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METABOLOMICS, AN OPTIMIZED APPROACH FOR THE RATIONAL EXPLOITATION OF BRAZILIAN BIODIVERSITY:
STATE OF THE ART, NEW SCENARIOS, AND CHALLENGES. Brazilian biodiversity is a colossal source of secondary metabolites
with remarkable structural features, which are valuable in further biodiscovery studies. In order to fully understand the relations
and interactions of a living system with its surroundings, efforts in natural product chemistry are directed toward the challenge of
detecting and identifying all the molecular components present in complex samples. It is plausible that this endeavor was born out of
recent technological sophistication in secondary metabolite identification with sensitive spectroscopic instruments (MS and NMR)
and higher resolving power of chromatographic systems, which allow a decrease in the amount of required sample and time to acquire
data. Nevertheless, the escalation of data acquired in these analyses must be sorted with statistical and multi-way tools in order to
select key information. Chromatography is also of paramount importance, more so when selected compounds need to be isolated
for further investigation. However, in the course of pursuing a “greener” environment, new policies, with an aim to decrease the use
of energy and solvents, are being developed and incorporated into analytical methods. Metabolomics could be an effective tool to
answer questions on how living organisms in our huge biodiversity work and interact with their surroundings while also being strategic
to the development of high value bio-derived products, such as phytotherapeutics and nutraceuticals. The incorporation of proper
phytotherapeutics in the so-called Brazilian Unified Health System is considered an important factor for the urgent improvement
and expansion of the Brazilian national health system. Furthermore, this approach could have a positive impact on the international
interest toward scientific research developed in Brazil as well as the development of high value bio-derived products, which appear
as an interesting economic opportunity in national and global markets. Thus, this study attempts to highlight the recent advances
in analytical tools used in detection of secondary metabolites, which can be useful as bioproducts. It also emphasizes the potential
avenues to be explored in Brazilian biodiversity, known for its rich chemical diversity.
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INTRODUCAO

Esta revisdo temadtica objetiva contribuir para a realizacdo de
um “Censo da Quimica no Pais” a partir da reflexdo e da discussao
acerca da drea de Quimica no Brasil, sem, contudo, perder a pers-
pectiva do mundo globalizado em que vivemos, como proposto pela
diretoria da Sociedade Brasileira de Quimica.! Focaremos a nossa
discussdo na drea da Quimica de Produtos Naturais, mais especi-
ficamente refletindo em como esta pode contribuir para a solu¢do
dos desafios brasileiros da atualidade,' tais como: (i) o de melhoria
e de ampliacdo do sistema nacional de satdde, cujo modelo atual é
considerado muito oneroso ao Pafs e insuficiente para atender aos
aproximadamente 200 milhdes de brasileiros, heterogeneamente
distribuidos em seu territério, (ii) o de formacao de recursos hu-
manos com concep¢do de conhecimento integrado, uma vez que
a busca de solucdes por meio de abordagens reducionistas vem
mostrando-se ineficiente, (iii) o de entender melhor os elementos da
biodiversidade brasileira, uma vez que esta compreensdo ¢ de suma
importancia para se criar programas estratégicos de conservacio, e
desenvolvimento sustentavel, (iv) o de direcionar o conhecimento
cientifico armazenado sobre os produtos naturais no pais para a
pesquisa de desenvolvimento inovagdo, visando identificar pro-
dutos da nossa biodiversidade de alto valor agregado de interesse
do setor industrial, e (v) o de melhorar a divulgacdo e o impacto
dos resultados da investiga¢do cientifica desenvolvida no Brasil no
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exterior, contribuindo, assim, para uma ciéncia nacional impactante
além de nossas fronteiras geogréficas.

Os produtos naturais, mais especificamente os metabdlitos secun-
dérios, notabilizados pela diversidade de tipos estruturais complexos,
sdo substancias essenciais ao desenvolvimento, regulagdo, equilibrio
e defesa dos organismos que os contém. Sdo também de grande utili-
dade para a espécie humana como farmacos, alimentos, fragrancias,
cosméticos e agroquimicos.>®

Nao obstante a tradi¢d@o reportada as plantas uteis e aos produtos
naturais, dados recentes sobre a descoberta e desenvolvimento de
novos farmacos e medicamentos a partir de plantas demonstram um
acentuado declinio no interesse do setor farmacéutico por estas.’
Todavia, a biodiversidade continua sendo uma fonte inigualdvel de
substancias com grande diversidade funcional e estrutural, portanto,
de grande utilidade para a descoberta de novos firmacos e outros
bioprodutos.?

Outro dado a ressaltar € que os produtos naturais descritos até
hoje foram isolados ou registrados a partir de menos de 10% da
biodiversidade do mundo, sendo que para os relatos de atividades
bioldgicas e/ou farmacoldgicas essa parcela € ainda menor. Este fato
é em parte resultante do processo de biodescoberta e das estratégias
experimentais usadas para este fim, ou seja, de como acessar essas
bibliotecas naturais e identificar, numa quantidade enorme de subs-
tancias naturais, aquelas biologicamente ativas de interesse medicinal
ou outro qualquer.*"$

O conhecimento sobre aspectos da biodiversidade brasileira vem
evoluindo a passos largos. Especialmente a quimica de produtos
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naturais, por ser uma drea consolidada no pais, pode contribuir para
o desenvolvimento tecnolégico nacional de maneira significativa.
O quinto barémetro de biodiversidade da Union Ethical BioTrade
(UEBT), realizado com apoio de importantes empresas € instituicdes
nacionais e multinacionais, como Natura, Native, Aldivia, L’ Oreal,
Symrise, BMZ, Giz, IFC e Bayer, demonstra que 62% dos consu-
midores mundiais s@o sensiveis aos produtos oriundos da biodiver-
sidade e que no Brasil esta consciéncia € ainda mais acentuada do
que nos outros paises pesquisados (EUA, Inglaterra, Suica, Franca,
Alemanha, China, Coreia do Sul, Japdo, India e Peru).” Nas economias
emergentes, e em especial no Brasil, produtos da biodiversidade se
apresentam como alternativas vantajosas de inovagdo.'® O Brasil de
hoje € inovador em vdrios aspectos, conta com uma massa critica de
pesquisadores e um setor industrial apto aos desafios de pesquisa
e desenvolvimento (P&D). A nossa biodiversidade € ainda pouco
explorada e seu uso racional, se estruturado em pesquisa multidisci-
plinar e desenvolvimento tecnoldgico inovador, trard grande beneficio
econdmico e social ao pais.

Evidentemente, ndo € uma tarefa trivial e ainda temos um longo
caminho a percorrer no que se refere a descoberta, industrializacéo
e comercializagio de produtos inovadores derivados da nossa biodi-
versidade. Aqui, € inevitdvel uma comparacdo com os paises centrais,
onde a inovag¢do tecnoldgica tem como base um sistema de educagdo
solido, a geragdo de ciéncia de fronteira e um setor industrial apto
a absorver esse conhecimento e transformd-lo em produtos uteis a
sociedade. Esse modelo, consolidado desde o século XX, exige a¢ao
constante do Estado, das organizagdes empresariais, sociais e dos
cidaddos, de modo a permitir uma colaboracdo duradoura entre o
avango cientifico e tecnoldgico, essencial para a gera¢ao de produtos
inovadores e riqueza econdmica.

Nas tltimas décadas, a quimica de produtos naturais dita tradicio-
nal ou cldssica vem sendo profundamente modificada. Isso deve-se,
em parte, ao processo de descoberta de farmacos baseados em alvo
molecular, os quais empregam grandes cole¢des de compostos na-
turais, sintéticos e seus derivados obtidos por quimica combinatdria
para se chegar aos hits (substancias candidatas a principio ativo) e
leads (substancias potencialmente candidatas a principios ativos para
o desenvolvimento de farmacos).!! Com isto, o tempo necessdrio para
o desenvolvimento de um produto farmacéutico e outros de interesse
econdmico, a partir de um extrato ou fragdo, € um processo ainda
muito longo. Nos dias atuais, o tempo deste processo vem sendo
significativamente reduzido pelo uso de tecnologias de triagem de
alto desempenho (HTS, do inglés High Througput Screening) usuais
em grandes programas internacionais. Mesmo assim, o desafio ainda
persiste na disponibilidade de grandes bibliotecas de substincias para
serem testadas. As bibliotecas de milhares de compostos obtidos por
quimica combinatdria foram bastante priorizadas nestes programas e,
de certa forma, colocaram os produtos naturais em plano secundario
nos grandes programas de biodescoberta, feitos por grandes empresas
multinacionais no passado. Nao obstante os altos investimentos nas
estratégias HTS a partir dos anos 1980, esses esforcos resultaram em
apenas um farmaco, o inibidor de quinase registrado como sorafendib
(Nexavar®), aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA)
em 2005 para o tratamento de carcinoma renal.'"'?

Por outro lado, neste mesmo periodo a busca por novos modelos
moleculares a partir da biodiversidade (terrestre ou marinha) por
meio do fracionamento guiado de extratos ativos mencionado acima
também foi considerada pouco producente. Até recentemente, mui-
tos métodos de fracionamento e purificagdo de produtos naturais
presentes num extrato constituido por centenas de substincias, além
de pouco sensiveis, frequentemente resultavam em substincias ja
conhecidas, presentes em vdrias espécies ou géneros."? Estima-se
que sdo necessdrios cerca de US$ 50,000 e de trés meses de trabalho
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para isolar e identificar um composto inédito ativo a partir de uma
espécie ou de um organismo.'* Portanto, métodos analiticos avanga-
dos capazes de mapear e identificar substancias bioativas novas em
quantidades minimas de extrato, sem a necessidade de fracionamento
e isolamento trabalhosos e custosos, sao extremamente importantes
desde o inicio da pesquisa de biodescoberta. As abordagens modernas
permitem a sele¢do dos extratos potencialmente promissores para
estudos adicionais de validacdo de atividade e de isolamento dirigi-
do para as substancias ativas de interesse, agilizando o processo de
desenvolvimento de novos produtos.

DISCUSSAO

Biologia Sistémica (System Biology) ¢ a denominacio dada para
a pesquisa que utiliza conhecimentos multidisciplinares, tais como
aqueles relacionados a biologia, matemadtica, engenharia, ciéncia da
computagdo, fisica, quimica, e até mesmo a linguistica, de forma
integrada. O objetivo de tal abordagem € compreender os sistemas
biol6gicos complexos, sinalizando um avango no estudo dos orga-
nismos vivos dentro de uma visdo holistica em vez da reducionista.
A abordagem reducionista, via de regra, € a mais usual na pesquisa
sobre a farmacologia e toxicologia (baseada na pesquisa da eficdcia de
um determinada substancia, sintética ou obtida de uma fonte natural,
num alvo especifico). A abordagem holistica tenta entender o sistema
biol6gico como um todo (composi¢ao quimica, metabolismo e fun-
¢des), a partir ndo apenas do estudo das partes, mas principalmente
das inter-relagdes entre elas que resultam no funcionamento dos
organismos. Acredita-se que partindo deste principio seja possivel
dar um passo adiante na pesquisa por novos medicamentos, onde a
acdo do protdtipo ou do farmaco no sistema bioldgico € multifatorial.
Aqui, as chamadas ciéncias Omicas, que buscam a caracterizagdo e
a quantificagdo coletiva de conjuntos de moléculas bioldgicas, tais
como a gendmica, a transcriptomica, a protedmica e a metabolomica,
desempenham um papel central neste processo de conhecimento
integrado dos organismos.

Focaremos a discussdo a seguir em metaboldmica (termo usado
para definir o conjunto de dados qualitativos e quantitativos sobre to-
dos os metabdlitos secunddrios de uma determinada matriz de origem
biolégica), que € considerada uma das mais avancadas abordagens
sobre o mapeamento quimico de um organismo da biodiversidade.

A metabolomica € um enfoque muito versatil, podendo ser
utilizada em diferentes tipos de estudos, tais como na investigacao
de alteracdes metabdlicas de um organismo em resposta ao estresse
induzido por agentes fisicos (luz UV, calor, desidratagdo, etc.), qui-
micos (como farmacos e agroquimicos) ou biolégicos (patégenos ou
outros). Nesses casos, a identificagdo do subconjunto de metabdlitos
que caracteriza a diferenca entre as amostras obtidas em condi¢des
ecofisioldgicas diferentes € priorizada. Pesquisas com esse enfoque
vém sendo aplicadas em vdarios estudos de plantas: caracterizacdo de
mutantes, relacdes taxondmicas e ecoldgicas, quimiossistematica,
avaliac@o e comparacio de plantas geneticamente modificadas, dentre
outros.'>'¢ E, portanto, uma estratégia bastante itil também para a
investiga¢do metabdlica de variedades vegetais de interesse agricola
e para o controle de qualidade de produtos naturais para consumo
humano, cujas legislagdes tendem a ficar cada vez mais restritivas
mundialmente, tais como fitoterdpicos, suplementos alimentares e
cosmecéuticos. Devido a esta ampla gama de aplicacdes, a metabo-
l6mica vem crescido exponencialmente nas pesquisas que envolvem
a quimica de produtos naturais, a julgar pelo incremento no nimero
de publica¢oes observado nessa drea.’

Os estudos metabolomicos sdo realizados fundamentalmente
a partir de andlises comparativas sobre os perfis metabdlicos indi-
viduais obtidos para as diferentes amostras. Um perfil metabdlico
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pode ser definido como um conjunto de sinais cromatograficos e/ou
espectroscopicos adquiridos para uma amostra complexa de extratos
vegetais, animais e microorganismos, de fluidos biolégicos (urina,
sangue, plasma, etc.) obtidos a partir de métodos analiticos que
revelem todas as caracteristicas quimicas inerentes a determinados
padrdes funcionais e estruturais das classes de produtos naturais
analisadas. Esse conjunto de informacdes analiticas € interpretado e
deve refletir todos os metabdlitos secunddrios detectdveis e presentes
na amostra em estudo.'>!81

O estudo metaboldmico aplicado a bioprospeccao pode ser feito
em duas etapas. A primeira envolve o cruzamento de informacdes
relativas aos perfis metabdlicos dos extratos investigados e das
atividades bioldgicas observadas para estes. Havendo diferencas de
atividades bioldgicas entre amostras, a segunda etapa envolve andlises
metabdlicas mais detalhadas. Nesta fase, as técnicas de separagio
acopladas as espectrométricas de alto desempenho (essas técnicas
serdo discutidas mais adiante neste manuscrito), sdo realizadas para
a obtencdo das informagdes quali- e quantitativas sobre a maior
quantidade possivel de constituintes de cada amostra. Por exemplo,
a comparagdo simples entre um extrato ativo e um extrato inativo
pode indicar os metabdlitos essenciais a atividade observada para o
primeiro (aqueles associados aos sinais espectrométricos e/ou cro-
matogréaficos observados apenas na amostra ativa). Se a comparacao
envolver muitos extratos ativos e inativos em um ensaio especifico, a
possibilidade de localizar com mais precisdo os compostos candidatos
a principios ativos (hits) aumenta significativamente, o que agiliza a
pesquisa de descoberta de ativos da biodiversidade.

O mapeamento completo da constituicdo metabdlica de uma
espécie exige, necessariamente, o uso de instrumentos e de técnicas
analiticas avangadas de alto desempenho, pois o nimero de compos-
tos micromoleculares em um extrato a base de plantas ou de outros
materiais de origem bioldgica pode chegar a milhares. Por isso, o
acoplamento de uma técnica que leve a separacéo dos constituintes de
uma amostra com uma ou mais técnicas espectroscopicas que deem
informacdes sobre a estrutura destes constituintes € frequentemente
utilizado para o estabelecimento dos perfis metabdlicos de amostras.

Dentre as técnicas de separagdo mencionadas destacam-se a
cromatografia gasosa de alta resolucdo (HRGC) e a cromatografia
liquida (LC) de alta e de ultra-alta eficiéncia (HPLC e UHPLC, res-
pectivamente), sendo as duas dltimas as mais aplicadas em estudos
metabolomicos por serem adequadamente compativeis com qualquer
tipo de analito. Mesmo possuindo algumas vantagens, como colunas
com elevada capacidade de picos e ndo utilizar solventes, a HRGC
exige compostos volatilizdveis e termoestdveis a aproximadamente
350 °C. Além disso, HPLC e UHPLC sao instrumentos de facil ma-
nuseio, podem ser totalmente automatizados e exibem boa resolugio,
reprodutibilidade e seletividade.!>?*?? Apesar dos recentes avangos
tecnoldgicos em colunas cromatogréficas e fases estaciondrias em
LC (geragdo de colunas com menos de 2 um de didmetro, totalmente
porosas ou com superficies porosas e centros compactos, com altura
de pratos tedricos da ordem de 3.4-3.5 um) e em instrumentacio
(equipamentos comerciais de ultima geragdo operando a pressdes
de até 1200 bar), incluindo os sistemas multi-dimensionais (2D-LC),
ainda pode ocorrer co-eluicdo de um nimero significativo de subs-
tancias na andlise de uma amostra complexa devido as limitacdes em
capacidade de picos e tempo de andlise.'®!***?* Além disso, o impacto
causado pelo descarte dos solventes também € apontado como uma
grande desvantagem da LC. Estima-se que cerca de 34 milhdes de
litros de efluentes sdo gerados anualmente, no mundo, pelas andlises
feitas por HPLC, sendo os solventes nocivos acetonitrila (MeCN) e
metanol (MeOH) notadamente os mais usados em tais anélises.?>2°
Mesmo com evidéncias de que o contato frequente com solventes
nocivos pode afetar negativamente a satide dos analistas, assim como
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o ecossistema de onde as andlises sdo efetuadas, até agora poucos
esforgos foram dirigidos pelos especialistas em cromatografia liquida
para substituir ou eliminar os solventes usuais utilizados nesta técnica,
por outros menos téxicos ou pelos preferencialmente limpos.??"-3!
Para atenuar o problema ambiental, a redugdo do consumo de solven-
tes por meio da miniaturizacao dos cromatdgrafos e, principalmente,
das colunas sdo alternativas apropriadas. Com relacéo a escolha de
um solvente menos danoso ao meio ambiente, etanol (EtOH) € van-
tajoso para utilizacio nas fases moveis e na preparagdo de amostras.
E um produto biodegradavel, nio téxico e pode ser obtido a partir
de recursos renovdveis por fermentacido. Adicionalmente, o EtOH
apresentando propriedades solventes e cromatograficas similares ao
MeOH, pode ser um substituto altamente benéfico.?**>3>33 O Brasil,
sendo o maior produtor de etanol do mundo a partir de cana-de-agtcar,
pode sair na dianteira viabilizando o uso corriqueiro deste solvente
em andlises por LC.

O nosso grupo de pesquisa, o Nucleo de Bioensaios, Biossintese
e Ecofisiologia de Produtos Naturais (NuBBE), vem desenvolvendo
estratégias para a substitui¢@o de solventes nocivos nas investigacdes
sobre produtos naturais da biodiversidade brasileira por LC. O uso de
“solventes verdes” estdo sendo priorizados nas andlises de rotina do
laboratdrio visando estabelecer as “impressdes digitais” cromatogra-
ficas de inimeras amostras de plantas. Tal enfoque € particularmente
util para andlise de plantas medicinais devido ao programa criado
pelo Ministério da Satide para viabilizar o uso de fitoterdpicos pelo
Sistema Unico de Sadde (SUS),3*3 ¢ atender aos regulamentos da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) para o seguro
de fitoterdpicos. Além disso, uma estratégia geral para a otimizacio
de métodos menos impactantes para fins de impressdo digital de
amostras complexas vem sendo realizadas.*>-%

Ja entre as técnicas espectrométricas, a espectrofotometria no
ultravioleta-visivel com arranjo de diodos (DAD-UV/Vis), a es-
pectrometria de massas de alta resolu¢cdo (HRMS) e a ressondncia
magnética nuclear (NMR 1D e 2D) destacam-se para a obtencdo
de perfis metabdlicos de amostras complexas.'>3’ Detectores DAD-
UV/Vis sdo os mais comumente acoplados a HPLC e UHPLC, pois
apresentam alta sensibilidade e boa linearidade e sdo técnicas rela-
tivamente insensiveis a mudancas no fluxo e na temperatura da fase
movel. Portanto, bastante confidveis, faceis de operar e podem prover
informagdes estruturais sobre os constituintes da amostra se detectores
com arranjo de diodos forem utilizados. No entanto, s6 os analitos que
absorvem na regido UV/Visivel sio detectados. Ja o uso da NMR vem
crescendo exponencialmente nos ultimos anos devido a sua robustez
e alta sensibilidade na quantificagdo dos nicleos orginicos ativos
mais populosos: 'H, *C, N, 3'P. Seu uso pode ser feito a partir de
hifenagdo com LC em fluxo continuo (on-flow) para determinagao
dos constituintes majoritdrios, ou por coleta de fragdes em micro
colunas de extragdo de fase sélida (SPE) permitindo a realizagdo
de espectros bidimensionais (off-line) e a deteccdo dos compostos
minoritarios. Além disto, por meio do uso de sequéncias de pulso
adequadas, € possivel a detec¢do in situ de compostos conhecidos
por meio da obtenco de espectros de NMR de moléculas individuais
em mistura sem haver a necessidade de separa¢do.’” No entanto, além
dos problemas inerentes da técnica, em especial aqueles dos is6topos
menos abundantes como o *C, a sobreposicdo dos sinais em espectros
de alta complexidade continua sendo um desafio. A incorporagao de
experimentos bidimensionais ou n-dimensionais € uma alternativa
interessante para vencer esse obstdculo, assim como o uso de ferra-
mentas estatisticas comentadas mais adiante neste manuscrito.’ No
entanto, de acordo com publicagéo recente, a combinacdo de UHPLC
acoplada a HRMS com ionizagao por eletrospray e analisador por
tempo de voo (ISE-ToF) e/ou a espectrometria de massas tandem
(MS™ é a abordagem que fornece, atualmente, a melhor relacdo



1608 Funari et al.

custo-beneficio.”” A HRMS € uma técnica extremamente sensivel,
demandando quantidades minimas de amostra, menor tempo de
andlise e menor custo instrumental, proporcionando um arsenal de
informagdes valiosas quanto a estrutura dos metabdlitos de interesse. !
Contudo, € importante ressaltar que os resultados adquiridos em um
espectrometro de massas especifico dificilmente sdo reproduzidos
em sua integridade em outro instrumento com as mesmas caracte-
risticas (tipos de fonte de ionizag@o e analisador, por exemplo). Por
vezes, essa dificuldade em reprodutibilidade € observada até mesmo
entre instrumentos do mesmo modelo e do mesmo fabricante. Em
resumo, pode-se dizer que cada uma das técnicas analiticas acima
descritas possui vantagens e limitacdes. Apds a obtencdo de dados de
uma amostra por meio das técnicas de separagdo e espectrométricas,
outras andlises qualitativas mais robustas devem ser desenvolvidas,
especialmente para evitar o trabalho sobre algumas matrizes com
muitas informacdes ji conhecidas, evitando assim desperdicio de
tempo e custo financeiro.

O alto custo e o tempo despendido para as andlises de produtos
naturais impulsionaram muitas pesquisas sobre a racionalizacio
metodoldgica para tais fins. A defini¢do de desreplicagdo (do in-
glés, dereplication, e que significa “ndo replicar”) foi introduzida
na literatura cientifico-académica no inicio dos anos 90, tendo sido
definida como uma etapa crucial no processo de triagem de extratos a
fim de evitar o isolamento e a determinagao estrutural de substancias
jé conhecidas por meio dos métodos convencionais.* Na verdade,
trata-se de andlise qualitativa em misturas complexas. As técnicas de
desreplicagcdo atualmente disponiveis utilizam plataformas acopladas,
sendo, em sua maioria, compostas por um elemento de separagao de
alta eficiéncia acoplado a uma detector com capacidade de varredura
espectrométrica.*’

Por exemplo, recentemente uma estratégia genérica de desrepli-
cacdo de extratos de plantas foi proposta a partir de métodos desen-
volvidos para se obter o perfil metabélico de dois extratos de Lippia
salviaefolia (Verbenaceae) e do uso de informagdes disponiveis na
literatura cientifica, por vezes subutilizadas.*! Neste estudo, as técni-
cas UHPLC-DAD-UYV acopladas a espectrometro de massas de alta
resolucdo com analisador por tempo de voo (ToF) foram utilizadas
para investigar quinze extratos de diferentes 6rgdos de plantas do
género Lippia, levando a identificac@io de substancias em todos os
extratos pesquisados sem a necessidade de dispendiosos trabalhos
de reisolamento. O uso de andlise multivariada de dados permitiu,
ainda, o agrupamento de amostras por semelhancas na producio de
metabdlitos especiais selecionados.*! Posteriormente, El-Elimat e
colaboradores aplicaram semelhante estratégia para a desreplicagio de
extratos citotoxicos de fungos, porém utilizando UHPLC-DAD-UV
acoplado a espectrometro de massas de alta resolu¢io com analisador
do tipo armadilha de fons de Kingdon (Orbitrap), tendo identificado
mais de 170 metabdlitos.*

A geragdo de muitos dados que podem ser coletados a partir do
uso das técnicas analiticas modernas, em estudos metabolomicos
exige, necessariamente, além da estratégia de desreplicacdo acima
mencionada, a associa¢do de técnicas e de abordagens estatisti-
cas.’’* Muitas vezes € necessdrio tratar os dados cromatogréficos
previamente, pois perfis metabdlicos estdo sujeitos a erros expe-
rimentais inerentes do método analitico que devem ser corrigidos
antes da andlise de dados. Quando, por exemplo, andlises de perfis
cromatograficos de metabdlitos sdo replicadas observam-se variagdes
nos tempos de retencio para um determinado pico. Essas variacdes
podem ser causadas por erros experimentais, mas também pelo con-
tinuo processo de envelhecimento da coluna cromatogréfica.* Como
técnicas quimiomeétricas costumam incluir cdlculos matriciais, elas
s6 funcionardo adequadamente quando o tempo de retencio de uma
determinada substincia for o mesmo nos diferentes cromatogramas.*

Quim. Nova

Assim, uma corregdo deve ser realizada para alinhar os picos corres-
pondentes, por meio das chamadas técnicas de deformacao.* A partir
do pré-tratamento dos dados, sejam aqueles obtidos por técnicas de
separagao e/ou espectroscopicas, técnicas quimiométricas capazes de
selecionar informagdes relevantes poderdo ser usadas para diferen-
tes propdsitos. Por exemplo, comparacdes de amostras para efeito
de acesso de identidade podem ser feitas por meio de coeficientes
de correlag@o ou calculando-se o grau de similaridade entre uma
amostra e aquela de referéncia.®® J4 para estudos taxondmicos e de
quimiossistemdtica, ou para correlacionar um perfil metabdlico auma
determinada atividade bioldgica, a aplicag@o de técnicas quimiomé-
tricas de andlise multivariada é recomendada.’”## Elas permitem a
classifica¢do ou a formag@o de conglomerados de dados ou clusters,
por meio da andlise de componentes principais (PCA) ou de andlise
hierdrquica de agrupamentos (HCA), minimos quadrados parciais
(PLS), andlises discriminantes, anélises de correlacdes, etc.’743

Cabe mencionar, ainda, que outro emprego crescente de um
perfil metabdlico envolve a avalia¢do de identidade e de qualidade
dos materiais a base de plantas e de seus produtos derivados, como
fitoterdpicos, fitofdrmacos, suplementos alimentares, cosméticos,
etc. O controle de matéria prima de origem vegetal nos dias atuais
torna-se cada vez mais necessdrio, dado que as espécies, mesmo
dentro de um mesmo grupo taxondmico ou afins, podem apresentar
perfis metabdlicos diferentes no que se refere a classes e também na
concentracio de tais metabolitos. O perfil metabdlico caracteristico
de uma amostra é chamado de impresséo digital ou fingerprint.!>*
Assim, o fingerprint (quali e/ou quantitativo) de uma amostra com
as caracteristicas desejadas pode ser utilizado como referéncia para,
por exemplo, avaliar o controle de qualidade de extratos vegetais ou
para verificagdo da estabilidade de produtos acabados, sendo uma
estratégia recomendada pela Organizagdo Mundial da Satdde para
o controle de qualidade de produtos fitoterdpicos.** O controle de
qualidade de produtos bio-derivados para fins terapéuticos ganha
cada vez mais forca pelo entendimento de que a mera presenca de um
marcador (ou de um nimero de marcadores) em um produto ou maté-
ria-prima com composi¢ao complexa nio reflete necessariamente as
suas propriedades bioldgicas totais. Estas podem estar fundamentadas
em efeitos sinérgicos entre vdrios constituintes, em quantidades
especificas (mesmo aqueles presentes em pequenas quantidades),
atuando em diferentes receptores de um organismo (lembrando que
as doengas sao, dentro de uma visdo mais holistica, em geral, causa
multifatorial).?0+

CONCLUSAO

O desafio de identificar todos os componentes em uma amostra
complexa e de entender as suas inter-relagdes e interacdes em corpos
vivos, seja no organismo que o produz, seja no organismo que o
ingere, evidentemente persiste. Uma abordagem sistémica em inves-
tigagdes cientificas dessa natureza, bem como o desenvolvimento e
0 acesso a técnicas analiticas (incluindo quimiométricas) eficientes
s30 mais que necessdrios, sdo exigéncias regulamentadas por leis,
em paises do mundo inteiro.

Devido ao aumento da preocupacio e da regulamentacdo am-
biental em diversos paises, a inclusdo de pardmetros ambientais nas
rotinas de trabalho do investigador envolvido em tais desafios € uma
tendéncia e vem influenciando desde o desenvolvimento de métodos
até o de tecnologias e técnicas analiticas em geral. % O consumo
de energia e ou de solventes durante a andlise, bem como no processo
de preparo de amostras a serem investigadas, despertam a atengio
de muitos pesquisadores, empresas e 6rgaos regulamentadores, que
seguem em busca de alternativas menos impactantes e mais eficien-
tes. 2635364547 Egga preocupagdo deve despertar especial aten¢do do
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quimico de produtos naturais, uma vez que a sua pratica laboratorial
pode, no limite, impactar diretamente sobre o meio-ambiente de onde
obtém o seu objeto de estudo.’

O uso de desreplicacdo e comparacdes de amostras em escala
reduzida, como critério importante na decisdo da escolha de alvos
potencialmente inovadores em extrato complexos, ¢ um caminho a
ser priorizado. Aliado a isso, uma gama imensa de ensaios molecu-
lares, que também demandem quantidades minimas de extratos e
substancias, deve ser utilizada preferencialmente antes da decisdo
pelo isolamento de um composto alvo.

A abordagem metabolomica para avaliar ativos da biodiversidade
refor¢a a importancia de pesquisa de vanguarda na drea de produtos
naturais, bem como do acesso a técnicas e instrumentagdo analiticas
de ultima gerag@o. Essas abordagens de prospec¢@o molecular contri-
buirdo para aumentar o impacto da pesquisa realizada por cientistas
brasileiros na drea de produtos naturais, bem como para alavancar o
processo de inovagdo e o avango tecnoldgico relacionados aos pro-
dutos da biodiversidade. Essa estratégia vai de encontro ao decreto
presidencial no. 5.813, de 22 de junho de 2006, que instituiu a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos como prioridade
nacional. Os principios norteadores do referido decreto enfatizam
a necessidade do uso sustentdvel da biodiversidade brasileira, dado
que plantas medicinais de uso tradicional selecionadas, com proce-
dimentos de controle de qualidade bem estabelecidos e executados,
poderiam ampliar o leque de opgdes terapéuticas e, assim, contribuir
para a ampliacdo e melhoria do Sistema Unico de Satide (SUS). Esses
esforcos fortalecerdo toda a cadeia de producdo de fitoterdpicos e de
outros produtos derivados da biodiversidade com alto valor agrega-
do, hoje um mercado substancial nos paises centrais e com grande
potencial de crescimento no Brasil.
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