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MICROBIAL METABOLOMICS: INNOVATIONS AND APPLICATIONS. Over the past few years, metabolomics has been
employed in a broad range of applications in different research fields. Microbial metabolomics has been applied in several
microbiological areas, such as identification of microorganisms, cell mutations, functional gene approach, identification of unique
metabolic pathways and microbial engineering, leading to a better understanding of the global metabolism and metabolic regulation
of certain systems. Metabolites produced by microorganisms constitute a large promising group with diverse applications; however,
most of these systems are still unknown and underexplored. In this context, the overall analysis of metabolites involved in a biological
system can be used to discover potential biomarkers or specific metabolic changes due to a biological phenomenon studied. In
this sense, this review aims to understand the main challenges faced by each step of the workflow in the metabolic analysis of
microorganisms and how these difficulties have been overcome. A critical analysis of the articles published within the last five
years will be accomplished in this paper to understand how these studies have contributed to the microbial metabolomics research.
Moreover, major trends observed in this area will be highlighted here in order to guide readers interested in microbial metabolomics

in their future researches.
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INTRODUCAO

Ao longo dos tltimos anos, a metabolomica tem desempenhado um
papel essencial na pesquisa bésica para elucidar os efeitos ambientais, !
entender as fungdes dos genes,’ e a defini¢do dos processos celulares®
em busca de uma melhora na qualidade de vida humana. Ela pode
ser definida como a andlise abrangente (qualitativa e quantitativa) de
metabdlitos, tendo como objetivo principal reunir a maior quantidade
possivel de informacdes metabdlicas de um organismo ou sistema
bioldgico.** Na andlise metaboldmica o principal interesse estd nas
moléculas de baixa massa molar (< 1000 Da), que suportam fungdes
vitais e participam de reagdes metabdlicas, sendo essa informagao usada
para obter uma melhor compreensio das vias bioquimicas.®

Os metabdlitos sao classificados como produtos finais dos pro-
cessos celulares e seus niveis nos sistemas bioldgicos podem ser
considerados como a resposta final as mudangas genéticas, ambientais
ou decorrentes de alguma patologia e/ou tratamento.” Os principais
desafios na andlise quimica desses compostos estdo relacionados com
a complexidade quimica e a heterogeneidade, requerendo protocolos
especificos quanto ao preparo de amostras, decisdes sobre a técnica
de andlise mais adequada, assim como a estratégia mais eficiente de
processamento e interpretacdo dos dados analiticos.®

Quando se tratam de micro-organismos, os estudos no ambito
metabolomico tém contribuido para a descoberta de caminhos me-
tabdlicos dnicos e interagdes regulatdrias, sendo essas descobertas
extremamente Uteis para a compreensdo do metabolismo global das
células.> A metaboldmica microbiana tem sido aplicada em vérios
campos microbioldgicos, como identificacdo de micro-organismos, '
mutagdes celulares,!! pesquisa de genes funcionais'? e identifica¢do
de vias metabdlicas."® Quando comparada a outros estudos, a prin-
cipal desvantagem da metaboldmica de micro-organismos estd na
alta complexidade dos metabdlitos ainda pouco explorados e, em
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alguns casos, de dificil identificagdo. Além disso, a separagdo dos
metabolitos intracelulares e extracelulares em micro-organismos
ndo ¢ uma tarefa trivial.’

Apesar do avanco significativo em instrumentagao analitica e no
aumento do nimero de bancos de dados envolvendo metabdlitos mi-
crobianos, muitos desafios envolvidos em metaboldmica microbiana
ainda precisam ser superados. Dessa forma, este artigo de revisdo visa
compreender os principais desafios enfrentados por cada etapa do
fluxo de trabalho, e como essas dificuldades vém sendo contornadas
com base na literatura recente. Além disso, as principais tendéncias
observadas nessa drea serdo destacadas aqui, a fim de orientar os
leitores interessados em metaboldmica microbiana em suas futuras
pesquisas.

DEFINICOES EM METABOLOMICA

Usualmente, duas abordagens principais e complementares sao
usadas em investigacdes metabolomicas: perfil metabélico (do inglés,
metabolic profiling) e impressao digital metabdlica (do inglés, meta-
bolic fingerprinting. Além disso também sdo encontrados os termos
andlise alvo (do inglés, rargeted metabolomics) e andlise global (do
inglés, untargeted metabolomics), onde, a fim de padronizar as dis-
cussdes ao longo deste trabalho de revisio, essas serdo as abordagens
adotadas. A andlise alvo concentra-se na andlise de um grupo de me-
tabdlitos, seja esse grupo relacionado a uma via metabdlica especifica
ou a uma classe de compostos.'*!> Na maioria dos casos, a andlise
alvo € uma abordagem orientada por hipdteses, e ndo uma aborda-
gem para geracao de hipéteses. Dessa forma, métodos analiticos sdo
desenvolvidos visando a andlise de compostos especificos. Por outro
lado, os avangos tecnoldgicos nos ultimos anos t&ém impulsionado uma
expansdo na quantifica¢do simultinea de um amplo nimero de subs-
tancias.'®!” A abordagem global estd relacionada a anélise qualitativa
do maior niimero possivel de metabdlitos, pertencentes a diferentes
classes quimicas, encontrados em um determinado sistema biol6gico
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alvo e é geralmente utilizada como uma ferramenta de triagem para
discriminar amostras de diferentes estados bioldgicos ou origem.
Nesse tipo de abordagem, etapas de preparagcdo da amostra podem
ser simplificadas ou até mesmo eliminadas.'® A principal vantagem
da abordagem global em relacdo a abordagem direcionada € que
a primeira permite que novas dreas do metabolismo sejam identi-
ficadas.'*15!° Ainda, andlises do tipo exometaboldmica (do inglés,
footprinting) tém sido empregadas para se referir aos estudos dos
metabdlitos excretados por uma célula (metaboloma extracelular)
ou determinado sistema.'>!”

FLUXOGRAMA DE TRABALHO APLICADO A ANALISES
DE MICRO-ORGANISMOS

A metaboldmica microbiana tem se desenvolvido rapidamente nos
ultimos anos e esse desenvolvimento foi paralelizado e apoiado por
avancos importantes em instrumentacao analitica e tecnologias, em
particular métodos cromatograficos e de espectrometria de massas,
juntamente com novas e poderosas ferramentas computacionais.?*>
No desenvolvimento desses estudos, sejam eles globais ou alvo-
-orientados, recomenda-se seguir uma série de etapas, que estdo
apresentadas resumidamente na Figura 1. Tais abordagens podem ser
aplicadas em ambos os tipos de estudo, requerendo particularidades
experimentais inerentes ao tipo de aplicacao.

De forma geral, a sequéncia de trabalho constitui-se da etapa
de preparo de amostra, que envolve principalmente o quenching e a
extracdo de metabdlitos, andlise instrumental, processamento e andlise
dos dados. Para entender melhor cada uma dessas etapas aplicadas as
andlises de micro-organismos, elas serdo descritas individualmente
buscando exemplos de aplicacdes na drea microbioldgica, além de
considerar as devidas particularidades para cada abordagem quando
necessdrio.

A defini¢do do problema bioldgico a ser estudado € a primeira
etapa no desenvolvimento do estudo, para a determinagdo do tipo de
abordagem empregada (global ou alvo). Apds essa escolha, as etapas
de planejamento experimental e anélise quimica sio delineadas e o
experimento metaboldémico € conduzido.'3*2* A partir dai, segue-se
para o fluxograma de trabalho propriamente dito.

AMOSTRA

PREPARO DE
AMOSTRA
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Amostragem e preparo de amostras

Os procedimentos de amostragem e preparo de amostras sao
componentes vitais de qualquer estudo metaboldmico, pois os me-
tabolitos provenientes dos micro-organismos podem sofrer variagoes
metabdlicas rdpidas durante as etapas de preparo da amostra (geral-
mente em 1-2 s), por isso, € crucial que essa coleta e manipulacio
da amostra seja rapida.’ Além disso, outro passo importante € a
realizacdo do quenching metabdlico, que visa a interrupgao rapida
da atividade enzimdtica através do uso de solventes especificos e
baixa temperatura, buscando manter a célula ou o organismo intacto
em todos os momentos.’ A escolha do quenching adequado depende
principalmente do tipo de micro-organismo a ser investigado e, em
alguns casos, da adequagio para os metabdlitos de interesse.”

Como a maioria dos estudos de metabdlitos microbianos envolve
um procedimento de extracdio, em grande parte dos casos, o quenching
metabdlico € realizado simplesmente como a etapa de congelamento
da biomassa em baixas temperaturas e, em seguida, separada do
meio extracelular por centrifugagdo, seguindo-se para o passo de
lavagem.?! Para uma descri¢o vdlida do metaboloma intracelular
as etapas de lavagem e quenching metabdlico sdo cruciais. A lavagem
deve efetivamente remover os componentes do meio extracelular e
o quenching deve interromper as atividades metabdlicas dentro da
célula. Portanto, € importante avaliar a eficiéncia dos solventes tanto
na etapa de lavagem quanto na etapa do quenching.’

No procedimento de extragdo, a etapa de lavagem € uma pratica
comum para a remog¢do de metabdlitos encontrados no exterior da
célula.®® Em um estudo sobre pardmetros que afetam a detecgdo e
quantificac@o de classes de metabdlitos envolvidos na extragdo me-
tabolomica, os autores relataram que, além dos fatores temperatura
e pH, a lavagem ¢ uma pratica comum e de extrema importancia
na remog¢do de metabdlitos extracelulares, melhorando nesses ca-
sos a relagdo sinal-ruido.>* Os trabalhos realizados até o presente
momento tém descrito muito pouco sobre as etapas de quenching
e lavagem, sendo que muitas vezes ndo hd uma otimizagdo clara
desses procedimentos ou mesmo testes de controle para avaliar a
perda de metabdlitos pela auséncia ou realizacdo ndo significativa
desses procedimentos. Entretanto, a avaliagdo e otimizagdo dessas
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Figura 1. Fluxo de trabalho para abordagem metabolomica ndo direcionada. Adaptado de Khoomrung, et al. 2017.% Copyright 2017, com autoriza¢do da
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548 Belinato et al.

etapas poderiam aumentar a confiabilidade dos estudos metabolomi-
cos obtidos. Em alguns estudos, esse procedimento € realizado em
combinagio com a etapa de extracio, onde utilizam-se solventes ou
misturas de solventes & baixa temperatura no processo de extra¢ao.>>—
Além disso, mediante a importancia desse procedimento, em alguns
casos também sdo realizados testes com diferentes tipos de quenching
a fim de avaliar o melhor método a ser utilizado.

Um estudo de perfil metabdlico utilizando a levedura Pichia pas-
toris empregou diferentes metodologias de quenching, demonstrando,
assim, duas abordagens para metabdlitos extracelulares e intracelula-
res.* Na avalia¢do dos metabdlitos extracelulares, as amostras foram
rapidamente centrifugadas e decantadas antes de serem congeladas
em gelo seco. Com relacéo a avaliacdo dos metabdlitos intracelulares,
foi utilizado um procedimento de guenching total (células + meio
de cultura) com 60% de metanol aquoso e bicarbonato de amdnio
para interromper o metabolismo.* A mistura metanol-dgua a baixa
temperatura (aproximadamente -40 °C) é um dos procedimentos
mais relatados na literatura,* inclusive nos estudos lipidémicos,*+?
sendo aplicado também em estudos metabdlicos do fungo Fusarium
oxysporum,® e da bactéria Gluconacetobacter xylinus,* dentre ou-
tros.*#6 A mistura tem se apresentado extremamente eficiente nesses
estudos alcangando 6timos resultados, mas ainda vale ressaltar que os
experimentos simples de otimiza¢des podem viabilizar uma escolha
ainda mais confidvel do método empregado.

Ap6s o quenching metabdlico, frequentemente € realizada a sepa-
racdo dos metabdlitos extracelulares dos intracelulares, dependendo
da abordagem empregada.’! Para identificar e quantificar metabdlitos
intracelulares, € necessdrio extrair esses compostos do compartimento
intracelular protegido pela membrana celular. Isso € alcangado usando
solventes de extrag@o (organicos, inorganicos ndo aquosos ou uma
mistura dos dois), que tornam a membrana celular porosa ou per-
medvel, permitindo a penetracio dos solventes no meio intracelular

Quim. Nova

e uma maior recuperagdo desses metabdlitos intracelulares.*” Por
outro lado, os metabdlitos presentes no ambiente extracelular sdo
originalmente parte da composi¢do do meio de cultura, compostos
secretados pelas células ou produto das lises celulares e, por isso,
sdo mais facilmente extraidos.

A extracao dos metabdlitos € uma etapa de extrema importancia
na metabolomica microbiana, embora em alguns casos acabe sendo
negligenciada.” Em geral, a etapa de extracio é dependente da es-
tratégia do estudo metaboldmico empregado e do tipo de andlise.*
Para andlises ndo direcionadas, por exemplo, o objetivo € extrair o
maior nimero de metabdlitos de muitas classes quimicas de forma
quantitativa e ndo tendenciosa, com perdas minimas de metaboli-
tos. Portanto, as amostras sdo analisadas priorizando o preparo de
amostras minimo, como precipitagio de proteinas, remocdo de sais,
filtragdo e dilui¢do.!>*®

A avaliag@o global dos metabdlitos extracelulares geralmente
envolve somente etapas de extra¢do do meio extracelular e dilui¢des.
Para os metabdlitos intracelulares, usualmente sao empregados pro-
cedimentos preliminares que possibilitem a lise celular e em seguida
o uso de extragdes liquido-liquido a fim de minimizar a distingao de
classes quimicas para a anélise global*’ e, em alguns casos, utilizam-
-se etapas de agitagdo e centrifugacdo.®37°1-* Em geral, estudos
recentes t€m utilizado esse tipo de extracdo variando os solventes
empregados, dependendo principalmente do micro-organismo em
estudo. A Tabela 1 sumariza alguns dos principais estudos encontra-
dos em andlises metabolomicas de micro-organismos, destacando
os principais solventes e proporg¢des utilizadas, bem como outros
sistemas de extracao.

No que se refere aos sistemas extratores modernos, plataformas
microfluidicas foram empregados em andlises metaboldmicas de
micro-organismos a fim de miniaturizar as etapas de extragdo. O sis-
tema desenvolvido pelos autores® utiliza um sistema bifésico aberto

Tabela 1. Resumo de algumas aplicacdes e métodos recentes usados na andlise metaboldmica de micro-organismos

Micro-organismos Descricao Preparo de Amostra Andlises Metabolomicas Referéncia
. Avaliagdo das respostas em diferentes niveis de ~ .
Cunninghamella . Lo . . Extracdo com a mistura
. morfologia celular, bioquimica e fisioldgica de mi- oo LC-MS [55]
echinulata . VN P (Acetonitrila:Agua, 80:20)
Croorganismos em exposicao a compostos toxicos.
Informagdes para capturar o metabolismo ideal de
Bactérias anammox anamlhnf)x. C(.)IISO~1118. e acelerar o cultivo bacteriano Extragao comoMetanol a— LC-Orbitrap-MS [101]
ou a inicializagdo de reatores para tratamento de 80 °C
aguas residuais.
Os dados metabolomicos demonstraram que a
Metarhizium presenga de ametrina na cultura fingica induziu Extragdo com a mistura
brunneum estresse oxidativo e graves rupturas no metabolismo  (Acetonitrila:Agua 2:98 v/v) LE-MS e LC-MS/MS (137]
de carbono e nitrogénio.
O estudo descreve que, em resposta a temperatu-
ras frias, a Pseudomonas syringae PDD-32b-74 Extraciio com a mistura
Pseudomonas syringae demonstra inimeras modificagdes no seu metabo- ¢ LC-MS, LC-MS/MS e NMR [61]
. . ; . (H,0:MeOH:CH,CN, 1:2:2)
lismo a fim de neutralizar os impactos das baixas
temperaturas.
Escherichia coli Efeitos de meios de cultura pobres vs. meios com- Extraciio com a mistura
e Saccharomyces plexos nos perfis de metabdlitos de Escherichia coli §40 com £ GC-TOF-MS e LC-MS [41]
L. . (Acetonitrila:Agua-1:1)
cerevisiae e Saccharomyces cerevisiae.
Estudo metabolémico que fornece uma plataforma Extraciio lfauido-lauido com
Serratia sp. abrangente para caracterizar a diversidade micro- 20 1lq a GC-MS e LC-MS/MS [87]
. L ~ . . Acetato de Etila
biana e sua aplica¢@o na producdo de biomateriais.
Andlise metabdlica do desenvolvimento de biofilme
Aspergillus sp. fiingico e do mecanismo de deteccdo do quérumde  Extragdo com Metanol a frio '"H NMR [32]
acido araquidonico.
Este estudo demonstra que o dispositivo de co- . .
. P A Dispositivo de co-cultura
Cladosporium sp. cultura utilizado na metabolomica facilitariam a desenvolvido pelos autores
P P- investigacdo de interacdes mediadas quimicamente P UHPLC-ESI-HRMS [64]

Bacillus subtilis
pela natureza, bem como a descoberta de produtos

naturais.

seguido de extracao liquido-

liquido
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Tabela 1. Resumo de algumas aplicacdes e métodos recentes usados na analise metabolomica de micro-organismos (cont.)

Micro-organismos Descricao Preparo de Amostra Andlises Metabolomicas Referéncia

Este estudo representa uma adicdo significativa
ao corpo de trabalho demonstrando a existéncia e
Clostridium importancia de policetideos em anaerdbios, além
acetobutylicum da estratégia de manipulacdo do metabolismo
secundédrio de um organismo para melhorar car-
acteristicas relevantes nas aplicagdes industriais.

Extragdo liquido-liquido com
Acetato de Etila em pequena LC-HRMS [57]
escala

Este trabalho mensura e descreve a atividade in vivo

e estabilidade da ciclo-hexanona mono-oxigenase de U
Extragdo liquido-liquido com

Escherichia coli Acinetobacter sp. NCIMB 9871 (CHMO), modelo . R LC-MS/MS [98]
L . . diversas misturas de solventes
Baeyer — Villiger mono-oxigenase, no hospedeiro
recombinante Escherichia coli.
Estratégias de adaptagdo térmica da bactéria ex- Extragio com a mistura
Thermus filiformi tremgfila.The:’:nus filiformis baseada em andlises (MTBE:Metanol: Agua 3:1:1) GC-TOE-MS [60]
multi-6micas.’
Descoberta direcionada por estresse de um anti-
Streptomyces sp. bidtico critico produzido por Streptomyces sp. da  Extracdo liquido-liquido com LC-MS e 'H NMR [42]

fonte hidrotermal de Kueishantao através de uma Acetato de Etila
estratégia metabolomica integrada.

Este trabalho determinou se a comunicagao quimica
de R. solanacearum direciona a um desenvolvimento Extrag¢do com Acetonitrila MALDI-TOF [56]
simbidtico de consércios polimicrobianos.

R. solanacearum e
A. flavus to

Através da andlise de 370 extratos de Pseudomonas Extragio liquido-liquido (Ac-

Pseudomonas sp. associadas ao trigo, demonstrou-se o conhecimento . LC-MS/MS [36]
N etato de Etila:Metanol 1:1)
detalhado de dados metabolomicos complexos.
Extragdo utilizando plataforma
Aspergillus fumigatus, Demonstrar o potencial da classe de sistemas mi-  em microescala e solventes
P. aeruginosa e crofluidicos para estudar a comunicac@o entre os de alto ponto de ebuligdo LC-MS e LC-MS/MS [61]
R. solanacearum fungos e as bactérias. (cloroférmio, 1-pentanol e
Y-caprolactona)
Os resultados da metabolomica nao direcionada sug-
Candida albicans e eriram uma producdo significativa de componentes Extragdo liquido-liquido GC-Orbitra (58]
Staphylococcus aureus de biossintese de parede celular e o consumo de  (CHCI;:MeOH:H,O 1:3:1) P
aminodcidos essenciais.
Perfil metabdlico associado a rede metabdlica - .
Gluconacetobacter . Extragdo com a mistura de
. demonstrando diferencas em Gluconacetobacter GC-MS [50]
xylinus . 2. . solventes (Metanol:H,O 2:1)
xylinus de culturas estdticas e agitadas.
Avaliagdo do perfil metabdlico de Burkholderia ~ .
Burkholderia pseudomallei para identificacdo de biomarcadores Extracdo com a mistura de
. . . K . R solventes (H,O:Metanol: ACN LC-MS e LC-MS/MS [67]
pseudomallei especificos, incluindo o 4-metil-5-tiazoleetanol e 1:2:2)
uma via dnica de degradacdo da tiamina. -
Este estudo mostra que a plataforma metabolomica - .
h Extra¢do com a mistura de
baseada em UHPLC-MS € uma ferramenta prom- .
. . .. solventes (100% MeOH a frio,
Campylobacter jejuni  issora e valiosa para gerar novos insights sobre o LC-MS [43]

MeOH/Cloroférmio; 2:1, e

mecanismo resistente a medicamentos de Campy- ACN/H,O: 50:50)
2 .

lobacter jejuni.

Estudo dos genomas das espécies de Lysobacter
em combinacdo com seu perfil metabdlico, for-
Lysobacter sp. nece novos insights sobre o potencial gendmico e Micro-organismo intacto MALDI-Imageamento [111]
metabdlico desse género bacteriano pouco estudado
e versdtil.

Estudo de metabdlitos secunddrio bacteriano
Salinispora arenicola  marinho e produ¢ao de antibidticos em Salinispora
arenicola.

Extragdo liquido-liquido com

Acetato de etila UHPLCQTOF-MS [68]

Classificacdo quimiotaxondmica baseada em me-
Streptomyces spp. tabolomica de Streptomyces spp. e sua correlagdo Extragdo com Metanol
com atividade antibacteriana.

UHPLC-QTOF-MS e LC-ESI-

MS/MS 53]

Possiveis marcadores para o crescimento de P. pu-
tida, com e sem exposicdo ao Fe solido e solivel,
foram identificados a partir de diversas classes
quimicas de metabdlitos incluindo nucleobases, nu-
cleosideos, dipeptideos, tripeptideos, aminodcidos,
acidos graxos, acucares e fosfolipidios. .

Pseudomonas putida Extragdo com Metanol LC-QTOF-MS [136]

Determinagéo de alteragdes metabélicas associadas  Otimizagéo utilizando diferen-

. - LC-MS e GC-MS [51]
ao crescimento. tes propor¢des de solventes

Mpycobacterium spp.
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Tabela 1. Resumo de algumas aplicacdes e métodos recentes usados na andlise metaboldmica de micro-organismos (cont.)
Micro-organismos Descricio Preparo de Amostra Andlises Metabolomicas Referéncia
Anélise metabolomica e transcriptomica da resposta Extracdo com a mistura
Xanthomonas oryzae  do arroz ao microrganismo bacteriano Xanthomonas (Agua:Acetonitrila:Isopropanol, GC-TOF-MS e LC-TOF-MS
oryzae. 2:3:3)
Pseudomonas
aeruginosa,
Burkholderia
cenocepacia,
nfenas renciar bactéins usociudas o infecsone pumo. 15 SPME -S030 um GCXGCTOF MS 61
ae S ass S & §oes p DVB/CAR/PDMS
Stenotrophomonas nares.>>%
maltophilia,
Streptococcus
pneumoniae e
Streptococcus milleri
Identificagdo de biomarcadores especificos para a
. resposta de hipdxia fiingica e o estabelecimento do HS-SPME - 50/30 um X :
A. fumigatus método de diagndstico de aspergilose invasiva por DVB/CAR/PDMS GEXGC-TOF-MS [62]
respiragdo.”®
Identificacdo de compostos volateis produzidos
. . pela bactéria Gram-negativa patogénica Klebsiella HS-SPME - 50/30 um X .
Kiebsiella pneumoniae . onige (ATCC 13883) durante o crescimento DVB/CAR/PDMS GCXGC-TOE-MS (721
in vitro.
. Avaliagdo da influéncia da composicdo de dguas
M. parvicella S (. 7 SPME - 100 um PDMS GCxGC-Q-MS [63]
residudrias em bactérias filamentosas.’
Investigag@o do efeito do 6leo de cravo e seus
E. coli principais constituintes como agentes bactericidas HS-SPME - 50/30 um GCxGC-TOF-MS e [75]
’ no perfil metabélico global da bactéria E. coli por DVB/CAR/PDMS UHPLC-MS
meio de alteracdes metabdlicas.
o Caracterizacdo das moléculas voldteis produzidas HS-SPME - 50/30 um
C. difficile por uma cepa epidémica de C. difficile. DVB/CAR/PDMS GOXGC-TOF-MS (76]
Investigagdo do perfil metabdlico para determinar
as alteracdes que ocorreram durante a deterioracido
L. buchneri do pepino fermentado anaerdbio por L. buchneri HS-SPME - 50/30 im GCxGC-TOF-MS [74]
~ . ~ DVB/CAR/PDMS
LA1147 e durante a reproducdo da deterioragdo
com microbiota natural.
. Determinacdo dos metabdlitos voldteis de fungos HS-SPME - 50/30 um
Memnoniella sp. saprotréficos. DVB/CAR/PDMS GOGE-Q-MS (72]
Avaliacdo de diferentes metabdlitos volateis de
Saccharomyces .. L HS-SPME - 50/30 um
cerevisiae Saccharomyces cerevisiae e a variabilidade entre DVB/CAR/PDMS GCxGC-TOF-MS [77]
as cepas.
. P S . HS-SPME - 85 mm (PA),
Micro-organismos Triagem do nivel de contamina¢@o microbiana e 100 mm (PDMS), 65 mm
acrébicos zia;)l ;r;lscséfzszi: ngraos de café usando compostos (PDMS/DVB) and 50/30 mm GCxGC-TOF-MS [64]
B : (DVB/CAR/PDMS)
. Identificagdio de “impressdes digitais” metabdlicas
Acinetobacter spp. volateis especificas de patdgenos para a rdpida
coagulase-negative identificacdo de organismos causadores de doencas, HS-SPME - 50/30 im GCxGC-TOF-MS [65]

Staphylococcus, e
Proteus mirabilis

diretamente de bioespécies de pacientes ex vivo ou
de culturas in vitro.>

DVB/CAR/PDMS

em que o solvente organico € guiado sobre um ambiente de cultura
microbiana, permitindo a extragio integrada e passiva de metabdlitos.
O dispositivo foi aplicado em andlises de metabdlitos provenientes
de diversos fungos e bactérias, possibilitando também a avaliacio
de co-culturas. Esse tipo de abordagem para extragdo de metabdlitos
miniaturizada parece ser uma tendéncia na drea, uma vez que facilita
a exploragdo de microambientes de cultura e possibilita a utilizacio
de solventes organicos incomuns para o isolamento de metabdlitos o
que vem a ser uma grande vantagem quando comparado aos métodos
classicos de extragdo liquido-liquido.*

Nas andlises alvo-orientadas, a extracio deve favorecer a recu-
peragdo quantitativa das espécies quimicas de interesse e a remo-
cdo dos interferentes, assim, classes especificas de compostos de

interesse sdo selecionadas, por isso, € extremamente dificil adotar
uma metodologia universal. Dessa forma, os procedimentos empre-
gados nas extracdes em micro-organismos envolvem diversas etapas
como extragdes sequenciais com diferentes solventes, centrifugag@o,
evaporagdo, filtracdo e até mesmo etapas utilizando cartuchos de
extragdo em fase solida.?64343-% Para tanto, procedimentos de extra-
¢30 mais complexos sdo empregados, envolvendo principalmente
etapas de extragdo liquido-liquido e extracdo em fase s6lida (SPE,
do inglés solid phase extraction). Estudos recentes comprovaram a
eficdcia na utilizagdo da mistura ternaria (H,0:MeOH:CH,CN) na
extragdo de metabdlitos de Pseudomonas syringae com o objetivo
de avaliar sua resposta a adaptagdo de ambientes em diferentes
temperaturas.®'®2
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Ao se tratar de metabdlitos voldteis, a principal técnica utilizada
nos estudos metaboldmicos € a microextracdo em fase sélida (SPME,
do inglés solid phase microextraction). Uma grande vantagem da
utilizagdo da técnica de SPME nesses estudos € a possibilidade da
realizagdo da andlise in vivo.®® Estudos recentes demonstram o poder
da ferramenta de SPME ao extrair um grande niimero de compostos
organicos volateis.® Esses estudos tém sido aplicados nos mais
diferentes géneros de micro-organismos, tais como Lactobacillus bu-
chneri,” E. coli,”* Clostridium difficile,”* S. cerevisae,” dentre outros.

Utilizando a técnica de SPME, Mousavi e colaboradores avaliaram
o perfil metabdlico de E. coli, incluindo 500 metabdlitos identificados
por LC-MS e 789 componentes detectados por GCxGC-TOF-MS.
Dos metabdlitos detectados pela plataforma de GCxGC-TOF-MS,
125 foram identificados como metabdlitos desregulados, revelando
mudancas no metaboloma provocadas pela atividade antibacteriana do
6leo de cravo e, em particular, o seu principal constituinte, o eugenol.
A avaliacdo dos metabdlitos volateis por SPME foi extremamente
eficaz e demonstrou que a variacdo nos metabdlitos frente ao trata-
mento empregado foi facilmente detectada.”

A padronizagdo de protocolos analiticos e métodos de extracio
¢ um dos tépicos mais discutidos entre os membros da comunidade
interessada nos estudos metabolomicos. Tais discussdes convergem
quanto a inexisténcia de uma técnica analitica ou método de extra-
¢do universal para determinacio abrangente dos metabdlitos de um
sistema biolégico. Dessa forma, ¢ importante compreender que a
combinagdo de diferentes técnicas de andlise e extragdo poderdo
ampliar o nimero de metabdlitos extraidos, mas a padronizag¢do
desses métodos se faz necessdria, a fim de obter perfis de metabdlitos
intracelulares globais e mais precisos e, consequentemente, obter uma
interpretagdo bioldgica mais precisa dos dados metaboldémicos.!>?
Além disso, a utilizagdo de técnicas miniaturizadas também tem sido
um grande atrativo no preparo de amostras em andlises metabolomicas
e o crescente emprego dessas ferramentas também proporcionou a
aplicagdo dessas em micro-organismos.’*” Qutros tipos de extragdo
e procedimentos mais detalhados podem ser encontrados em artigos
de revisdo que tratam especificamente dessa etapa.>"®

Ferramentas Analiticas Aplicadas a Analises metabolomicas

Apesar dos grandes avancos em instrumentacdo analitica ao longo
dos ultimos anos, um desafio ainda enfrentado pela metabolomica
microbiana € a cobertura de todos 0s compostos por uma tnica técnica
analitica.” O perfil global de metabdlitos requer técnicas analiticas
capazes de medir uma variedade de classes quimicas de moléculas
em amostras bioldgicas, potencialmente existentes em uma ampla
gama de concentracoes.’

Por conseguinte, a andlise eficaz € atingida através da combinacao
de diferentes ferramentas analiticas para obter a maior informagao
possivel sobre o perfil de metabdlitos de uma populagdo de células
ou organismo.” Dentro de metabolomica de micro-organismos as
principais técnicas analiticas empregadas sdo a NMR, GC-MS (do
inglés, Gas Chromatography-Mass Spectrometry) e LC-MS (do
inglés, Liquid Chromatography-Mass Spectrometry), sendo as prin-
cipais aplicagoes dessas técnicas destacadas a seguir.

GC-MS

A GC-MS € uma técnica de andlise muito utilizada em estudos
metaboldmicos, em que vdrias centenas de compostos podem ser
analisados simultaneamente, incluindo 4cidos orgédnicos, aminoa-
cidos, acucares, dlcoois, aminas aromdticas, dcidos graxos, dentre
outros, onde em alguns casos a derivatiza¢do € necessdria.>'* Uma
grande vantagem para a aplicacdo em estudos metabolomicos € a dis-
ponibilidade de bibliotecas espectrais em GC-MS. Essas bibliotecas
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oferecem 6timas possibilidades para a identificagdo de biomarcadores
desconhecidos.”” Além disso, a andlise de compostos voldteis por
headspace vem sendo bastante empregada para acessar a por¢ao
voldtil do metaboloma, possibilitando até mesmo estudos in vivo.%78

Contudo, o grande limitante na andlise metabolomica utilizando
GC-MS € a volatilidade dos compostos, pois grande parte dos me-
tabolitos que compdem o metaboloma requerem derivatizagdo para
que se tornem voldteis nas temperaturas de trabalho do cromatégrafo
a gds.” As variagdes nos experimentos de derivatizacio e formagao
de compostos indesejados sdo duas questdes fundamentais que
podem influenciar diretamente a andlise. Dessa forma, métodos de
derivatizagao reprodutiveis e eficientes sdo elementos essenciais para
andlises utilizando GC-MS.”

As reagdes de derivatiza¢do permitiram andlises de dcidos gra-
x0s e outros lipidios em micro-organismos.” Andlises de perfis de
fosfolipidios de Penicillium chrysogenum foram empregadas para
avaliar essa variacdo em diferentes condi¢des de cultivo do micro-
-organismo.* A GC-MS também foi empregada na andlise de dcidos
graxos submetidos a derivatizagdo®'** tanto para avaliacGes de perfil
lipidico®#? quanto para identificagdes especificas.?*%’

O estudo da produg@o metabdlica em diferentes meios de
cultura foi realizado para os micro-organismos Escherichia coli
e Saccharomyces cerevisiae onde GC-TOF-MS (do inglés, Gas
Chromatography - Time of Flight Mass Spectrometry) foi utilizada na
identificagdo e quantificacdo dos metabdlitos intracelulares.* Além da
utilizagdio da abordagem alvo-orientada *® em GC-MS, as abordagens
globais também tém sido empregadas em andlises de diversos micro-
-organismos.*#44652 Um estudo realizado com as cepas de Candida
albicans e Staphylococcus aureus buscou avaliar o perfil global dos
metabolitos intracelulares e extracelulares dos micro-organismos uti-
lizando para tal analise um GC-Orbitrap-MS.% Tanto o GC-TOF-MS
quanto o GC-Orbitrap-MS sido sistemas que possuem analisadores
de massas de alta resolu¢@o, permitindo assim a obtenc¢ao de massa
exata e possibilidade de identificagdo ainda mais confidvel para esses
metabdlitos, o que vem a ser um grande atrativo.

Como ja explicitado, a utilizagdo de uma tnica plataforma para
investigagcdo metabolomica acaba limitando o niimero de metabdlitos
alcancados e a distinc@o entre classes quimicas. Por isso, tem se tornado
cada vez mais comum observar estudos nos quais diferentes abordagens
sdo empregadas, principalmente técnicas cromatograficas como GC-
MS e LC-MS. 4888 A avaliagdo do exometaboloma de Saccharomyces
cerevisiae utilizando ambas as plataformas permitiram uma investiga-
¢do ampla do perfil metabélico no processo fermentativo da levedura
correlacionando os metabdlitos identificados com as diferentes vias
bioquimicas das células do micro-organismo,* observando dessa forma,
mudancas metabdlicas e fisioldgicas em resposta a hipdxia.

Diante da alta complexidade da amostra e do grande nimero
de metabdlitos presentes em micro-organismos, a cromatografia
gasosa bidimensional abrangente (GCxGC) vem sendo utilizada
como alternativa a GC-MS tradicional. As vantagens da abordagem
por GCxGC sdo as superiores sensibilidade analitica e capacidade
de pico.”*! Estudos avaliando o metaboloma voldtil de Klebsiella
pneumoniae®°* e outros micro-organismos®*’*% t¢m expandido
horizontes na exploracdo de compostos voldteis provenientes de
micro-organismos antes nao observados nas técnicas unidimensionais.
Diversos estudos envolvendo a GCxGC tém sido empregados tanto
na andlise alvo quanto ndo alvo. Na Tabela 1 € possivel encontrar
diversas aplicacdes utilizando essa técnica, principalmente quando
associada a SPME.

LC-MS
A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de mas-
sas (LC-MS) tornou-se uma importante ferramenta analitica em
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metaboldmica, e também foi aplicada em estudos sobre muitos
sistemas bioldgicos.?>** A LC-MS € sem duvida a plataforma mais
adequada para a andlise de compostos polares e ndo polares pouco
voldteis, nos quais ndo ¢ vidvel uma reacio de derivatizacdo.’ E
uma técnica analitica que apresenta alta robustez, sensibilidade e
seletividade.'®

Diversas opcdes sdo disponiveis para fontes de ionizacéo e ana-
lisadores de massas em sistemas LC-MS possibilitando a realizacio
tanto de andlises alvo como abordagens globais, o que faz da LC-MS
um grande atrativo para os estudos microbioldgicos. A LC-MS per-
mite portanto, a possibilidade de realizar tanto andlises qualitativas
quanto andlises quantitativas, fornecendo informagdes estruturais
a partir de dados MS/MS, e quantifica¢des simultaneamente sem a
necessidade de altas resolugdes cromatograficas. Nas duas dltimas
décadas, vdrias plataformas LC-MS foram utilizadas com sucesso
na andlise metabolomica, sendo aplicadas a diversas matrizes micro-
bioldgicas.”* O modo de monitoramento de reagdes selecionadas
(SRM, do inglés Selected Reaction Monitoring) em LC-MS/MS
usando um analisador triplo quadrupolo também tem sido aplicada
principalmente na identificacdo e quantificac@o de lipidios e outros
metabdlitos. 379

As aplicagdes para LC-MS dentro do contexto da andlise me-
tabolomica de micro-organismos sdo bastante amplas, e a grande
quantidade de informacao gerada acaba tornando o uso de ferramentas
de andlises de dados essenciais nesses estudos.**¢+*>1% Uma abor-
dagem recente que também tem ganhado espaco dentro das andlises
metabolomicas € a associacdo da espectrometria de massas com a
técnica de mobilidade i6nica UHPLC-TWIM-MS (do inglés, Ultra
High Performance Liquid Chromatography combined with Traveling
Wave Ion Mobility Mass Spectrometry). Essa abordagem tem sido
empregada com sucesso para aumentar a capacidade de sinais e
possibilitar a separacdo de espécies isoméricas.”*!112 Ag producoes
de metabdlitos e lipidios foram monitoradas em linhagens intactas e
geneticamente modificadas de C. reinhardtii, com comprometimen-
to da via de amido. Os lipidios, tais como triacilgliceréis (TAG) e
diacilgliceril-N, N, N-trimetil-homosserina (DGTS), foram avaliados
ao longo do tempo sob diferentes condi¢des de luz. Mais de 200
metabdlitos, tais como arginina, cisteina, serina, palmitato, clorofila
a, clorofila b, etc., foram detectados,'”! demonstrando que a técnica
empregada foi extremamente eficiente na identificagdo de metabdlitos
de diferentes caracteristicas quimicas.

Uma aplicacio da LC-MS recente e bastante interessante foi a
utiliza¢@o de metabdlitos secunddrios de Streptomyces (8 espécies,
14 cepas) para classificagdo quimiotaxondmica. Assim, esse estudo
demonstrou que esse tipo de classificacdo baseada em metabdlitos
¢ uma ferramenta eficaz para distinguir Streptomyces spp. e para
determinar os metabdlitos especificos da espécie.*’ Além das and-
lises exploratdrias, estudos especificos para a descoberta de novas
classes de compostos, como antibidticos produzidos a partir de
micro-organismos também tém sido desenvolvidos, sendo que a
LC-MS ¢ amplamente empregada na caracterizagdo desses novos
compostos.'®1% E evidente que a LC-MS € a plataforma mais em-
pregada em estudos metabolomicos em geral, contudo, devido a alta
complexidade dessas amostras a cromatografia liquida bidimensional
(LCxLC) também tém ganhado destaque nos estudos metaboldmicos.
Apesar de ainda ser pouco popular, a LCXLC compreende vantagens
similares a GCxGC e possibilita ampliar ainda mais a quantidade de
metabdlitos investigados simultaneamente, buscando conhecer de
forma detalhada esses sistemas e suas possiveis variagdes.

Imageamento por MS
Dentre outras técnicas baseadas em MS, a ionizag@o e dessorcio
a laser assistida por matriz (MALDI, do inglés matrix-assisted laser
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desorption/ionization) também tem sido usada nos estudos metabo-
licos de diferentes cepas de micro-organismos.®” Além das diversas
aplicagdes em estudos metabélicos gerais,* 710197 yale destacar a
utilizagdo de MALDI na andlise de impressdes digitais lipidicas de
virus intactos'® e também em aplicacoes de imageamento.?*!” O
imageamento por espectrometria de massas (MSI, do inglés Mass
Spectrometry Imaging) permite o estudo da distribui¢do espacial de
pequenas moléculas em amostras bioldgicas.!'” Essa metodologia
foi introduzida em 1997 por Caprioli e colaboradores, e aplicada
principalmente na superficie de tecidos biol6gicos intactos para
criar imagens 2D com base na distribui¢do espacial de peptideos e
proteinas.'!!

Essa técnica tem sido expandida e utilizada no estudo espacial de
metabdlitos e lipidios em diferentes matrizes bioldgicas, andlise de
produtos naturais microbianos,'* interagdes microbianas entre cultu-
ras mistas''* e caracterizagdo metabdlica de micro-organismos.''>!"¢ A
técnica de imageamento por MALDI-TOF por exemplo, foi utilizada
afim de caracterizar a distribuicdo espacial de metabdlitos produzidos
por cianobactérias de diferentes complexidades. Uma série de metab6-
litos produzidos pelas cianobactérias Lyngbya majuscula, Oscilatoria
nigro-viridis, Lyngbya bouillonii e uma espécie Phormidium, mesmo
quando estavam presentes como misturas, foram identificados. Além
da jamaicamida B, um produto natural conhecido da cianobactéria
Lyngbya majuscula JHB, um grande ntiimero de fons desconhecidos
localizados nas diferentes cianobactérias foi detectado, possibilitando
a explorag@o de novos metabdlitos nos organismos investigados.

Em uma abordagem recente sobre o perfil metabdlico de dife-
rentes cepas de Lysobacter, relatou-se a aplicagdo de MALDI-MSI
em complemento as andlises do genoma in silico frente ao estudo
das interagdes entre Lysobacter e Rhizoctonia solani, sendo esse
ultimo uma espécie de patégeno flingico economicamente impor-
tante. Através da técnica de imageamento, foi possivel identificar os
compostos bioativos bem como os padrdes de distribui¢do espacial
desses compostos na interagdo entre os dois micro-organismos.’
Dessa forma, € possivel perceber que a técnica de MALDI-MSI tem
sido empregada na metabolomica microbiana, e apesar de algumas
limitacoes referentes as condi¢des experimentais imposta pela técnica,
essa ainda tem demonstrado excelentes resultados principalmente na
identificagdo de micro-organismos e também em promover diversi-
dade quimica.

O avanco das técnicas de imageamento por espectrometria de
massas de alta resolugdo também viabilizou a possibilidade de
informagdes detalhadas e elementares em sistemas microbianos
possibilitando o monitoramento no invasivo e in situ dessas comu-
nidades.'"!"® As técnicas de ionizagdo ambiente em imageamento
por espectrometria de massas t&ém sido uma escolha popular para
apresentar a distribuicao espacial de moléculas in situ devido a pouca
ou nenhuma preparagdo de amostra e sem interferéncia de matriz,
onde a ionizagdo de dessor¢@o por electrospray (DESI, do inglés
Desorption Electrospray lonization) é o sistema mais utilizado.'*1?
Vale destacar o desenvolvimento e adaptacdo de outras fontes de ioni-
zacdo que permitam andlises in sifu como a ionizagao por eletrospray
com ablagdo a laser (LAESI, do inglés Laser Ablation Electrospray
lonization), andlise direta em tempo real (DART, do inglés Direct
Analysis in Real Time), além dos grandes avangos tecnoldégicos que
permitiram a realizag¢do de imageamento por MS, de modo que fosse
possivel visualizar metabdlitos dentro de resolucdes espaciais < 1 pm
em pressdes atmosféricas e com alta precisdo e resolugdo em massa.?

Também € importante ressaltar que outras técnicas emergentes
baseadas em espectrometria de massas ainda pouco difundidas, tais
como espectrometria de massas de ionizagdo evaporativa rapida
(REIMS, do inglés Rapid Evaporative lonization Mass Spectrometry)
e espectrometria de massas por pulverizacdo em papel (PS-MS, do
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Figura 2. Fluxos de trabalho para identificagdo microbiana. Método tradicional; lonizagdo e dessor¢do a laser assistido por matriz (MALDI) espectrometria de

massas (MS) por tempo de voo (TOF); Espectrometria de massas com ionizagdo evaporativa rdpida (REIMS); Espectrometria de massas por pulverizagcdo em

papel (PS-MS); Ionizagdo de Dessor¢ao por Electrospray (DESI). Extraido de Luzzatto-Knaan et al. 2015."*' Copyright 2015, com autorizagdo da revista Analyst

inglés Paper Spray-Mass Spectrometry) t€ém demonstrado eficiéncia
nos estudos metabolémicos, a fim de facilitar o preparo de amostra
e minimizar os tempos de andlise, como pode ser visto na Figura 2.
Essas técnicas tém sido aplicadas tanto na identificagdo de micro-
-organismos quanto nos estudos metabélicos individuais ou de inte-
ragdo microbiana.'?!

O futuro da metabolémica microbiana certamente estd relaciona-
do com os avangos em técnicas analiticas que permitam a utilizagio
de amostras de biomassa muito pequenas. Nesse sentido, a espectro-
metria de massas parece ser a tecnologia com o melhor potencial para
alcancar esses objetivos.”> Mediante os trabalhos avaliados, € possivel
observar que a utilizacdo de multiplas plataformas € extremamente
interessante nos estudos metabolomicos, possibilitando uma ampla
faixa de investigacdo, levando a resultados confidveis e com uma
grande quantidade de informagao.

Processamento e analise de dados

Os dados gerados a partir das andlises metaboldmicas sdo abun-
dantes e de alta complexidade e, por isso, ferramentas adequadas ao
tratamento de dados devem ser empregadas a fim de evitar erros de
interpretagdo dos resultados e manter a integridade das variacdes
bioldgicas inspecionadas.'® Assim, um dos maiores desafios da me-
taboldmica envolve o pré-processamento e a andlise de dados, sendo
necessdrias amplas opcdes de softwares e estratégias para transfor-
mar dados brutos em resultados bioldgicos dteis.!”? As ferramentas
necessdrias nesse processamento incluem estratégias para processar
arquivos tanto de GC-MS e LC-MS quanto de NMR, onde uma série
de ferramentas de andlise estatistica, bancos de dados de metabdlitos
e, finalmente, softwares de bioinformadtica sao utilizados.'

Pré-processamento

O pré-processamento de dados € um passo intermedidrio entre a
aquisigdo direta e a andlise dos dados.’ A maioria dos softwares de
pré-processamento compartilham as fung¢des gerais de deconvolugao
de sinais analiticos, filtragem de ruido, deteccéo e alinhamento de
picos cromatograficos, corre¢do da linha de base e preenchimento de

lacunas (gap filling), embora as capacidades, vantagens e limitacdes
variem drasticamente dentre a grande possibilidade de softwares
atualmente disponivel.'>122123 Ag etapas gerais de processamento
podem ser resumidas na Figura 3, onde as principais etapas sdo
descritas, podendo haver varia¢cdes mediante a aplicacdo empregada
e ao objetivo da andlise.

O principal objetivo da filtragem de ruido € separar o sinal

Aquisicdo de Dados

LC-MS

RMN GC-MS

Pré-processamento de Dados

MS: detecgdo de picos, alinhamento e preenchimento de lacunas

Normalizagdo

Pré-tratamento de Dados

Centralizagdo, dimensionamento e transformag&do da dados

Andlises Estatisticas

Univariadas (Teste t, ANOVA) Multivariadas (PCA, PLS)

Figura 3. Etapas de processamento geral da andlise de dados metabolomicos,
desde a aquisi¢do de dados até a andlise estatistica. Adaptado de A. Sussulini,
ed., Metabolomics: From Fundamentals to Clinical Applications, Springer
International Publishing, Cham, 2017."** Copyright 2015, com autoriza¢do
da Springer
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proveniente de um composto na amostra biolégica de um sinal de
fundo proveniente de interferéncia quimica ou instrumental, facili-
tando a etapa de detec¢do de picos'>1%° A detecc@o de pico/deconvo-
lucdo compreende a identificacdo da forma correta de um sinal que
potencialmente € de um composto, ou seja, detecta cada ion medido
em uma amostra e atribui a um sinal cromatografico (par m/z-RT (do
inglés, retention time).'*>'>* O objetivo da deteccdo e deconvolugéo de
pico € identificar e quantificar os sinais correspondentes as moléculas
nas amostras; assim, um método de deteccio de pico eficiente deve
identificar os sinais verdadeiros e evitar falsos positivos. Além disso,
a deteccgdo de picos e a deconvolugdo reduzem a complexidade dos
dados e tornam a posterior andlise vidvel.'?

Outra etapa de extrema importancia no pré-processamento de da-
dos cromatograficos € o alinhamento dos picos entre as amostras. De
forma resumida, o algoritmo de alinhamento visa corrigir oscilacdes
aleatdrias de tempo de reten¢do de um mesmo pico entre diferentes
amostras.' J4 o algoritmo de preenchimento de lacunas € utilizado
para recuperar os sinais que podem ter sido eliminados nas etapas
anteriores de pré-processamento a partir dos dados brutos.'*

A normalizacio € o processo que visa corrigir a variagao siste-
madtica e escalar os dados para que diferentes amostras em um estudo
possam ser comparadas entre si, sendo assim, € aplicado dividindo
cada linha de tabela de dados por um fator de normalizagdo.* Duas
estratégias principais sdo comumente usadas para remover o Viés
sistemdtico indesejado nas medidas. A primeira € o uso de padrdes
internos, no qual a selegao desses padrdes pode ser baseada em regides
especificas de RT ou m/z, mas RT e m/z, contudo, nem sempre sio
descritivos de todas as propriedades matriciais e quimicas levando a
obscurecer a variagdo de dados.!?® Outra estratégia sofisticada para a
normalizacio € o uso de amostras de controle de qualidade (QC, do
inglés Quality Control) em cada procedimento de aquisi¢do de dados
a fim de visualizar a variabilidade global de um sistema de medigao.
As amostras de QC referem-se a mistura de volumes iguais de todas
as amostras envolvidas no estudo (todos os grupos avaliados).!®
Assim, as amostras estudadas sdo comparadas com QCs para avaliar
sua reprodutibilidade, desempenho e estabilidade instrumental.*!>

As funcdes descritas anteriormente na etapa de pré-processamento
sdo desempenhadas automaticamente com o auxilio de diferentes
softwares e plataformas online e, por isso, um grande volume de novas
ferramentas vem sendo desenvolvido nos tltimos anos.>'? Contudo,
€ importante salientar que a etapa de pré-processamento de dados
automatico e eficaz continua a ser uma tarefa dificil, especialmente
para a deteccdo, alinhamento e deconvolugio de picos de baixa inten-
sidade.* Algumas das principais plataformas/softwares empregadas
no pré-processamento de dados metabolomicos foram compiladas na
Tabela 2, sendo em seguida apresentadas algumas aplicagdes para
micro-organismos quando existentes. A maioria dessas ferramentas
apresentadas estd disponivel gratuitamente e podem ser empregadas
para dados de LC-MS e GC-MS.

Outras listas de softwares disponiveis podem ser encontradas
em artigos de revisdo focados em pré-processamento e andlise de
dados.*1?126 Além disso, muitos fabricantes de instrumentos também
oferecem seu préprio software, por exemplo, MarkerLynx (Waters),
MassProfiler (Agilent), MarkerView (SCIEX) e SIEVE (Thermo
Fisher Scientific).

A plataforma MultAlign foi utilizada no pré-processamento de
dados de LC-MS para andlises metabolomicas de Yarrowia lipolytica
antes da etapa de andlise de dados.*> Em alguns casos, as etapas de
pré-processamento sdo integradas ao software do equipamento no
qual a andlise foi realizada, ndo necessitando de outras plataformas
externas.!13 Além disso, a plataforma XCMS-online, que é uma fer-
ramenta bastante difundida nos estudos metaboldmicos, foi utilizada
no tratamento de dados para Pseudomonas syringae,” Streptomyces
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Tabela 2. Plataformas e softwares de pré-processamento mais utilizados em

metabolomica

Nome Website

XCMS https://xcmsonline.scripps.edu/
MZmine http://sourceforge.net/projects/mzmine/
OpenMS http://open-ms.sourceforge.net/
MetAlign http://www.metalign.nl
MetSign'?’ http://metaopen.sourceforge.net/metsign.html
MSFACTs!?# http://bioinfo.noble.org/download/
Metabolite Detector'” http://metabolitedetector.tu-bs.de/
MET-IDEA'® http://bioinfo.noble.org/download/
SpectConnect http://spectconnect.mit.edu
MultAlign http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/

sp.,*¢ Candida albicans and Staphylococcus,®® e no tratamento de
dados referente a um estudo de co-culturas de bactérias e fungos.®

Andlise de dados

As técnicas de andlise estatistica univariada e multivariada sdo
usadas para extrair informagdes relevantes sobre o problema estu-
dado. Além disso, ferramentas estatisticas como o teste t, analise de
variancia (ANOVA),% andlise de componentes principais (PCA, do
inglés Principal Component Analysis) ou a andlise discriminante
por minimos quadrados parciais (PLS-DA, do inglés, Partial Least
Squares-Discriminant Analysis) sdo geralmente componentes essen-
ciais em estudos de metabolomica. A adequacdo de um teste estatistico
para melhor detectar a expressdo diferencial nos estudos de interesse
é determinada pela distribuicdo de dados e problema bioldgico a ser
resolvido ou investigado.'?® Antes da andlise de dados propriamente
dita, em alguns casos sdo utilizadas etapas de pré-tratamento, onde
os dados sdo submetidos a diferentes ferramentas estatisticas como
centralizacio, dimensionamento e transformagdo de dados que sdo
utilizadas para minimizar os erros experimentais, maximizando as
variagOes bioldgicas relevantes.'** A quantidade de ferramentas esta-
tisticas que tem sido aplicada em andlises metabolomicas € bastante
vasta, por isso esta revisdo foi direcionada as principais ferramentas
aplicadas nas andlises de micro-organismos, concentrando-se nas
ferramentas multivariadas.

Nas andlises multivariadas, a classifica¢do e discriminagdo de
entidades ou metabdlitos responsdveis por diferenciar os grupos de
amostras sdo realizadas através da avaliacdo do conjunto da matriz
de dados extraidos na etapa de pré-processamento.*"> Os métodos
ndo supervisionados podem revelar os fatores mais importantes de
variabilidade que caracterizam o conjunto de dados, que normalmente
sdo distintos do fator especificamente investigado. Geralmente sdo
usados para explorar a estrutura geral de um conjunto de dados,
encontrar tendéncias e agrupamentos dentro do conjunto, contri-
buindo com uma visdo imparcial dos dados.*!?* Vdrios métodos nao
supervisionados t€m sido aplicados, dentre os quais a PCA e a andlise
de agrupamento hierdarquico (HCA, do inglés Hierarchical Cluster
Analysis) sdo os exemplos mais utilizados na metabolémica.* Além
disso, a andlise de componentes principais multimodo (MPCA, do
inglés Multilinear Principal Component Analysis) também tem sido
utilizada nos estudos metaboldmicos de micro-organismos.®7:132

Ja os métodos supervisionados utilizam estruturas de dados
conhecidas para treinar padrdes com o intuito de prever a classe de
novos dados. Esses métodos podem ser classificados como métodos
lineares, como PLS-DA, andlise discriminante linear (LDA, do inglés
Linear Discriminant Analysis), proje¢des ortogonais para estruturas
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latentes (OPLS-DA) e métodos nio-lineares.* O método supervisio-
nado mais utilizado para classificagdo em quimiometria € a PLS-DA,
que € uma combinagdo de regressdo multivariada por PLS com a
anélise discriminante.'?? A vantagem da PLS-DA € a sua capacidade
de lidar com dados altamente colineares. Além disso, a PLS-DA pode
fornecer informagdes excelentes sobre a causa da discriminagdo,
verificando o comportamento das varidveis, sendo também uma
ferramenta ttil na descoberta de biomarcadores.” Uma interessante
modifica¢do de PLS-DA ¢ a OPLS-DA (do inglés Orthogonal Partial
Least Squares) na qual as varia¢des sistemdticas na matriz de dados
X podem ser divididas em duas partes através da técnica de corre¢do
de sinal ortogonal (OSC, do inglés Orthogonal Signal Correction):
uma parte exibe os padrdes multivariados correlacionados a resposta
experimental, enquanto os padrdes ortogonais sdo representados na
segunda parte. A distingdo entre as diferentes fontes de variagdo nos
dados, por exemplo correlacionada versus ortogonal, impde uma
importante vantagem da OPLS-DA na visualizacio e interpretacio
dos dados em relagdo a PLS-DA, e tem sido amplamente aplicada
na modelagem e descoberta de importantes compostos na andlise
metabolomica de micro-organismos.?6-37:44:64.67

A PCA foi empregada para avaliar a diferenga no perfil lipidico
de diferentes espécies de Cryptococcus sp, nos quais os principais
compostos responsdveis pela diferenciagdo foram identificados.?
Tanto o pré-processamento quanto a aplicacdo de ferramentas multi-
variadas foram utilizadas para a classifica¢do de amostras de Bacillus
sp. e Brevibacillus sp. utilizando o perfil lipidico.*! Outras aplicacoes
de PCA*#2134 ¢ HCA® para a andlise exploratéria e diferenciagdo
de micro-organismos sdo encontradas na literatura utilizando o
perfil lipidico como diferenciador das cepas. A PLS-DA também
tem sido aplicada como método para discrimina¢do de amostras
e identificacio de compostos diferenciadores na classificagdo de
micro-organismos®® muitas vezes empregado juntamente com a
PCA 3813513 Dessa forma, resultados mais confidveis com relagéo a
discriminacdo e classificacdo de amostras sdo obtidos pela associagiao
das duas estratégias.

Mediante a alta complexidade dos dados metabolomicos, fer-
ramentas como heatmaps t€m sido empregadas a fim de facilitar a
visualizag¢do dos metabdlitos identificados e condi¢des avaliadas.*
A visualizac@o dos dados se torna ainda mais explicativa quando as
ferramentas de PCA e heatmaps sdo empregadas em conjunto, sendo
essas ferramentas extremamente tteis nesse contexto.4963100.137 AJ¢m
disso, PCA e HCA também sio utilizadas em conjunto para facilitar
na compreensio dos problemas bioldgicos investigados.?34¢92

A ferramenta de PLS-DA foi utilizada para a avaliagdo das va-
riacdes metabdlicas de Pseudomonas syringae frente as mudangas
de temperatura. Algumas amostras representativas das classes in-
vestigadas foram utilizadas para a elaboragd@o do modelo estatistico
que utilizou tanto dados de NMR quanto MS, fornecendo resultados
satisfatorios em ambos os casos.®' Além disso, a ferramenta também
foi empregada juntamente com HCA na andlise de Streptomyces sp.
como uma ferramenta de classificacdo quimiotaxondmica baseada
em metaboldémica.” A MCR-ALS (do inglés, Multivariate Curve
Resolution with Alternating Least Squares) ¢ um método amplamente
utilizado na resolugdo de curvas, essa ferramenta foi empregada
com o objetivo de resolver diretamente o nimero maximo de perfis
de elui¢do individuais e perfis espectrais de massa pura de todos os
metabdlitos possiveis extraidos das amostras de leveduras avaliando
também o efeito da exposi¢do ao Cu (II) sobre elas.”

De forma a facilitar e integrar as etapas de processamento de
dados, algumas plataformas agrupam as etapas de pré-processa-
mento com a analise estatistica, como € o caso da MetaboNexus,
MetaboAnalyst e MetaComp,'*® que permitem ao usudrio realizar
PCA, PLS-DA, e outras analises multivariadas e univariadas. Além
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disso, elas integram a possibilidade de reportes graficos, como
gréficos de scores, graficos de diagndstico e heatmaps, enquanto a
func@o de busca de metabdlitos usa trés repositérios principais de
metabodlitos, HMDB, MassBank e METLIN'> facilitando assim, a
etapa de tratamento de dados.

Identificagdo dos metabdlitos

A elucidacdo estrutural € outro componente essencial das
andlises metabolomicas e ¢ um processo desafiador e demorado,
especialmente na metaboldmica microbiana.'?! Isso ocorre porque 0s
micro-organismos podem produzir uma gama muito diversificada de
metabolitos em diferentes condi¢des, que podem nao ser comumente
reconhecidos em bibliotecas padrio.’

Embora seja possivel realizar a elucidacio estrutural de um tnico
metabdlito utilizando métodos baseados em NMR ou MS, essa tarefa
se torna extremamente invidvel para os estudos metabolémicos, em
que, centenas a milhares de compostos sdo detectados simultanea-
mente. Dessa forma, a identificagio € baseada em caracteristicas de
correspondéncia dos espectros da amostra em relagdo a uma base de
dados de referéncia.'** Assim, em complemento aos dados de LC-MS
e GC-MS comuns, informagdes adicionais sdo alcancadas a partir de
espectros de massa de ordem superior, como MS". As fragmentacdes
sofridas pelas espécies de interesse fornecem uma impressao digital
da estrutura molecular que podem ser comparadas com as bibliotecas
de espectros disponiveis.'*

Apesar das limitacdes, mediante o crescente interesse nos estudos
metabolomicos de micro-organismos e, consequentemente, a geragcao
de informagdes, uma série de bases de dados microbianas baseada
em dados de NMR e MS t€m surgido, acelerando assim o processo
de identificacdo dos metabdlitos. Paralelamente, os pesquisadores
também podem recorrer a bancos de dados de metaboldmica geral
que também podem fornecer informagdes tteis.> Os bancos de dados
HMDB e METLIN foram empregados na identificacdo de metabdlitos
provenientes da bactéria Pseudomonas syringae a fim de investigar
os metabdlitos relevantes frente as variacdes de temperatura para a
espécie.’! Contudo, apesar de se tratar de um banco de dados para o
metaboloma humano, o HMDB tem sido utilizado também na eluci-
dacdo estrutural de compostos provenientes de micro-organismos.?’
Além disso, bibliotecas como Fiehn'* e NIST® também sdo ampla-
mente empregadas.®

Embora as bibliotecas espectrais de massas estejam crescendo, a
quantidade de moléculas identificadas ainda é relativamente pequena
em comparacdo ao nimero de compostos que poderiam estar pre-
sentes em amostras tipicas, principalmente quando ndo hd dados de
referéncia disponiveis, como € o caso de diversos micro-organismos.
Assim, as ferramentas computacionais aliadas 8 MS buscam sanar
esses problemas com o desenvolvimento de plataformas altamente
eficazes. Essas plataformas sdo capazes de propor identificacdes de
compostos desconhecidos, utilizando a consulta de diferentes bases
de dados e combina¢do da informacio extraida para o processo de
identificag@o. Plataformas como MetFrag e MetFusion tém permitido
o processamento de centenas de espectros de fragmentacao de MS em
poucos minutos e a adi¢do de diferentes tipos de informagdes mostrou
melhorar as taxas de identificacdo de 6% até 70%, dependendo do
conjunto de dados e fontes de informacio utilizadas.'*

As ferramentas de enriquecimento sdo estratégias que utilizam o
conhecimento de base de dados e algoritmos estatisticos para executar
o processo de identificagdo. A metodologia mais utilizada para realizar
essa andlise € denominada enriquecimento funcional ou andlise de
sobre-representacdo (ORA, do inglés Over-Representation Analysis).
A ferramenta ORA ¢é muito flexivel e de facil implementag@o, por isso
tem sido aplicada em diversas plataformas metaboldmicas e banco de
dados. A andlise se inicia com uma lista de metabdlitos de interesse e
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testa se certos grupos de metabdlitos aparecem mais frequentemente
do que seria esperado por chance aleatéria, sendo, para isso, aplicados
testes estatisticos de comparac@o como teste t ou ANOVA e os meta-
bdlitos significantes sdo selecionados utilizando um limite ou critério
especifico.*! A fim de investigar a interferéncia do meio de cultura
no metabolismo de Escherichia coli e Saccharomyces cerevisiae, uma
outra ferramenta de enriquecimento (MSEA, do inglés Metabolite
Set Enrichment Analysis) foi empregada utilizando a plataforma
MetaboAnalyst. A MSEA utiliza diretamente o enriquecimento de
grupos usando os dados de concentracdo completa sem pré-selecio
de metabdlitos significativos sendo possivel identificar os compostos
que diferem significativamente frente a uma variag@o, nesse caso o
meio de cultura.®

Uma dltima ferramenta com desenvolvimento recente na meta-
boldémica “Big Data” baseada em algoritmos matemdticos para orga-
nizar e visualizar dados MS € o molecular networking (MN). Vdrias
publica¢des t€ém demonstrado o potencial do molecular networking
em estudos de metaboldmica microbiana com a capacidade de analisar
conjuntos de dados em grande escala.’***%* O funcionamento da ferra-
menta baseia-se no principio de que estruturas moleculares andlogas
se comportam de maneira semelhante na fase gasosa, dando origem a
padrdes de fragmentacdo semelhantes na espectrometria de massas. O
molecular networking é aplicado a partir de algumas etapas bdsicas:
(1) coleta de dados MS/MS; (2) calculo de similaridade de espectros
usando um algoritmo especial para gerar uma rede molecular; (3)
visualizag¢do da rede. Os dados sdo visualizados por similaridade
quimica no qual um né representa um espectro MS/MS de consenso
marcado pela massa original dos fons precursores e a espessura da
linha que os liga representa o escore de semelhanga entre os espec-
tros, criando grupos de familias moleculares, quanto mais proximo
o valor do escore de 1, maior a semelhanga no espectro de MS/MS,
sugerindo que os compostos possuem uma similaridade quimica.'?!
Na plataforma GNPS (gnps.ucsd.edu) é possivel carregar os dados
de MS/MS online e gerar o molecular networking, podendo ser visu-
alizado na plataforma ou utilizando softwares como o Cytoscape.'+?

O MN foi aplicado na elucidagdo estrutural de diversos meta-
bélitos provenientes de comunidades microbianas multiespécies
sintéticas. Nesse caso, os metabdlitos conhecidos das culturas
individuais auxiliaram na descoberta de diferentes metabdlitos
presentes nas co-culturas.®* A plataforma também foi aplicada no
estudo de Clostridium acetobutylicum apresentando uma estratégia
de manipulagido do metabolismo secundario de um organismo para
melhorar tracos relevantes para aplicacdes industriais.> Devido & sua
facilidade no tratamento de dados e emprego em diferentes dreas, o
MN vem sendo amplamente utilizado nos estudos metabolémicos,
especialmente nos estudos de micro-organismos, onde as plataformas
e bancos de dados de metabdlitos disponiveis ainda € escassa.>*>%143

Enquanto alguns metabolomas, como o metaboloma humano, t€ém
sido amplamente caracterizados e disponibilizados para amplo acesso
em bancos de dados, os bancos de dados de metaboloma microbiano
tém se desenvolvido apenas para algumas espécies modelo. A falta
de dados € um resultado direto da alta diversidade de organismos e
espécies e o estudo dos metabolomas microbianos oferece muitas
oportunidades para o desenvolvimento futuro.'?!

DESAFIOS FUTUROS

Muitos desafios ainda sdo encontrados no contexto da ciéncia
metabolomica e, mais especificamente, na metabolomica microbia-
na. Dentre esses desafios, estd a identificacdo simultanea de uma
ampla gama de metabdlitos intactos e a quantificagdo com precisio
de cada molécula na amostra.'** Assim, a utilizagdo de miiltiplas
plataformas analiticas € uma tendéncia emergente na metabolomica,
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e a integracdo dos dados obtidos por NMR e MS podem auxiliar na
resoluc@o dessas limitagdes.?* Diversos estudos apresentados nesta
revisdo demonstraram o uso de muiltiplas plataformas nos estudos
avangados de sistemas microbianos, contudo, esses estudos ainda
nao limitados, tanto em relacido ao processamento de dados quanto
a verdadeira compreensdo global do sistema.

Em termos de preparo de amostras, também sao encontradas
algumas barreiras que precisam ser superadas, como por exemplo
a falta de protocolos padrdes em metaboldmica microbiana para
0 quenching instantaneo da atividade metabdlica, bem como para
extragdo abrangente de metabdlitos e andlise dos metabdlitos de in-
teresse. Os procedimentos atuais sdo desenvolvidos para organismos
especificos e sdo incapazes de prevenir a perda de metabolitos durante
o preparo. Com relaciio aos métodos de extragdo utilizados, esses
ainda s3o mais adequados para a andlise de certas classes de meta-
bélitos e precisam ser aperfeicoados. Portanto, o perfil abrangente
de metabdlitos pode exigir a combinagio e a integragdo de multiplos
métodos de extragio.>!>?> Além disso, o emprego de microtécnicas de
extragio também tem sido um grande atrativo para esse tipo de estudo.
Meétodos miniaturizados também apresentam eficiéncias de extragio
e reprodutibilidade satisfatérias, além de se apresentarem como
métodos limpos com baixo consumo de solventes ou reutilizdveis.

Na etapa de processamento de dados em metabolomica, sdo encon-
trados problemas a serem superados desde a etapa de pré-processamen-
to até a identificagdo metabdlica. Primeiramente, o processamento de
dados altamente eficaz e automatico continua sendo uma tarefa dificil,
principalmente nos casos em que as etapas preliminares precisam ser
implementadas para um grande volume de dados. A identificagdo
confidvel de metabdlitos desconhecidos a partir de dados complexos
de espectros permanece um grande desafio e, embora surjam novos
bancos de dados para a metaboldmica microbiana, eles sdo limitados
a espécies especificas.** No entanto, uma mudanga desse cendrio vem
ocorrendo e tem sido sustentada pelos avangos em técnicas instrumen-
tais, principalmente na espectrometria de massas. Além disso, uma
ferramenta que tem ganhado espaco e sendo empregada em diversos
contextos € o molecular networking. A confiabilidade e funcionalidade
dessa ferramenta tem sido grande atrativo para os pesquisadores da
drea de metabolomica, e no ambito de identificacio de metabdlitos
microbianos, ela possivelmente serd cada vez mais explorada.

Na comunidade cientifica, muitas divergéncias ainda s3o encon-
tradas quanto a uma abordagem metabolomica genuina. No ambito de
micro-organismos, foi possivel observar que grande parte dos estudos
ndo seguem a risca todo o fluxo de trabalho usualmente adotado em
metabolomica, sendo muitas vezes apenas uma avaliacdo global
dos metabdlitos ou um perfil de metabdlitos especificos. Apesar de
serem encontrados estudos que avaliem as variagdes metabdlicas
frente a mudancas especificas, ainda existem muitos casos em que
apenas uma exploracdo do perfil metabélico do micro-organismo &
realizada, sendo esses estudos também de extrema importincia para
a compreensao de uma via metabdlica especifica.
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