
periférica do micélio e transferidos para novas placas de Petri (90 mm) contendo meio minimo
de crescimento composto por dgua destilada e agar (15,0 g-L™"). No centro de cada placa, foi
previamente inserido um disco de papel filtro Whatman n° 42 (6 mm), utilizado como Unica
fonte de carbono. As placas foram incubadas a 30 °C por mais 7 dias.

3.5.2 Micropléstico de Poliestireno

Microparticulas de poliestireno (PS) com tamanho alvo de 250 pm foram obtidas por
moagem de fragmentos maiores em moinho de bancada. O material foi peneirado em peneira
com malha de 250 um, utilizando vibrador mecénico calibrado a 70% da capacidade méaxima
(3.600 rpm) por 15 minutos. As frages retidas foram examinadas em estereoscopio e
classificadas morfologicamente conforme critérios descritos por Hidalgo-Ruz et al., (2012),
incluindo microfibras, microfragmentos, microesferas e microfilmes. Apenas microesferas
foram selecionadas para os ensaios de biodegradacdo. Quantidades adicionais foram
submetidas a triagem manual sob estereoscépio para garantir a homogeneidade morfolégica.
As amostras finais foram lavadas com etanol 70%, secas a temperatura ambiente (25 °C) e

esterilizadas por exposicédo a radiacdo UV por 30 minutos (Figura 6).
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250 pm

Figura 6: Imagem representativa da morfologia dos microplasticos de poliestireno (PS) utilizados no
estudo, registrada em lupa estereoscapica.

3.5.3 Ensaio de Biodegradacao

Os ensaios foram realizados conforme metodologia adaptada de Paco et al. (2017) e J.
Zhang et al. (2020). O isolado Ff AQ2A foi cultivado em frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo 50 mL de meio minimo diluido (2 g-L™ de glicose, 2 gL' de extrato de malte e
0,1 g'L™" de peptona), cinco discos de micélio fingico (6 mm) ¢ 0,05 g de microparticulas de
PS (250 um). As culturas foram incubadas a 30 °C sob agitagdo a 150 rpm por 35 dias.
Amostragens foram realizadas nos dias 14, 21, 28 e 35. O grupo controle consistiu em cultivos

idénticos sem adicdo de microplasticos. Todos os ensaios foram conduzidos em triplicata.

3.6 Técnica de biodegradacdo: Analise de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)

A estrutura dos microplasticos de poliestireno submetidos aos ensaios de biodegradacéo
foi analisada por meio de espectrometria FTIR, usando espectrdmetro FT-IR Thermo Scientific
Nicolet 6700, no intervalo de frequéncia espectral de 4.000-450 cm -1. As andlises foram
realizadas no Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN), em Sdo Paulo. Os
microplasticos virgens e dos ensaios controles ausentes de inoculo também foram analisados e

utilizados como referéncia e comparativo de modificacdo estrutural.
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3.7 Protedmica

3.7.1 Preparacgdo das Amostras

Os extratos foram obtidos conforme protocolo adaptado de Grimsrud et al. (2012) Apds
o cultivo, as amostras foram submetidas a filtragdo a vacuo com papel filtro Whatman (45 um),
separando biomassa do sobrenadante (secretoma). A biomassa fungica foi transferida para
tubos cénicos estéreis contendo 1 mL de tamp&o Urea-Tris (8 M ureia, 40 mM Tris-HCI pH
8.0, 30 MM NaCl, 1 mM ortovanadato de s6dio, 1 mM CaCl, inibidores de protease e fosfatase
1x). A lise celular foi realizada por sonicacdo (Qsonica Q55) com amplitude de 50 Hz,
utilizando 15 pulsos de 3 segundos repetidos quatro vezes, mantendo-se as amostras em gelo.
Apos a lise, os homogenatos foram centrifugados a 14.000 rpm por 40 minutos a 4 °C, e 0s
sobrenadantes armazenados a -80 °C.

O sobrenadante (secretoma) foi concentrado utilizando membranas de ultrafiltracdo
(Amicon Ultra, Millipore, EUA) com ponto de corte de 10 kDa por centrifugagdo a 4.000 rpm
por 10 minutos a 4 °C. A fracdo retida (>10 kDa) foi lavada com 500 puL de tampao Urea-Tris
com inibidores, por centrifugagdo a 4.500 rpm por 20 minutos a 4 °C, sendo o concentrado final

armazenado a -80 °C.

Cem microgramas de proteina foram precipitados com acetona (4:1 v/v), incubados a -
20 °C por 2 horas e centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. O pellet proteico foi

ressuspenso em 20 puL de ureia 8 M.

3.7.2 Digestéo das Proteinas

As amostras foram diluidas com solug¢ao de ureia 8 M até concentragdo final de 4 M.
Ditiotreitol (DTT) foi adicionado até 5 mM e a mistura incubada a 65 °C por 60 minutos. Em
seguida, iodoacetamida (IAA) foi adicionado até¢ 15 mM, com incubagdo por 60 minutos a
temperatura ambiente, no escuro. O excesso de 1AA foi neutralizado com adi¢do de DTT até
concentracdo final de 10 mM. A digestao proteica foi realizada com tripsina (Promega,
Madison, WI, EUA) na proporcao 1:50 (enzima:proteina), durante a noite a 37 °C. As amostras
foram entdo acidificadas com acido férmico e dessalinizadas. O pH final foi ajustado entre 2 e
4 com TFA 50%, e os peptideos aplicados em colunas C18 (OASIS, Waters, UK). As colunas
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foram lavadas com solucdo de ACN 5% contendo TFA 0,1%, seguida de eluicdo com ACN
0,15%. O volume final foi reduzido para 5 pLL em centrifuga a vacuo, e as amostras armazenadas

a -80 °C até a analise.

3.7.3 Analise LC-MS/MS

As amostras de peptideos tripticos foram ressuspensas em 10 a 15 puL de acido formico
a 0,1% e o equivalente a 5ug de cada em e analisada da seguinte forma. Foi montado um
Sistema Automatizado Bésico UltiMate 3000 (Thermo Fisher®, Waltham, MA, EUA) e
conectado on-line a um espectrometro de massa Fusion Lumos Orbitrap (Thermo Fisher®) no
centro de espectrometria de massa RPTO2H/Instituto Carlos Chagas-Fiocruz, Parana. A mistura
de peptideos foi separada cromatograficamente em uma coluna (comprimento de 15 cm e
diametro interno de 75 pum), embalada in-house com resina ReproSil- Pur C18-AQ 3 pum (Dr.
Maisch GmbH HPLC) com uma taxa de fluxo de 250 nL/min de 5% a 38% de ACN em &cido
formico a 0,1% em um gradiente de 120 min. O Fusion Lumos Orbitrap foi colocado no modo
de aquisicdo dependente de dados (DDA) para alternar automaticamente entre aquisicdo de MS
de varredura completa e MS/MS com exclusdo dinamica de 60s. Varreduras de pesquisa (300-
1500 m/z) foram adquiridas no sistema Orbitrap com uma resolucdo de 120.000 em m/z 200.
Os ions mais intensos capturados em um tempo de ciclo de 2 s foram escolhidos, excluindo
aqueles gue estavam sem atribuicdo ou tinham estado de carga 1+. Os ions selecionados foram
entdo isolados em sequéncia e fragmentados usando HCD (dissociagéo colisional de energia
mais alta) com energia de colisdo normalizada de 30%. Os ions fragmentados foram analisados
com uma resolucdo de 50.000 em m/z 200. As condi¢des gerais de espectrometria de massa
foram as seguintes: voltagem de spray de 2,3 kV, sem fluxo de gas de suporte ou auxiliar,
temperatura do capilar aquecido de 175 °C, controle automatico de ganho (AGC) preditivo
ativado e um nivel de RF de lente S de 30%. As funcOes de varredura do espectrometro de
massa e 0s gradientes de solvente nLC foram regulados usando o sistema de dados Xcalibur
4.1 (Thermo Fisher®).
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3.7.4 Andlise de dados

3.7.4.1 Identificacdo de Proteinas e Quantificacdo relativa livre de marcacéo

Os arquivos de dados brutos (.raw) gerados pelo espectrdmetro de massas foram
analisados utilizando banco de dados do UNIPROT, com o auxilio do software PEAKS Studio
(versdo 8.5; Solucao de Bioinformatica, Waterloo, ON, Canada) (B. Ma et al., 2003; J. Zhang
et al., 2012). Os parametros de pesquisa utilizados foram: especificidade enzimatica: tripsina;
tolerancia a massa do precursor ajustada para £15 ppm e massa do ion de fragmentagédo
(tolerancia £0,5 Da); metionina oxidada (+15,99 Da) e acetilagdo (+42,01 Da) foram definidas
como modificag¢bes varidveis. A carbamidometilacdo (+57,02) também foi adicionada como
modificacdo fixa. Os peptideos identificados foram entédo classificados por sua confianca local
média para selecionar os melhores espectros para anotacao e filtrados por FDR <1%. Proteinas
enriquecidas do proteoma intracelular foram quantificadas de acordo com a &rea amostral, em
modo de quantificacdo livre de marcacdo e apresentadas em mapas de calor em mddulos

especificos do software PEAKS Studio.

3.7.4.2 Andlise Redes de interacdo proteina-proteina e vias bioquimicas

Para explorar a interacdo proteina-proteina dos dados obtidos a partir do proteoma
quantitativo do fungo filamentoso exposto ou ndo a presenca do microplastico, foi utilizado o
STRING (https://string-db.org). Para a rede de interacdo proteina-proteina, varias opcoes de
busca de proteina foram selecionadas para incluir e analisar as diferencas encontradas entre os
grupos controle e experimentais. Além disso, um limite rigoroso de alta confianca de 0,7 foi
aplicado nas categorias de pontuacdo minima de interacdo necessaria, a fim de selecionar

apenas a rede de interagdes significativas.

O STRING é um banco de dados de interagdes conhecidas e previstas entre proteinas.
As interagdes incluem associagOes diretas (fisicas) e associagGes indiretas (funcionais); elas
derivam de previsdes computacionais, da transferéncia de conhecimento entre organismos e de
interacdes agregadas de outros bancos de dados (primarios). As interagdes no STRING séo
derivadas de cinco fontes principais: previsdes de contexto gendmico, experimentos de
laboratorio de alto rendimento (Coexpressdo Conservada), mineragdo automatizada,
conhecimento anterior em bancos de dados e cobertura. O banco de dados STRING atualmente
abrange 67.592.464 proteinas de 14.094 organismos (Szklarczyk et al., 2023).
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4. Resultados

4.1 Caracterizacdo morfologica e molecular

A Figura 7, itens A e B mostram a macromorfologia e micromorfologia do crescimento
do isolado fungico AQ2A em PDA apds o cultivo por 7 dias a 30°C. Foram verificados alguns
aspectos morfoldgicos como pigmentacdo preta, borda branca, textura arenosa, relevo
apiculado. Os conidioforos com estruturas alongadas com paredes lisas e transllcidas, no
entanto, exibem uma coloragdo mais escura na area proxima a vesicula. As cabegas conidiais
assumem uma forma esférica e radiada, exibindo uma coloragdo negra, e sdo compostas por
fidlides bisseriadas (Bleichrodt et al., 2013; Martins et al., 2005).

A analise da amostra purificada por eletroforese em gel de agarose a 2% revelou a
deteccdo de fragmentos com tamanhos de aproximadamente 550 pares de bases (Figura 7, item
C). A concentragdo da amostra foi medida em 37,16 ng/uL, com uma pureza superior a 1,8,
indicando assim uma quantidade adequada para a proxima fase de sequenciamento. As
sequéncias dos fragmentos obtidas utilizando o primer forward ITS1F (5°-
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3) e 0 primer reverse ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) do DNA da linhagem isolada estdo demonstradas na
Figura 7, item D.
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D e

TAGGCTTOGTAGGTGACCTGCGGAGGATCATTACCCAGTGCGGATCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCATG
TCTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGEGGCCCGCCECTTGTCCGCCGCCCGECECEGCCCCCTTTGCCCCCCG
GGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAA
TCAGTTAAAACTTTCAACAATGCATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCAT
GCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTEGTTIGGGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGG
GACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACATGCTCT
GTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACGTTTTCCAACCATTTITTCOAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATA
CCCGCTGAACTTAAGCATATCAARGCGSGRRRRAA

ITS4
TGTGGGATCCTACTGATCCGAGGTCACCTGGAAAATGGTTGGAAAACGTCGGCAGGCGCCGGCCAATCCTA
CAGAGCATGTGACAAMGCCCCATACGCTCGACGATCGKACGCGGTGCCCCCCCTGCCTTTCGGCCCCGTC
CCCCCGCAGAGCGGCGACGGCCACCCAACACACAAGCCGGCCTTGAGCGCAGCAATGACGCTCGGACAG
GCATCGCCCCCCGCGAATACCACGCCCCGCAATCTGCCTTCAAAGACTCCATCGATTCACTCAATTCTGCAATTC
ACATTAGTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTAACT
GATTGCATTCAATCAACTCAGACTGCACGCTTTCAGACAGTGTTCGTGTTCGGGTCTCCGGCGGGCACGGG
CCCGCGCGCCAAAGGCGCCCCCCCCGCGGCCCACAAGCCGCGCGCCCGCCCAAGCAACAGGGTATAAT
AGACACGGATGGGAGGTTGGGCCCAAAGBACCCGCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGG
AAACCTTGTTACGACTTTTACTTCCTCTAAATGACCAAGA

Figura 7. Caracterizacdo morfoldgica e molecular do isolado fungico AQ2A. (A) Macromorfologia da
colénia em meio PDA apds 4 dias de cultivo a 30 °C. (B) Micromorfologia observada em microscopio
optico (aumento de 400x), evidenciando conidios, fialides, vesicula e conodioforo caracteristicos do
género Aspergillus representados respectivamente em 1, 2, 3 e 4. (C) Produto de amplificagdo em gel

de agarose 2% (linha 1). PM: padréo peso molecular de DNA.
A andlise das sequéncias no MycoBank, por meio de uma busca de alinhamento online,

permitiu a identificacdo a nivel de espécie. O resultado indicou uma porcentagem de identidade

de 100% para a espécie Aspergillus tubingensis (Figura 8).
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Sequence length: 623

imilarity: 5S¢

Figura 8. Resultado de analise comparativa realizada no MycoBank. Espécie Aspergillus tubingensis,

com primer Forward ITS1F.

4.2 Andlise do crescimento da biomassa durante o processo de biodegradacéo

O Ff AQ2A formou biomassa de tamanho e aparéncia variaveis, dependendo da
condicdo de cultivo, tanto na presenca MP de PS quanto no controle, conforme mostrado na
figura 9. Apos 14 dias de incubacao, foi observada uma forte associacdo entre as MPs e PS e a
biomassa fungica, a ponto de ndo conseguir observar MP no meio de cultura. Notavelmente, a
cultura fangica exibiu uma maior capacidade de crescimento quando exposta aos MPs de PS,
apresentando crescimento continuo até 28 dias, conforme mostrado na figura 10, atingindo um

peso maximo médio de 1,32 g.

Foram realizadas duas analises estatisticas, teste t para comparar as médias dos dois
grupos e regresséo linear do crescimento de biomassa. O valor de t foi - 0,215, sugerindo que a
diferenga entre as médias dos grupos é minima em termos de desvios padrdo. O valor p

associado foi 0,8436, maior que o limiar convencional de 0,05. Na analise de regressdo linear
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do crescimento de biomassa, O grupo MP apresentou uma pequena taxa de crescimento positiva
(0,0131), enquanto o grupo controle apresentou taxa de crescimento negativa (-0,0038). No
entanto, os valores p associados a essas taxas foram 0.2271 para o grupo MP e 0.7177 para o

grupo Controle, ambos superiores a 0.05.

Portanto, os resultados do teste t e da regressdo linear sugerem que ndo ha diferencas
estatisticamente significativas nas médias e nas taxas de crescimento de biomassa entre 0s

grupos MP e Controle.

Figura 9: Aparéncia macroscopica da biomassa de Aspergillus tubingensis durante o processo de
biodegradacédo do poliestireno (PS). (A1-D1) Amostras controle, cultivadas sem adicdo de
microplastico, correspondentes aos dias 14, 21, 28 e 35, respectivamente. (A2-D2) Amostras
experimentais, cultivadas na presenga de microplastico de PS, correspondentes aos mesmos periodos.
As imagens foram registradas em bancada por fotografia digital, evidenciando diferencas no

crescimento micelial e na interagdo do fungo com o substrato plastico.
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Figura 10: Peso médio da biomassa de Aspergillus tubingensis durante o ensaio de biodegradagéo de
MP de PS ao longo de 35 dias.

4.3 Analise do micropléastico de poliestireno por infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR)

Os espectros obtidos para a amostra controle apresentaram bandas caracteristicas do
poliestireno, com estiramentos C—H alifaticos na faixa de 3000 a 2800 cm™!, estiramentos C=C
do anel aromatico entre 1600 ¢ 1450 cm ™, ¢ deformacdes fora do plano da estrutura aromatica

na regido de 760 a 700 cm™', indicando a preservagao da integridade estrutural do polimero.

A partir do 14° dia de incubacdo, foi observada uma reducédo na intensidade de bandas
associadas as estruturas aromaticas (~1600, ~1490 ¢ ~760 cm™), o que sugere o inicio de
modificacdes superficiais na matriz do polimero. No 21° dia, identificou-se o surgimento de
uma banda em torno de 1700 cm™, atribuida a presenga de grupos carbonila (C=0), indicativo
de processos oxidativos atuando sobre a cadeia polimérica. No 28° dia, essa modificacdo
tornou-se mais evidente, acompanhada por um leve decréscimo nas bandas relacionadas ao

nacleo aromatico, reforcando o avango da oxidacéo.

As alteragOes espectrais mais significativas foram registradas no 35° dia, com
intensificacdo da banda em ~1700 cm™ e o aparecimento de uma nova banda em ~3400 cm™,
atribuida a presenca de grupos hidroxila (-OH). A introducdo desses grupos funcionais €
compativel com reacdes de oxidacdo ou hidrélise promovidas pela atividade fungica. Além
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disso, verificou-se uma atenuagdo expressiva das bandas entre 760 ¢ 700 cm™!, o que indica a

degradacéo da estrutura aromatica, um dos componentes estruturais centrais do PS (Figura 11).

Controle
Dia 14
Dia 21
Dia 28
Dia 35

110

100 ~

90 - I \ \3

80

Transmittance %

70

60

5000 ' 40l00 ' 3o|00 ' 20|00 l 10|00 ' 0
Wavenumber (cm™)
Figura 11: Espectros de FTIR do poliestireno (controle) e apds 14, 21, 28 e 35 dias de incubagdo com
Aspergillus tubingensis. As analises foram realizadas em espectrofotdmetro Thermo Scientific Nicolet
6700 no intervalo de 4000450 cm™. Destacam-se a formacao de novas bandas associadas a grupos

carbonila (~1700 cm™) e hidroxila (~3400 cm™), indicativas de oxidacdo da matriz polimérica.

4.4 Andlise do proteoma e quantificacdo relativa durante a exposicdo do fungo ao
microplastico

4.4.1 Tempo de exposicéo 14 dias

A anélise protedmica livre de marcacéo (label-free quantification), realizada no médulo
de quantificacdo do software PEAKS, comparou o perfil de expressao proteica entre 0 grupo
controle e o grupo experimental (Aspergillus tubingensis exposto a microplasticos por 14 dias).
Foram identificados 187 codigos de acesso proteico, correspondendo a 63 grupos de proteinas
diferencialmente expressos, dos quais 41 apresentaram regulacdo negativa e 22 positiva (Figura
12).
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Figura 12. Conjunto de proteinas diferencialmente expressas entre amostras controle e amostras
experimentais (fungo na presenca do micropléstico por 14 dias). Em A, mapa de calor e em B,

Volcano plot.

A analise de interacdo utilizando o banco de dados STRING resultou em uma rede
composta por 63 genes e 85 interacdes funcionais, em contraste com as 41 interacdes esperadas
para um conjunto aleatorio de proteinas com caracteristicas similares. O valor de p para o
enriquecimento da rede foi de 1,2 x 107, indicando um enriquecimento estatisticamente
significativo. Os trés principais grupamentos funcionais, categorizados com base na
organizacdo em mddulos (clusters), foram: a) 14 proteinas relacionadas ao alongamento
translacional, hidrdlise de GTP e & unido da subunidade ribossomal 60S; b) 5 proteinas
associadas a espécies reativas de oxigénio, peroxido de hidrogénio e atividade antioxidante; e
c) proteinas envolvidas no ciclo do acido citrico e na cadeia transportadora de elétrons (Figura
13).
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Figura 13. Rede de interacdo funcional e grupamentos modulares (clusters) no STRING no proteoma

intracelular de A. tubingensis apds 14 dias de exposi¢éo ao microplastico de poliestireno.

A categorizacdo funcional com base nos processos bioldgicos indicou a participacédo de

45 proteinas em processos metabolicos, dos quais 37 estdo relacionadas a metabolismo

primério, 11 ao metabolismo de carboidratos, 9 a processos de traducéo (incluindo 4 associados

ao alongamento translacional) e 4 com vias metabdlicas de espécies reativas de oxigénio (ROS)

(Figura 14, A). Quanto a fungdo molecular, 23 genes apresentaram atividade hidrolase, 10

relacionados a hidrdlise de compostos O-glicosilados, 7 a atividade peptidasica (incluindo 4

com atividade carboxipeptidase e 6 com atividade serina peptidase), além de 4 genes com

atividade antioxidante, 4 com atividade glucosidase e 3 com atividade catalase (Figura 14, B).

Em relagdo a componente celular, 20 genes foram classificados como extracelulares, 5
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associados ao ribossomo citosélico e 4 a subunidade ribossomal maior citosolica (Figura 14,
C).
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Figura 14. Categorizagdo funcional dos genes diferencialmente expressos segundo processos
bioldgicos, fungdo molecular e componente celular do proteoma intracelular de A. tubingensis apés 14
dias de exposicao ao microplastico de poliestireno.
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4.4.2 Tempo de exposicéo 21 dias

A anélise do proteoma intracelular de Aspergillus tubingensis apds 21 dias de incubacéo
com microplastico de poliestireno revelou alteracdes significativas no perfil de proteinas. A
partir do médulo de quantificacdo do software PEAKS, foram identificados 172 codigos de
acesso de proteinas, organizados em 55 grupos proteicos distintos. Dentre essas, 55 proteinas
apresentaram expressao diferencial, sendo 19 reguladas positivamente (up-reguladas) e 36

reguladas negativamente (down-reguladas).

¥0 gjdweg
g0 ajdweg

c0 aidwzg
90 Sdwes.

99 aiduieg
+0 9dwes

log2(ratio)

DABHISTBT 40

DATLIMS02 75

DABHATA39

DASWEAQQS

DATLOMXD? 70

DAGWEEMES °0

DATLANZZS

DA1LONIL2 85

JABHITIME

ABH3SK19

ABHIT2W1 -4.0 a0

ATLINIZS o

JABJADOES m Growp 1

ABH3SYT1

A1LONYDS Group 2

ABH3TS75

ATLINSYA 50 1

ABH3TEQ2

DATLONIXZ

HIXUS3
2

WBAIRS
LSNDD3
H3SVHE
LoN729
I

Significance

ABHIXTM 1

ASWEAIHD
SQAS

3
4

Al

A

A

AC

AC

AC

Al

AC

AC

Al

Al

Al

AL

AL

Al

Al

Al

Al

Al

Al

Al

Al

A

A
ADA1!
A

AC

Al
AQAS!
AC

AC
AOAB!
AL
AQAT
AOA
A

Al

Al

Al

Al

LIMYD4
NOR4.

OATLONLPE
DABHIXXBT 32

EEEEREEEER

DAISTLHGE

Figura 15. Conjunto de proteinas diferencialmente expressas entre amostras controle e amostras
experimentais (fungo na presenca do micropléastico por 21 dias). Em A, mapa de calor e em B,

Volcano plot.

A rede de interacdo proteina-proteina (PPI) construida com o programa STRING
apresentou 53 proteinas com 46 interagcGes observadas, em comparagdo com 28 interacGes
esperadas para um conjunto aleatdério com distribuicdo de grau semelhante. O valor de p para o
enriquecimento foi de 0,00151, indicando que a rede possui um numero de interacdes
significativamente maior do que o esperado por acaso. Esse resultado sugere uma possivel
conectividade funcional entre os componentes analisados. A partir da analise de agrupamentos

(clusters), destacaram-se dois principais grupos funcionais: um associado ao ribossomo
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citosolico (com 11 proteinas) e outro relacionado & degradacdo de glicosaminoglicanos e a
atividade de hidrolases pertencentes a familia 88 de glicosil hidrolases (com 4 proteinas).
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Figura 16. Rede de interacdo funcional e grupamentos modulares (clusters) no STRING no proteoma

intracelular de A. tubingensis apds 21 dias de exposi¢do ao microplastico de poliestireno.

A anélise de ontologia génica (GO), também realizada no STRING, apontou como
categorias predominantes nos seguintes dominios: Processos bioldgicos: 17 proteinas
envolvidas no processo metabolico de carboidratos; Funcdo molecular: 7 proteinas com
atividade estrutural, 6 com funcgdo de constituinte estrutural do ribossomo e 11 associadas a
atividade hidrolase, especialmente na hidrolise de compostos O-glicosilados; Componente

celular: 15 proteinas localizadas na regido extracelular e 7 relacionadas ao ribossomo.
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Figura 17. Categorizacdo funcional dos genes diferencialmente expressos segundo processos
bioldgicos, fungdo molecular e componente celular do proteoma intracelular de A. tubingensis apds 21

dias de exposicdo ao microplastico de poliestireno.

4.4.3 Tempo de exposicao 28 dias

A andlise protebmica do compartimento intracelular de Aspergillus tubingensis,

incubado por 28 dias na presenca de microplastico de poliestireno, foi conduzida por meio do
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maodulo de quantificacdo livre de marcagdo do software PEAKS, utilizando-se como referéncia
um grupo controle cultivado na auséncia de plastico. Foram identificados 167 codigos de acesso
de proteinas, agrupados em 78 grupos proteicos. A analise do mapa de calor revelou um total
de 78 proteinas diferencialmente expressas, sendo 76 delas reguladas negativamente e apenas

2 reguladas positivamente em resposta a exposi¢do ao poliestireno.
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Figura 18. Conjunto de proteinas diferencialmente expressas entre amostras controle e amostras
experimentais (fungo na presenca do microplastico por 28 dias). Em A, mapa de calor e em B,
Volcano plot.

A analise de interacOes proteina-proteina (PPI), realizada com base nos dados obtidos,
por meio da plataforma STRING, resultou em uma rede composta por 78 nds e 665 interacoes
(edges), superando significativamente o nimero de interacdes esperadas (409), com um valor
de enriquecimento altamente significativo (PPI enrichment p-value < 1,00E-16). A anélise de
clusterizacdo funcional indicou a formacdo de agrupamentos majoritariamente relacionados a
processos celulares fundamentais, destacando-se os seguintes médulos funcionais: tradugéo (33
proteinas), via das pentoses fosfato (17), regulacdo da dindmica de actina na formacdo do
“phagocytic cup” (8), remodelamento proteico (5), agrupamentos mistos incluindo complexo

de poro nuclear e dominios tipo citocromo c (3), além da biossintese de acetato (3).
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Figura 19. Rede de interagdo funcional e grupamentos modulares (clusters) no STRING no proteoma intracelular

de A. tubingensis ap6s 28 dias de exposi¢do ao microplastico de poliestireno.

A anotacdo funcional com base nos termos do Gene Ontology revelou 52 termos
associados a processos biolégicos, sendo 0s mais representativos: traducdo (20 proteinas),
processo biossintético de amidas (21), processo metabolico de peptideos (21), metabolismo
celular de amidas (22) e metabolismo de compostos organonitrogenados (25). Em relacéo a
funcdo molecular, foram identificados 17 termos, com destaque para constituinte estrutural do
ribossomo (16), atividade estrutural de moléculas (18), atividade relacionada a traducédo (4),
bem como elevada ocorréncia de proteinas com capacidade de ligagdo a compostos
heterociclicos e organicos ciclicos (42 proteinas em cada categoria). Quanto a classificacéo por
componente celular, foram observados 13 termos, com predominancia de ribossomos (16),
organelas intracelulares ndo delimitadas por membrana (26) e estruturas anatémicas

intracelulares (66).
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Figura 20. Categorizagdo funcional dos genes diferencialmente expressos segundo processos
bioldgicos, fungdo molecular e componente celular do proteoma intracelular de A. tubingensis apds 28
dias de exposicao ao microplastico de poliestireno.
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4.4.4 Tempo de exposicao 35 dias

A anédlise protedbmica do Aspergillus tubingensis apds 35 dias de incubagdo com
microplasticos de poliestireno, em comparacdo com o controle sem microplastico, foi realizada
utilizando o modulo de quantificacdo livre de marcacdo do software PEAKS. Foram
identificados 203 acessos de proteinas, distribuidos em 57 grupos distintos. Entre essas
proteinas, 56 foram reguladas positivamente e apenas 1 foi regulada negativamente na condicéo

com microplastico.
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Figura 21. Conjunto de proteinas diferencialmente expressas entre amostras controle e amostras
experimentais (fungo na presencga ou ndo do microplastico por 35 dias). Em A, mapa de calor e em B,

Volcano plot.

A analise de interacdo proteica (PPI) conduzida na plataforma STRING revelou uma
rede composta por 59 nés e 319 interacdes (edges), nUmero substancialmente superior ao
esperado (158 interacOes), indicando um valor de enriquecimento de PPl altamente
significativo (p < 1e-16). A analise de agrupamento (clusters) funcional evidenciou a presenga
de quatro principais conjuntos de proteinas: 17 associadas a hidrolise de GTP e a unido da
subunidade ribossomal 60S, 8 envolvidas no processo glicolitico, 6 relacionadas a organizagéo
do anel contratil actomiosina e 5 associadas a desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS).
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Figura 22. Rede de interacdo funcional e grupamentos modulares (clusters) no STRING no proteoma
intracelular de A. tubingensis apds 35 dias de exposicao ao microplastico de poliestireno.

A anélise dos termos de ontologia génica (Gene Ontology) revelou, no ambito de
processos biolégicos, a participacdo de proteinas em citocinese dependente do citoesqueleto (6
proteinas), processo metabdlico de ATP (6), dobramento de proteinas de novo (4), citocinese
mitética (4) e tradugdo (12). Em relagdo a funcdo molecular, foram identificadas proteinas
envolvidas na constituicdo estrutural de ribossomos (11), atividade estrutural molecular (12),
ligagdo a compostos heterociclicos (28) e ligacdo a trifosfatos de ribonucleosideos de purina

(14). No que se refere ao componente celular, observou-se enriquecimento em ribossomos
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citosolicos (9), organelas intracelulares ndo delimitadas por membrana (23), estruturas

anatémicas intracelulares (50) e elementos do citoesqueleto (9).
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Figura 23. Categorizagdo funcional dos genes diferencialmente expressos segundo processos
bioldgicos, funcdo molecular e componente celular do proteoma intracelular de A. tubingensis apds 35

dias de exposicdo ao microplastico de poliestireno.
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5. Discussao

A crescente preocupacdo com a poluicdo por microplasticos, especialmente o
poliestireno (PS), tem impulsionado a busca por solucBes biotecnoldgicas sustentaveis. Entre
0s organismos com potencial promissor para a biodegradacdo desses polimeros, destaca-se
Aspergillus tubingensis, um fungo filamentoso reconhecido por sua versatilidade enzimatica.
Neste estudo, investigamos as respostas fisioldgicas e moleculares de A. tubingensis, isolado
de sedimento de mangue, ao longo de 35 dias de exposicdo ao microplastico de PS, avaliando
as alteracOes no proteoma intracelular e os dados espectroscépicos obtidos por FTIR no material

polimérico exposto, como discutido a seguir.

A exposicdo de Aspergillus tubingensis a microplastico de poliestireno ao longo de 35
dias desencadeou respostas fisioldgicas e metabdlicas complexas, reveladas pela integragédo das
analises protedmicas intracelulares, ontologia genética (GO), espectroscopia FTIR e
monitoramento da biomassa fangica. A sequéncia temporal dessas respostas revela os

mecanismos moleculares e celulares que sustentam o potencial do fungo para biodegradar o PS.

Nos primeiros 14 dias de incubacdo, a ontologia funcional evidenciou forte
enriquecimento em “traducdo” e “alongamento translacional”, sugerindo um aumento
significativo na biossintese proteica, como estratégia inicial do fungo para enfrentar o estresse
imposto pelo contato com o PS. No grupo experimental destacaram-se as enzimas
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, oxidorredutase de cadeia curta e ATP-sintase,
sinalizando reorganizacdo metabodlica inicial. Lipases, esterases e peroxidases, enzimas
reconhecidas como catalisadoras da fragmentacéo oxidativa de PS (Chaudhary & Vijayakumar,
2020) também foram detectadas (Tabela 1). No controle, a expressdo manteve-se restrita a vias

de manutencéo basal.

Tabela 1: Principais proteinas/enzimas diferencialmente expressas por Aspergillus tubingensis

apos 14 dias de exposi¢ao ao poliestireno.

Proteina/enzima Funcéo principal Relevancia na biodegradacéo de PS
Gliceraldeido-3-fosfato Metabolismo Reorganizagdo energética inicial frente ao
desidrogenase glicolitico estresse do PS
Oxidorredutase de cadeia ~ Geracdo de metabolitos oxidativos
Reac0es redox i N .
curta associados a fragmentacao inicial
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Proteina/enzima Funcéo principal Relevancia na biodegradacéo de PS
ATP-sintase Produgéio de ATP Suporte energético para r~esposta ao
estresse e secrecao
Hidrolise de

Esterases/lipases Inicio da fragmentacdo da matriz do PS

ligacOes éster
Oxidacéo de Formacdo de grupos carbonila detectados
polimeros por FTIR

Peroxidases

Entre os dias 14 e 21, o perfil metabdlico sofreu alteracdes significantes. No grupo
experimental, processos biologicos relacionados ao metabolismo secundério, resposta ao
estresse oxidativo e detoxificagdo celular tornaram-se dominantes. Observou-se maior
expressdo de proteinas antioxidantes e redox, como superdxido dismutase, peroxirredoxina e
HSP70, além de transportadores ABC, sugerindo um mecanismo ativo de exportacdo de
metabolitos toxicos resultantes da fragmentacdo do PS (Tabela 2). Essa mudanca metabdlica
foi acompanhada pela intensificagdo no FTIR das bandas carbonilicas (~1715 cm™), tipicas da
oxidacdo avancada do polimero, o que corrobora relatos anteriores sobre biodegradacéo fungica
de PS por espécies de Aspergillus, como demonstrado por Chaudhary & Vijayakumar (2020).
No controle, prevaleceram proteinas de metabolismo energético basal, sem ativacao robusta de

vias redox.

Tabela 2: Principais proteinas/enzimas diferencialmente expressas por Aspergillus tubingensis

apos 21 dias de exposigao ao poliestireno.

| Proteina/lenzima |  Funcdo principal | Relevancia na biodegradagcéo de PS |
Superoxido dismutase o Neutralizagdo de ROS gerados pela
(SOD) Defesa antioxidante oxidacio do PS
Peroxirredoxina Redox/antioxidante Protegdo contra d:}nos oxidativos e
manutencéo celular
HSP70 (chaperona) Dobramento proteico Protegdo contra estresse oxidativo
causado pelo PS
Transportadores ABC Transporte ativo Exportagao (.je metabolitos toxicos
derivados do PS
Endo-poligalacturonases Degrada(;e}o de Sugerem potencial de acéo hidrolitica
polissacarideos adaptada ao PS

O periodo entre 21 e 28 dias marcou o pico de atividade metabdlica no grupo
experimental, evidenciado pela diversidade dos processos bioldgicos relacionados ao
catabolismo de compostos organicos e xenobidticos, e pela mobilizacdo energética

mitocondrial. Funcdes moleculares destacadas incluiram hidrolases (esterases e lipases),
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glutationa S-transferases, monooxigenases e oxidoredutases, sugerindo intensa fragmentagéo
do PS e geragdo de intermediérios potencialmente metabolizaveis (Tabela 3). Khan et al.,
(2017) mostraram, por meio de analises enzimaticas (atividade esterase/lipase), espectrometria
na regido do infravermelho acoplada a reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) e microscopia
eletronica de varredura (MEV), que A. tubingensis degrada poliéster-poliuretano e aumenta a
producdo de enzimas oxidativas, padrdo que converge com a resposta enzimatica observada
neste estudo. O reticulo endoplasmatico foi um dos compartimentos na classificacdo de
componente celular significativamente representado nesse periodo, sugerindo intensificacdo de
processos secretorios. Paralelamente, a forte alteracdo das bandas FTIR relacionadas a grupos
carbonila e hidroxila confirmou o aumento da hidrofilicidade e da biodegradabilidade
superficial do polimero. Em contrapartida, o grupo controle ndo apresentou mudancas
marcantes em relacdo a expressao de proteinas antioxidantes ou secretorias, reforcando que as

mudancas observadas eram especificas em resposta a exposi¢ao com PS.

Tabela 3 — Principais proteinas/enzimas diferencialmente expressas por Aspergillus tubingensis

apos 28 dias de exposigdo ao poliestireno.

\ Proteina/enzima H Func&o principal H Relevancia na biodegradacéo de PS \

Pico de atividade hidrolitica,
fragmentacdo do PS

Glutationa S- Detoxificacio Conjugacao de metabolitos toxicos
transferases (GSTSs) ¢ derivados do PS

Introdug&o de grupos hidroxila/carbonila

Esterases/lipases Hidrolise

Monooxigenases Oxidag&o enzimatica no PS (confirmado por FTIR)

Oxidoredutases Reac0es redox Intensificagdo d? 0>,<|fjagao da matriz
polimérica

Proteinas do RE Processamento/Secrec¢éo Indicam secrecao a tiva de enzimas
hidroliticas

No dia 35, observou-se uma diminuicéo na atividade metabdlica do grupo experimental,
com estabilizacdo de processos associados a homeostase redox e manutencao intracelular.
Entretanto, diferentemente dos periodos anteriores, enzimas essenciais a biodegradacao direta
do PS, como lipases e esterases, ndo foram detectadas com a mesma intensidade no grupo
experimental (Tabela 4). Curiosamente, no grupo controle, proteinas relacionadas ao estresse
celular permaneceram expressas até o final do cultivo. Esse contraste sugere que o fungo
exposto ao microplastico pode ter atenuado sua resposta ao estresse oxidativo, possivelmente
devido & adaptacdo ao microambiente criado pela presenca prolongada do PS. Uma

interpretacéo plausivel para esse fendmeno é que o estresse persistente observado no controle
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decorra do déficit nutricional inerente ao crescimento em meio minimo, mantendo ativo os
mecanismos de defesa metabdlica devido a auséncia de substratos suficientes. Em oposicéo, o
grupo experimental poderia ter reduzido sua resposta ao estresse por utilizar fragmentos gerados
da degradacdo parcial do PS como fonte alternativa de carbono, ou pela indugcéo de mecanismos
adaptativos antioxidantes que atenuaram a pressdo fisiologica. As bandas FTIR estabilizaram-
se neste periodo, indicando saturacdo dos sitios oxidaveis do PS.

Tabela 4: Principais proteinas/enzimas diferencialmente expressas por Aspergillus tubingensis
apos 35 dias de exposi¢do ao poliestireno.

| Proteina/enzima | [Funcéo principal| Relevancia na biodegradagéo de PS |
Catalases Antioxidante Manutenga}o do equilibrio redox
intracelular
| HSPs | Chaperonas | Estabilidade proteica em fase de adaptagio |
| Proteinas mitocondriais ||Energia/respiragéo| Suporte energético residual |
Auséncia relativa de i Sugere estabilizacdo do processo e redugéo
lipases/esterases da fragmentacédo ativa
| Proteinas de parede celular | Estruturais || Relacionadas & aderéncia do micélio ao PS |

Embora o ganho de biomassa ndo tenha diferido estatisticamente entre 0s grupos, a
aderéncia micelial ao PS, as alteragdes observadas no FTIR e a expressdo diferencial de
proteinas secretdrias sustentam a ocorréncia de biodegradacdo sem necessidade de grande
aumento de biomassa. Revisdes recentes indicam que a biodegradacdo fungica de plasticos
sintéticos nem sempre se traduz em aumentos expressivos de biomassa, ocorrendo, em geral,
uma resposta metabdlica especifica voltada a adaptacdo ao substrato xenobiotico (Srikanth et
al., 2022; Zeghal et al., 2021).

Diversos autores (Ekanayaka et al., 2025; Habib Ullah et al., 2025; Temporiti et al.,
2022) enfatizam que lipases, esterases, peroxidases, monooxigenases € a enzima acessoria
superoxido dismutase sdo centrais na degradacao fungica de polimeros sintéticos, corroborando
as enzimas detectadas entre os dias 14 e 28. A prevaléncia de proteinas ligadas ao reticulo
endoplasmatico e ao trafego vesicular reforca a necessidade de investigar o secretoma para

confirmar a exportacdo das hidrolases responsaveis pela degradacédo extracelular do PS.

Assim, A. tubingensis percorreu quatro estagios sucessivos: preparacdo biossintética
com defesa oxidativa leve; intensificacdo de vias redox e inicio da fragmentacdo; pico
hidrolitico e secre¢do enzimatica robusta; e fase de homeostase antioxidante. Esses achados

sugerem o potencial biotecnoldgico do fungo na mitigagdo de residuos de poliestireno e
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fundamentam a importancia de estudos mais longos, incluindo anélise do secretoma, para

elucidar plenamente os mecanismos extracelulares de mineralizagdo do PS.

6. Conclusao

Os resultados deste estudo demonstram que Aspergillus tubingensis é capaz de
desencadear uma resposta fisioldgica e protedbmica coordenada frente a exposicdo ao
poliestireno, ativando vias relacionadas a biossintese, detoxificacdo e degradacéo de substratos
recalcitrantes. As andlises por FTIR indicaram modificac@es estruturais no polimero ao longo
do cultivo, enquanto o perfil protedbmico revelou expressdo diferencial de enzimas como
oxidorredutases, peroxidases, lipases e transportadores ABC, especialmente nos grupos
expostos ao PS. A ontologia génica (GO) reforcou a atuacdo dessas proteinas em processos
bioldgicos associados a resposta ao estresse, metabolismo secundario e transporte de
metabolitos. Embora ndo tenha sido detectado aumento estatisticamente significativo na
biomassa, a associagéo fisica do micélio com o PS e a dindmica protedmica evidenciam um
processo de biofragmentacao ativo. Esses achados contribuem para o avan¢o do entendimento
sobre mecanismos fungicos de adaptacdo e degradacdo de microplasticos, abrindo caminho

para futuras aplicacGes biotecnoldgicas na mitigacdo da poluicdo por poliestireno.

7. Perspectivas Futuras

Embora este estudo tenha fornecido evidéncias importantes sobre as respostas
intracelulares de Aspergillus tubingensis frente a exposicao ao poliestireno, analises adicionais
sd0 necessarias para ampliar a compreensdo dos mecanismos de biodegradacdo. Em particular,
destaca-se a necessidade de investigar o proteoma extracelular (secretoma), uma vez que a
degradacdo de polimeros sintéticos envolve, em grande parte, a acdo de enzimas secretadas no
meio. A caracterizacdo dessas proteinas poderd complementar os achados obtidos neste
trabalho, permitindo identificar enzimas-chave envolvidas diretamente na oxidacéo,
fragmentacdo e metabolizacdo do poliestireno. Assim, estudos futuros que integrem analises
combinadas do proteoma intracelular e extracelular serdo fundamentais para elucidar de forma
mais completa os mecanismos biogquimicos e celulares que sustentam o potencial de A.
tubingensis como agente de biorremediacéo de microplasticos.
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