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INTRODUCAO

O reino vegetal, com sua diversidade e sua variabilidade de espécies, tem representado uma fonte
importante de substancias bioativas. Produtos do metabolismo secundério vegetal ainda sdo 0s
principais componentes de medicamentos e estdo associados a menor incidéncia e menor
mortalidade por doengas cronicas ndo transmissiveis como o diabetes mellitus, doencas
cardiovasculares e diferentes tipos de cancer (WCRF, 2007; SA, 2008).

No entanto, o uso de plantas como fontes de novos farmacos é um campo ainda pouco explorado.
Dentre as estimadas 250-500 mil espécies de plantas, somente 5% tém sido estudadas quanto a
fitoquimica e uma porcentagem ainda menor tem sido avaliada sob aspectos bioldgicos
(CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). Dessa forma, pouco se sabe acerca dos constituintes
quimicos destes vegetais e do seu potencial terapéutico (GEHRKE, 2012).

Os metabdlitos oriundos de vegetais, em comparacdo com metabdlitos de outros organismos, sao
constituidos por uma vasta variedade de estruturas quimicas de propriedades quimicas e fisicas
diversas (VILAS-BOAS et al., 2007). O numero total de metabdlitos no reino vegetal é estimado
entre 100.000 e 200.000 e varia de acordo com condicdes fisioldgicas, ambientais e é dependente da
prépria base genética da planta (HILL et al., 2013). A diversidade de espécies e a enorme variedade
de constituintes quimicos presentes em plantas, tém exigido estudos voltados a investigacdo,
desenvolvimento e validacdo de metodologias analiticas complementares para extrair, detectar,
quantificar e identificar estruturas quimicas (HILL et al., 2015).

A caracterizacdo e a identificacdo de substancias presentes em extratos de plantas continuam sendo
realizadas segundo metodologias fitoquimicas tradicionais. As substancias s@o isoladas por
metodologias bastante demoradas e as técnicas de caracterizacdo e identificagdo sdo dispendiosas e,
muitas vezes, ineficientes para identificar e quantificar as substancias presentes (RODRIGUES,
2007). A crescente demanda por principios ativos, a busca pela obtencdo de informacGes rapidas
que possam reduzir a variabilidade potencial dos metabolitos em plantas e demais sistemas
bioldgicos bem como a investigacdo dos efeitos farmacoldgicos e toxicos de uma determinada
amostra, sdo requisitos importantes na previsdo de sua aplicabilidade como potencial agente
terapéutico. Nesse sentido, sdo requeridas técnicas rapidas, sensiveis e robustas que permitam a
caracterizacdo e a identificacédo estrutural de compostos em tempo real em amostras complexas.
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As técnicas combinadas (técnicas hifenadas) tém recebido atencdo para a resolucdo de problemas de
caracterizacdo de amostras bioldgicas e extratos complexos de espécies vegetais e animais (PATEL
et al., 2010). Os métodos cromatograficos podem ser utilizados separadamente ou em conjunto
dependendo da classe dos compostos de interesse a serem separados ou identificados. A
cromatografia liquida (geralmente a HPLC) e a cromatografia gasosa (GC) sdo acopladas a
detectores espectrométricos como a espectrometria de massa (MS) ou espectroscopicos como a
ressonancia magnética nuclear (RMN). Dessa forma, temos técnicas modernas combinadas para a
separacdo, deteccdo e identificacdo de metabolitos: cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (GC-MS), cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS),
cromatografia liquida acoplada a ressonancia magnética nuclear (LC/RMN) entre outras de alta
performance (PATEL et al., 2010; PENG et al., 2014; RODRIGUEZ-ALLER et al.,2013., HUANG
et al.,2015., HUANG et al., 2014).

Nessa perspectiva, o presente trabalho propde-se a mostrar as principais técnicas analiticas usadas
para obtencdo de perfis quimicos, caracterizacdo e identificacdo de metabdlitos secundarios em
diferentes matrizes bioldgicas.

METODOLOGIA

Este estudo trata-se de uma revisdo narrativa que, por definicdo apresenta uma tematica mais aberta,
onde a selecdo dos artigos € arbitraria e constitui em uma abordagem ampla e apropriada para
descrever um tema de estudo (CORDEIRO et al., 2007). A pesquisa bibliogréafica envolveu
periddicos cientificos, livros, dissertacdes e teses.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As substancias oriundas do metabolismo secundario de plantas tém sido uma valiosa fonte de
principios ativos. No entanto, a descoberta de metabdlitos que venham a contribuir como alvos
moleculares necessitam de técnicas para triagem de extratos complexos.

O grande avanco das técnicas de separacao, caracterizacdo e identificacdo cromatogréaficas inclui as
cromatografias gasosa (GC) (DIAS et al., 2015) e liquida (LC) (HILL; ROESSNER, 2015) que sdo
associadas a técnicas espectrométricas e espectroscopicas, tais como MS (CHOKKATHUKALAM
et al., 2014) e RMN (JOHNSON; LANGE, 2015). As técnicas combinadas tém representado novas
estratégias para caracterizacdo do perfil quimico de amostras complexas de diferentes extratos, de
origem animal e vegetal.

A GC foi primeiramente aplicada a separacdo de uma série de acidos graxos (JAMES; MARTIN,
1952). Posteriormente essa técnica passou a ser o primeiro instrumento analitico controlado por um
computador (TANG; ROW, 2013). A GC é uma técnica consolidada para a analise de misturas que
contém compostos volateis e semivolateis, sendo que seu uso estd amplamente difundido nos
laboratdrios de pesquisas das mais diversas areas, como petroquimica, fragrancias, farmacéutica e
ambiental (PEDROSO, 2011).

Na GC os componentes a serem separados séo distribuidos entre duas fases: a fase estacionaria (FE)
e fase mdvel (FM). Uma corrente de gas (fase movel) passa continuamente por uma coluna e
qguando a amostra vaporizada é introduzida rapidamente nesta corrente de gas, ela € arrastada
através da coluna. As substancias presentes na amostra, depois de separadas, chegam ao detector
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que gera um sinal para o registrador (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1997). A GC é uma técnica
de alta sensibilidade, 0 que permite que a quantidade de amostra a ser utilizada seja pequena (em
Hg). No entanto, apesar de simples, apresenta algumas desvantagens, pois depende da volatilidade e
estabilidade do composto, além do tempo e custo elevado (HARRIS, 2008; SKOOG, 2007; TANG;
ROW, 2013).

Com relacdo a LC, esta € muito utilizada para o isolamento de produtos naturais e purificacdo de
produtos de reacBes quimicas, no controle de qualidade de plantas medicinais, busca de metabdlitos
ativos, em estudos de ecologia quimica e até estudos quimiossistematicos, como a analise de
tricomas glandulares (PINTO et al, 2002). As fases estacionarias sélidas levam a separacdo por
adsorcéo e fases estacionarias liquidas por particdo. A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC) é uma extensdo da cromatografia liquida classica e caracteriza-se pelo uso de colunas em
aco inox muito mais estreitas, com diametro interno de 2-5 mm, com empacotamento de particulas
de tamanhos muito reduzidos (3-10 um), que constituem a FE. A FM circula sob alta pressao, ao
longo da coluna, com um fluxo controlado. A alta pressao permite analises mais rapidas e 0 uso de
uma FE constituida por micro particulas permite uma elevada eficiéncia na separacdo (NETO;
NUNES, 2003; GOMES, 2010). Essa técnica tem sua versatilidade baseada no grande nimero de
fases estacionarias existentes, as quais possibilitam analises e separa¢cdes de uma ampla gama de
compostos com alta eficiéncia (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1988).

Devido a sua versatilidade, a HPLC vem suprir algumas limitacbes da GC quanto ao tipo de
compostos que podem ser separados, uma vez que a GC sO separa compostos volateis. A HPLC
permite automatizar o sistema, reduz o tempo de analise, efetua andlises qualitativas e quantitativas
e garante a reprodutibilidade dos dados. Essa técnica utiliza uma menor quantidade de FM, o que
permite a utilizacdo de solventes toxicos, raros, ou caros, além do uso de fases estacionérias
dispendiosas (GOMES, 2010). No entanto, a HPLC também possui algumas desvantagens, como:
custo elevado do equipamento e da sua manutencdo, é um sistema complexo, apresenta baixa
sensibilidade perante alguns compostos e depende muito da experiéncia do operador (GOMES,
2010).

Quando as técnicas de separacdo (GC e LC) passam a ser acopladas a um detector espectrométrico,
essas técnicas passam a ser denominadas técnicas analiticas hifenadas e tornam as analises mais
eficientes e mais rapidas do que as técnicas convencionais (CROTTI et al., 2006). Como exemplos,
podemos citar detectores de espectrometria de massas (MS e MS-MS) e ressonancia magnética
nuclear (RMN). As técnicas hifenadas sdo consideradas importantes para a elucidacdo estrutural e
analise de matrizes complexas, possibilitando a caracterizacdo de compostos conhecidos e
desconhecidos com alta sensibilidade e seletividade (PACIFICO et al., 2011). A GC-MS é
particularmente adequada para a deteccdo de compostos volateis e termicamente estaveis (ou
compostos com derivados volateis). A LC-MS é mais sensivel do que a GC-MS e permite a analise
de compostos ndo volateis termicamente labeis (HEGRMANN, 2010).

As metodologias hifenadas baseadas no uso das técnicas de LC-MS e LC-MS-MS apresentam alta
sensibilidade e potencial de informagdes substanciais que quando contrastadas com os principais
bancos de dados de substancias organicas como Anti Base, Dictionary of Natural Products e Marin
Lit, tornam-se uma ferramenta importante, tanto no processo de identificacdo de novas substancias
como no mapeamento metabolémico de determinadas espécies. Além de serem preferenciais na
analise de compostos polares, presentes em extratos vegetais (BUGNI et al., 2008). A maior
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limitacdo do uso desses equipamentos é a baixa concentracdo do componente e 0 alto custo dos
solventes (PINTO et al., 2002).

A técnica de RMN permite a anélise de amostras em uma ampla faixa de polaridade e identificagdo
de muitos compostos num sO espectro. Porém, para uma elucidacdo estrutural mais exata, muitas
vezes, torna-se necessario o isolamento preparativo (WILSON; BRINKMAN, 2003). Esse sistema
de deteccdo tem grande poder na diferenciacdo entre isémeros, configuracbes de acucar e
substituicdes no anel aromatico, além do que, seu acoplamento simultaneo com o detector seletivo
de massas (RMN-MS) permite a aquisicdo de informacdes adicionais sobre grupos funcionais e
massa molecular (RIJKE, 2006).

Nesse contexto, os métodos analiticos mais procurados em metaboloma sdo aqueles baseados na
RMN e MS que permitem uma répida e alta taxa de transferéncia e analise automatizada de extratos
brutos, e a detec¢do quantitativa de muitos grupos diferentes de metabodlitos (KIM; CHOI;
VERPOORTE, 2010; KIM; CHOI; VERPOORTE, 2011), fornecendo também informacdes
estruturais, incluindo detalhes estereoquimicos (SEGER; STURM, 2010). No entanto, a RMN é
menos sensivel do que as abordagens baseadas em MS (KIM; CHOI; VERPOORTE, 2011) e,
portanto, ndo é indicada para a determinacdo de baixos niveis de concentracdo (LEVSEN; PREISS;
GODEJOHANN, 2000). A tendéncia futura é de que novas técnicas hifenadas permitam
acoplamentos ainda mais sofisticados e otimizados.

Atualmente, uma das maiores aplicacBes das técnicas hifenadas na &rea de produtos naturais € na
chamada derreplicacdo de misturas complexas, ou seja, nha caracterizacdo preliminar dos
constituintes de uma mistura para estabelecer quais ja foram identificados, evitando o consumo de
tempo (WOLFENDER; TERREAUX; HOSTETTMANN, 2000). A derreplicacdo consiste em
detectar e analisar, sem isolamento, um produto natural, uma fragdo, ou um extrato por meio de
informac@es estruturais, espectroscéopicas ou fisicas, comparando a informacdo com base de dados
internas e/ou comerciais, chegando a conclusdo da existéncia de compostos inéditos e/ou
conhecidos, e determinando uma estratégia racional para o isolamento dessa micromolécula da
matriz bruta. A eficiéncia e a qualidade desse processo determinardo o tempo de obtencdo de
resultados preliminares para descobrir novas entidades quimicas de interesse (JIA, 2003).

CONSIDERACOES FINAIS

As novas técnicas de anéalises hifenadas que englobam modernidade, eficiéncia, eficacia e rapidez
se colocaram no mercado e vem contribuindo substancialmente na separacdo e identificacdo de
amostras complexas. Entretanto, a diversidade das técnicas isoladas, aliadas ao alto custo ainda é
um obstaculo. As metodologias mais frequentes para a analise de matrizes complexas de
metabolitos secundarios de origem vegetal tem sido as cromatografias (GC ou LC) associadas a
analisadores espectrométricos e espectroscopicos. Apesar de consideraveis avangos tecnoldgicos na
separacgdo e andlise de metabolitos secundarios, a diversidade estrutural e propriedades quimicas de
produtos de origem animal e vegetal apresentam-se como desafios constantes na acertada
caracterizacdo e identificagcdo de compostos em matrizes complexas.

Palavras-chave: técnicas hifenadas; cromatografia gasosa; cromatografia liquida; espectrometria;
espectroscopia.
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