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RESUMO

A Doenca de Chagas (DC), causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma
cruzi, € uma Doenca Tropical Negligenciada (DTN) que acomete
aproximadamente sete milhdes de pessoas em todo o0 mundo com um arsenal
terapéutico restrito, sendo o medicamento benzonidazol, o Unico utilizado para
este tratamento no Brasil. A familia Myrtaceae € uma das mais importantes da
flora brasileira, uma vez que apresenta espécies comestiveis e, principalmente,
por apresentar relatos de diversas atividades bioldgicas. No presente estudo, 0s
Oleos essenciais de 18 espécies desta familia foram submetidas a técnica de
destilacdo por arraste a vapor para que os mesmos fossem extraidos. Além
disso, foram desreplicados 177 compostos diferentes com concentracdes
compreendendo a 90,4 - 98,1% da composicdo total. As amostras dos 6leos
foram submetidas ao método estatistico multivariado néo supervisionado PCA,
onde foi possivel verificar a similaridade e dissimilaridade das diferentes
espécies em estudo. Além do mais, foi realizado o ensaio de atividade anti-
T.cruzi in vitro. Destes, oito 6leos essenciais foram considerados promissores
(ICs0 < 10 pug/mL e Sl > 10) contra o protozodrio: Calyptranthes brasilienses,
Calyptranthes widgreniana, Campomanesia xanthocarpa, Eugenia acutata,
Eugenia florida, Eugenia widgrenii, Plinia cauliflora, e Psidium guajava. A analise
pelo método estatistico multivariado supervisionado PLS-DA, permitiu identificar
compostos (pelo tempo de retencdo e indice de Kovats) e apontou (E)-
cariofileno, a-humuleno, limoneno, 6xido de cariofileno e a-copaeno
desempenhando um papel importante na agéao anti-T. cruzi. Por fim, foi realizado
o estudo sazonal de seis espécies do estudo inicial, ao qual foram desreplicados
184 compostos diferentes com concentracbes compreendendo entre 90.1 —
98.15% da composicéao total dos OEs. Além disso, também foi realizado ensaio
para atividade anti-T.cruzi ao qual verificou que em diferentes esta¢cbes do ano,
uma espécie pode ser considerada promissora para tal atividade biolégica ou
nao. Concomitante a sazonalidade, pode-se inferir que a temperatura e indice
pluviométrico séo fatores importantes e que influenciam na composi¢ao quimica
e concentracdo dos OEs. Assim temos que, deste estudo trés espécies

produziram OEs promissores (Clso < 10 pg/mL e Sl > 10) contra o protozoério



em diferentes estagcdes do ano: E. uniflora, nas estagdes primavera, verao e
outono; P. cauliflora, nas estacdes outono e inverno e P. guajava, nas estacfes
primavera e inverno. Os resultados obtidos demonstraram o potencial dos 6leos
essenciais de espécies de Myrtaceae como fontes valiosas de compostos
bioativos contra o T. cruzi.

Palavras-chave: Myrtaceae; Metabolémica; Oleos Essenciais; Trypanossoma
cruzi.



ABSTRACT

The Chagas Disease (CD), caused by the flagellate protozoan Trypanosoma
cruzi, is a neglected tropical disease (NTD) that affects approximately seven
million people worldwide with a restricted therapeutic arsenal and the drug
benzonidazole is the only one used for this treatment in Brazil. The Myrtaceae
family is one of the most important of the Brazilian flora, since it presents edible
species and, mainly, because it is reported to have several biological activities.
In the present study, the essential oils from 18 species of the Myrtaceae family
were subjected to the steam distillation technique for extraction. In addition, 177
different compounds were dereplicated with concentrations comprising 90.4 -
98.1% of the total composition. The oil samples were subjected to the
unsupervised multivariate statistical method PCA, where the similarity and
dissimilarity of the different species under study could be verified. In addition, an
in vitro anti-T.cruzi activity assay was performed. Of these, eight essential oils
were considered promising (IC50 < 10 pg/mL and SlI > 10) against the protozoan:
Calyptranthes brasilienses, Calyptranthes widgreniana, Campomanesia
xanthocarpa, Eugenia acutata, Eugenia florida, Eugenia widgrenii, Plinia
cauliflora, and Psidium guajava. Analysis by the supervised multivariate
statistical method PLS-DA, allowed identifying compounds (by retention time and
Kovats index) and pointed out (E)-cariofileno, a-humuleno, limoneno, 6xido de
cariofileno, and a-copaeno playing an important role in anti-T. cruzi action.
Finally, the seasonal study of six species from the initial study was performed, in
this experiment, 184 different compounds were dereplicated with concentrations
ranging from 90.1 - 98.15% of the total composition of the EOs. In addition, an
assay for anti-T.cruzi activity was also performed, which verified that in different
seasons of the year, a species can be considered promising for such biological
activity or not. Concomitant to seasonality, it can be inferred that temperature
and rainfall are important factors that influence the chemical composition and
concentration of the EOs. In this study, three species had promising EOs (CI50
< 10 pg/mL and SI > 10) against protozoa in different seasons of the year: E.

uniflora, in spring, summer and fall; P. cauliflora, in fall and winter; and P.



guajava, in spring and winter. The results obtained demonstrated the potential of
essential oils from Myrtaceae species as valuable sources of bioactive

compounds against T. cruzi.

Keywords: Myrtaceae; Metabolomics; Essencial Oils; Trypanosoma cruzi.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario, Trypanosoma cruzi, afeta
cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas em todo o mundo, principalmente na américa
Latina, e estima-se que 70 milhdes de pessoas estejam em risco de contrair a
doenca (DNDia, 2019; WHO, 2022). Apesar de ja ser conhecido o genoma do
parasita responsavel pela Doenca de Chagas, o diagndstico é dificil, uma vez
que, na fase aguda é realizado por meio das provas parasitolégicas diretas. Além
disso, o parasita estd em muitos tecidos e provavelmente em fase latente
(CROFT, 2017; DNDia, 2019).

Dentre as opcOes de medicamentos usados atualmente, se limita ao
Nifurtimox e Benzonidazol. Entretanto, o Nifurtimox foi retirado em 1980 do
mercado brasileiro, restando apenas o Benzonidazol para o tratamento como
tripanocida. Além disso, esse, apresenta alta toxicidade, e ha relatos de
pacientes, que nas condicGes clinicas apresentam efeitos colaterais como
nauseas, vémitos e intolerancia hepatica (ESTEVAM, 2017). Além do mais, sdo
eficazes apenas durante a fase aguda e o inicio da fase crbnica, ndo tendo efeito
significativo nos estagios finais da doenca de Chagas (DNDia, 2019; MORENO,
2018; PITA, 2011). Assim, faz-se necessario o desenvolvimento de novos
medicamentos no tratamento da Doenca de Chagas, o que torna valiosa a busca
por novos compostos com tal potencial biologico, principalmente na area de
produtos naturais.

Sendo assim, as plantas que carregam os chamados principios ativos,
preparados pela quimica da natureza em milh8es de anos, apresentam, dentre
0S compostos presentes em plantas, os metabdlitos secundarios que merecem
destaque por apresentarem uma grande diversidade de estruturas e serem vitais
para as plantas, apresentando diversas fun¢cdes como defesa contra herbivoros
e patégenos, regulacdo do metabolismo e perpetuacdo das espécies vegetais
(ANKAD, 2016; DUVAL, 2016; WOLFENDER, 2015). Estes compostos se
tornam importantes para os avancos cientificos no estudo dos vegetais, uma vez
gue, 0s extratos secos, compostos isolados e 0s 6leos essenciais de plantas séo,
cada vez mais, uma alternativa ao desenvolvimento de novos farmacos para o

tratamento de varias doencas, como antibacteriana, anti-inflamatoria,
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antifingica, antioxidante e antiprotozoaria (AZEREDO, 2013; ESTEVAM, 2017;
SILVA, 2010; SILVA,2013).

Com o surgimento das técnicas de separacdo mais eficientes, merecem
destaque a cromatografia gasosa (CG) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Além disso, a hifenacdo dessas técnicas analiticas, a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM) permitiu a obtencdo de
informacdo mais precisa acerca da composicdo quimica das amostras
complexas como dos extratos e 6leos essenciais das plantas, por exemplo.

Com o0 uso de técnicas analiticas e analise estatistica multivariada,
utilizada com o auxilio de software, os estudos dos metabdlitos (metabolémica),
seja de plantas ou outros organismos Vivos, pode-se extrair informacdes
relevantes dos dados fornecidos pelas amostras de forma mais rapida, sensivel
e menos trabalhosa, como a descoberta de compostos bioativos ou
biomarcadores, por exemplo.

Dentre as familias de plantas que apresentam potencial farmacoldogico, a
Myrtaceae é considerada uma das familias mais importantes da flora brasileira,
uma vez que apresenta grande quantidade de espécies comestiveis, para
fabricacao de suco, doces e até mesmo geléias (CASCAES, 2015; CRUZ, 2004,
FARIAS, 2020; FRAUCHES, 2016; STADNIK, 2016). Além disso, pode ser
destacada pelas diversas atividades bioldgicas relatadas na literatura, como
atividade analgésica, antibacteriana, anti-inflamatéria, antimicrobianas, atividade
antioxidante, dentre outras (CASTRO, 2015; FRAUCHES, 2016; RADULOVIC,
2015; RAMADASS, 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

A proposta deste trabalho constitui da realizacdo do estudo metabolémico e
avaliacdo biolégica dos 6leos essenciais de diferentes espécies vegetais da
familia Myrtaceae, através de ensaios in vitro, com T.cruzi. E correlacionar os

dados obtidos na busca de compostos ativos com atividade anti- T.cruzi.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Aquisicdo do material vegetal das diferentes espécies da familia
Myrtaceae, na Mata Atlantica da cidade de Alfenas-MG e regido;

b) Obtencdo dos Oleos essenciais das diferentes espécies da familia
Myrtaceae;

c) Realizacdo de ensaios in vitro para avaliagdo da atividade tripanocida dos
Oleos essenciais;

d) Desreplicacdo dos constituintes dos Oleos essenciais das diferentes
espécies da familia Myrtaceae analisadas por CG-EM,;

e) Andlise de correlagdo in silico por técnicas metaboldémicas para
determinacao dos principais compostos dos OEs responsaveis pela acao
tripanocida entre as 18 espécies diferentes;

f) Estudo da variacdo sazonal com seis diferentes espécies.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 DOENCA DE CHAGAS

Doencas tropicais negligenciadas (DTN) englobam cerca de 17 doencas,
as quais sdo encontradas principalmente em paises subdesenvolvidos, como na
regido da Africa Subsaariana, América Central, América do Sul, Sudeste Asiatico
e o0 subcontinente indiano. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconhece
a urgéncia de desenvolver novas ferramentas e tecnologias para combater essas
doencas que sdo consideradas os maiores problemas de salude do mundo
(ALCANTARA, 2021; FERNANDES, 2021). Dentre essas DTN, a Doenga de
Chagas (DC) destaca-se, pois estima-se que 6 a 7 milhdes de pessoas em todo
o mundo estejam infectadas com o protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, o
causador da doenca. Além disso, segundo a iniciativa de medicamentos para
doencas negligenciadas (DNDi — Drugs for Neglected Diseases Initiative)
calcula-se que 70 milhdes de pessoas estejam em risco de contrair a doenca
(DNDia, 2019).

Essa doencga ja esteve restrita ao continente sul americano. Entretanto,
nas Ultimas décadas o padrao epidemiolégico dessa doenca mudou, devido a
mobilidade populacional, urbanizacdo e emigracdo, passando a ser
predominantemente urbana. Como consequéncia, um numero crescente de
casos foi detectado no Canadé, Estados Unidos e, em muitos paises da Europa
(WHO, 2022). Com esse novo quadro de casos de doencas em regides ndo
endémicas, surgiu um problema de saude global. Sendo assim, mais estudos
Sao necessarios para tratar ndo somente a doenca de Chagas como também as
demais doencas negligenciadas (CROFT, 2017). Além do mais, menos de 10%
das pessoas com doenca de Chagas nas Ameéricas sao diagnosticadas, e
somente cerca de 1% das que tém a doenca recebe tratamento antiparasitario
(DNDia, 2019).

No Brasil, a prevaléncia da doenca de Chagas varia de 1,9 a 4,6 milhdes
de pessoas infectadas com T. cruzi. Segundo o SINAN (Sistema de Informagé&o
de Agravos de Notificagdo), com dados obtidos entre os anos de 2008 a 2017, a
regido norte é a mais afetada pelo Trypanosoma cruzi. Apesar da queda no

namero de casos notificados de 2016 para 2017, houve um aumento de mais de
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300% desses casos de 2008 a 2017, como se observa na tabela 1 abaixo com

dados de julho/2019.

Tabela 1 - Distribuicdo dos casos de Doenca de Chagas aguda, 2008 a 2017.

UF de residencia 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017
Norte
Acre 0 1 5 0 0 1 2 6 16 1
Amapé 17 8 6 11 11 10 14 6 6 26
Amazonas 0 3 24 12 6 5 5 24 3 8
Para 74 202 68 126 168 141 164 220 333 297
Rondbnia 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0
Roraima 0 0 0 0 1 0 0 2 0 0
Tocantins 6 0 0 16 0 0 5 1 3 0
Nordeste
Bahia 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Ceara 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Maranhao 5 5 0 10 0 1 1 9 2 1
Pernambuco 0 0 9 5 0 0 0 0 0 0
Piaui 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Rio Grande do Norte 0 0 0 0 0 0 0 0 9 2
Sergipe 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
Centro-Oeste
Goias 0 0 15 8 0 1 2 0 0 0
Mato Grosso 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Mato Grosso do Sul 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Sudeste
Espirito Santo 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Rio de Janeiro 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Sao Paulo 0 0 0 0 0 1 1 0 0 3
Sul

Rio Grande do Sul 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0
Brasil 104 220 130 190 189 163 196 268 372 340

Fonte: SINAN, 2019

No ano de 2020, segundo boletim emitido em abril de 2021 pelo Ministério da

Saude, foram registrados casos de DC em 9 estados brasileiros, cerca de 95%

concentrados na regido norte do pais, sendo pouco mais de 75% da contaminacdo

por via oral e quase 7% por contaminacdo vetorial, como se observa na tabela 2.
(SARTO, 2021; BRASIL, 2021). Apesar da queda observada em relacdo aos anos

anteriores, ainda ha grande numero de casos da doenca no pais.



Tabela 2 - DistribuicAo dos casos de Doenca de Chagas Aguda,
registrados em 2020.

Regido/ Unidade Taxa de incidéncia /
Federada de Infeccao No % 100 mil habitantes
NORTE
Acre 1 0.68 0.05
Amapéa 2 1.37 0.12
Amazonas 5 3.42 0.12
Para 129 88.36 0
Rondénia 1 0.68 1.49
Roraima 0 0.00 0.24
Tocantins 0 0.00 0
138 94.52 0.74
NORDESTE
Bahia 3 2.05 0.02
Ceara 0 0.00 0
Maranhéo 0 0.00 0
Pernambuco 0 0.00 0
Piaui 0 0.00 0
Rio Grande do Norte 0 0.00 0
Sergipe 0 0.00 0
3 2.05 0.01
SUDESTE
Minas Gerais 1 0.68 0
Espirito Santo 0 0.00 0
Rio de Janeiro 3 2.05 0.02
Séo Paulo 0 0.00 0
4 2.74 0
SUL
Parana 1 0.68 0.01
Santa Catarina 0 0.00 0
Rio Grande do Sul 0 0.00 0
1 0.68 0
CENTRO-OESTE
Distrito Federal 0 0.00 0
Goias 0 0.00 0
Mato Grosso 0 0.00 0
Mato Grosso do Sul 0 0.00 0
0 0.00 0
BRASIL 146 100 0.07

Fonte: Secretaria de Vigilancia em Saude | Ministério da Saude (2020)
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A doenca de Chagas, descrita em 1909 por Carlos Ribeiro Justiniano das
Chagas, é também conhecida como tripanossomiase americana, causada por um
hemoflagelado (protozoario flagelado que parasita o sangue) chamado de
Trypanosoma cruzi (T. cruzi) (BRITO, 2019). Sua transmissdo ocorre por um
triatomineo, sendo que os vetores mais encontrados no Brasil sdo conhecidos como
Rhodnius prolixus e Triatoma infestans, pertencentes a ordem dos Hemiptera e da
familia Reduviidae, e popularmente sdo chamados de barbeiro ou chupéo, para um
hospedeiro mamifero (LIMA, 2018).

Figura 1 - Esquema representativo do ciclo de vida do parasita T. cruzi da doenca
de Chagas.

No insecto o O insecto pica e defeca a0 roesio terapo. O @O Os tripomastigotas irvadem células onde se

Barbeiro triporeastigota passa & ferida ras fezes. transforrear e amastigotas.

Tranformam-se em tripomastigotas A O
iplicam- @ Os tripanossornas entdio  raultiplicar-se dentio das
3‘1 R invadern novas células em Células assexualmente.
Tripanomastigotas regides diferentes do
Sanguineos corpo gue rvader e onde
&0 sbsorvidos por se rultiplicar corao
Onwo nsecto em amastigotas.
Transformam se em nova picada

epimastigotas no

mtestino do msecto @5\

S /= A
A Eslfsfo lxjfecclmfo 5) o Os arvastigotas transfonmarm-se em
Aﬂ’:ﬂa@o diagndstico triporeastigotas e destroem a célula

Fonte: https://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html (modificado), acesso
agosto,2022.

No ciclo biolégico do T. cruzi, representado pela figura 1, ha dois hospedeiros:
um invertebrado (triatomineo) e um mamifero (seres humanos, por exemplo,
considerados hospedeiros acidentais) (TORRES-SILVA, 2018). Nos seres humanos,
a infeccao vetorial classica geralmente ocorre a noite quando os triatomineos apos o
repasto sanguineo, depositam suas fezes contendo as formas epimastigotas e
tripomastigotas metaciclicas do protozoario proximo ao orificio usado para a sucgao e
a pessoa instintivamente, ao cocar, arrasta as fezes ou a urina, nos olhos, na boca ou
em qualquer ruptura da pele (PITA, 2011; TORRES-SILVA, 2018; WHO, 2022).


https://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html
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No sangue periférico dos hospedeiros mamiferos, as formas tripomastigotas,
depois de um tempo, diferenciam-se na forma amastigota. Essa é a responsavel pela
proliferacdo intracelular do parasita e, apés alguns ciclos de replicacdo (de forma
assexuada), as formas amastigotas se diferencia novamente nas formas
tripomastigotas, que séo liberadas, podendo atingir a corrente sanguinea apés a
ruptura celular. Devido a sua motilidade, as formas tripomastigotas sdo capazes de
infectar outras células ou tecidos, fechando o ciclo quando um triatomineo nao
infectado fizer seu repasto sanguineo (PITA, 2011).

Os mamiferos também podem ser infectados pelo parasita T. cruzi por meio de
transfusdo de sangue, congénita, transplante de érgaos usando 6rgaos de doadores
infectados, acidentes de laboratério e ingestdo de alimentos contaminados, como por
exemplo o acai, com fezes de triatomineos, sendo esta a principal causa de infec¢ao
atualmente (TORRES-SILVA, 2018; WHO, 2022).

Apoés a infeccdo por T. cruzi, ocorre a fase aguda, que acontece durante 2
meses apoés a infec¢cao e € caracterizada por alta parasitemia, ou seja, grande nimero
de parasitas que circulam no sangue. Além disso, 0s sintomas sao ausentes ou
inespecificos como: febre, dor de cabeca, palidez, dor muscular, dificuldade em
respirar, inchaco e dor abdominal (TORRES-SILVA, 2018; WHO, 2022).
Normalmente, décadas apés a fase aguda, os pacientes entram na fase cronica da
doenca, tendo, essa fase, como caracteristica um amplo espectro de sintomas e baixa
parasitemia (VALBUSA, 2019; WHO, 2022). Nessa fase, cerca de 30% dos pacientes
sofrem de cardiomiopatias (caracterizada por cardiomiopatia dilatada, insuficiéncia
cardiaca congestiva e defeitos do sistema de conducao), até 10% tem alteracdes
digestivas (na maioria das vezes, aumento do es6fago ou coélon) e um pequeno
namero de pessoas podem apresentar sintomas neurolégicos (TORRES-SILVA,
2018; VALBUSA, 2019; WHO, 2022).

Apesar de ja ser conhecido o genoma do parasita responsavel pela doenca de
Chagas, o diagnéstico é dificil, uma vez que, na fase aguda é realizado por meio das
provas parasitoldgicas diretas, ou seja, busca-se visualizar diretamente no
microscopio o parasita no sangue da pessoa com suspeita de infeccéo, entretanto,
normalmente, ndo ha sintomas nessa fase. Além disso, o parasita estd em muitos
tecidos e provavelmente em fase latente (CROFT, 2017; DNDia, 2019).
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Desta forma, as op¢des de medicamentos usados atualmente se limitam a dois
medicamentos: Nifurtimox (lancado em 1967, pela Bayer®) e Benzonidazol (lancado
em 1972, pela Roche®, e hoje produzido pelo Laboratério Federal de Pernambuco —
LAFEPE) (CROFT, 2017; DNDi, 2019; PITA, 2011). Entretanto, oS mesmos
apresentam efeitos adversos relacionados a alta toxicidade, inumeros efeitos
colaterais, genotoxicidade. A impossibilidade de uso em pacientes com quadro
psiquiatrico, neurologico, renal ou doencas hepéaticas. Vale ressaltar que, o Nifurtimox
foi retirado em 1980 do mercado brasileiro, restando apenas o Benzonidazol para o
tratamento como tripanocida. Além disso, sua eficacia é parcial, uma vez que para ter
sucesso no tratamento o Benzonidazol precisa ser administrado logo apés a infeccéo,
incluindo os casos de transmissdo congénita, porém, 0s sintomas iniciais ou agudos
da doenca de Chagas, muitas vezes, sdo confundidos com outras patologias, o0 que
dificulta o tratamento. Além do mais, esses medicamentos séo ineficazes na fase
crénica da doenca (ARIAS, 2021; DNDi, 2019; GALVAO, 2021; MORENO, 2018;
WHO, 2022).

Considerando-se o arsenal terapéutico restrito e a toxicidade relatada dos
medicamentos atuais no tratamento da doenca de Chagas, faz-se necessaria a busca
por alternativas terapéuticas mais seguras e eficazes, incluindo o uso de plantas
medicinais como fonte de novos compostos 0 que sugere o desenvolvimento de
atividades nas diversas areas da quimica, como area de produtos naturais, a qual
podemos ressaltar a fitoquimica.

Além disso, de acordo com a literatura, as atividades anti-T.cruzi reportadas de
compostos de 6leos essenciais (OEs) englobam uma vasta quantidade, sendo que
alguns merecem destaque, como por exemplo, 6xido de cariofileno, citral, (E)-
cariofileno, eugenol, limoneno, mirceno, nerolidol, a-cadinol, a-copaeno, a-pineno, a-
selineno, (E)-cariofileno, B-selineno e p-cimeno. Esses compostos foram reportados
como compostos principais devido a sua grande porcentagem em algumas espécies,
mas também em pequenas concentragcdes em outras (CARNEIRO, 2017; COSTA,
2012; ESTEVAM, 2017; ESTEVAM, 2018; FERNANDES, 2021; MORENO, 2018;
PEREIRA, 2021; SALES, 2016; SILVA. 2013). Vale a pena destacar ainda a
importancia do efeito sinérgico provocado pelos compostos encontrados em

guantidades inferiores.



28

3.2 PRODUTOS NATURAIS

As plantas produzem os chamados principios ativos, preparados pela quimica
da natureza em milhdes de anos. Segundo a Ciéncia, os segredos da cura de muitas
enfermidades estdo guardados nas matas, principalmente da América Latina. No
Brasil, centenas de plantas medicinais h& séculos sdo pesquisadas e utilizadas na
manutencao da boa saude (ANKAD, 2016).

Compostos presentes em plantas, de um modo geral podem ser agrupados em
duas grandes classes: 0s metabdlitos primarios e os metabdlitos secundarios. As
plantas sintetizam os metabdlitos primarios que sdo essenciais para o funcionamento
das células tendo por funcao: nutricdo, crescimento e desenvolvimento das mesmas
pela producédo de lipidios, carboidratos e proteinas, ou seja, substancias que sao
essenciais para sua sobrevivéncia, metabolismo basico.

E também sintetizam, através da biossintese, uma grande diversidade de
metabdlitos secundarios que néo estdo presentes de forma ubiqua entre elas, sendo
em geral caracteristicas de um grupo restrito, como uma familia ou um género, ou até
mesmo exclusivos a uma espécie. Os metabdlitos secundarios, apesar de receberem
esse nome, as substancias oriundas dessas vias sdo vitais para as plantas,
apresentando fun¢des como: defesa contra herbivoros e patégenos, protecdo contra
raios UV e poluicdo, atracdo de polinizadores e dispersores de sementes, regulacéo
do metabolismo e perpetuacéo das espécies vegetais. (DUVAL, 2016; WOLFENDER,
2015).

A utilizacdo das plantas medicinais tem sido muito significativa nos ultimos
anos, merecendo incentivo da OMS. No entanto, o uso popular, e mesmo o tradicional,
ndo sao suficientes para validar cientificamente as plantas medicinais como
medicamentos eficazes e seguros (CUNHA, 2009). Assim, o uso das plantas para
fins medicinais tem despertado um grande interesse pelo conhecimento da sua
composicdo quimica. Nas ultimas décadas, observa-se um amplo avanco cientifico no
estudo dos vegetais, uma vez que, 0s extratos, compostos isolados e os Oleos
essenciais de plantas sdo cada vez mais uma alternativa ao desenvolvimento de
novos farmacos para o tratamento de varias doengas (SILVA, 2010).

Os OEs sao misturas complexas de metabdlitos secundarios que estdo se

tornando a cada dia mais atraentes, pois ha um grande arsenal de compostos
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bioativos aos quais, apresentam uma vasta quantidade de atividades biol6gicas, como
antibacteriana, anticancer, anti-inflamatoéria, antimutagénica, antifingica, antioxidante
e antiprotozoaria (AZEREDO, 2013; ESTEVAM, 2017). De acordo com a literatura, a
atividade farmacolégica de um OE é relacionada a seus principais componentes,
entretanto, ndo se deve descartar o efeito sinérgico provocado pelos compostos
encontrados em quantidades inferiores. (DIAZ, 2018; ESTEVAM 2017). Existem
evidéncias de que os OEs tém baixa densidade e rapida difusdo nas membranas
celulares causado, provavelmente, pela sua solubilidade lipidica, devido a presenca
de terpenos, que sdo os principais responsaveis pelo carater hidrofébico dos OEs,
permitindo sua difusdo através da membrana celular do parasito e, como
consequéncia, levando a sua morte. (CARNEIRO, 2017; ESTEVAM, 2017; SALES,
2016; SANTOS, 2019)

Os OEs além de serem uma mistura complexa de metabdlitos secundarios,
diversos fatores influenciam seu rendimento e sua composi¢cdo quimica. Esses
podendo ser por interferéncias internas e/ou externas, ou seja, interface quimica entre
plantas (processo bioquimicos e/ou fisioldgicos) e ambiente (sazonal e/ou diarias, por
exemplo). Desta forma, podemos destacar alguns fatores que remontam a
variabilidade quimica: o desenvolvimento da planta/idade, ao qual ha relatos em que
tecidos mais novos geralmente tem maior taxas biosintética de metabolitos; ritmo
circadiano, onde ha interferéncia na composicdo quimica ou concentracdo dos
compostos dependendo do periodo do dia ou noite ao qual ocorre a coleta; radiacédo
ultravioleta (UV), fator que esta relacionada a maior ou menor incidéncia luminosa;
sobre a altitude, ha poucos estudos utilizando este fator e esta diretamente
relacionado as radiacbes UV, ou seja, quanto maior a altitude mais susceptiveis 0s
compostos estdo as radiacfes. Assim como os demais fatores citados anteriormente,
a temperatura € um dos maiores influenciadores e nao héa estudos deste, uma vez que
este é uma consequéncia dos fatores altitude e sazonalidade. Assim como o indice
pluviométrico, tem que ser levado em consideracdo sua distribuicdo mensal, anual ou
sazonal e a capacidade de absorcdo de 4gua do solo pela planta. E por fim, a
sazonalidade, é um dos fatores mais importantes para variabilidade quimica, um vez
gue depende da estacdo do ano ao qual o material foi coletado (COSTA, 2009; DE
CAMARGO, 2018; RAPOSO, 2018).
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Neste sentido, a definicdo do periodo em que o material vegetal é coletado &
de grande relevancia, uma vez que a producdo dos metabdlitos secundarios pela
planta depende de fatores ambientais que variam de acordo com a sazonalidade,
como, por exemplo, temperatura, precipitacdo pluviométrica e incidéncia solar. Sendo
assim, vale destacar que os fatores que alteram a composigéao e/ou concentragao dos

metabolitos secundarios nao atuam isoladamente, mas concomitantemente.

3.3 METABOLOMICA

Dentro do campo das ciéncias Omicas, que inclui a gendmica (estudo da
alteracdo dos genes), a transcriptomica (estudo das alteracfes dos transcritos), a
protedbmica (estudo das alteracdes das proteinas), um dos novos campos € a
metabolémica a qual é responsavel pelo estudo da descricdo dos metabdlitos, ou seja,
é definida como a andlise qualitativa e quantitativa abrangente de todos os metabdlitos
(0 metaboloma) presente em um organismo. Esses metabdlitos, como ja dito
anteriormente, sdo os metabdlitos primarios (essenciais para a sobrevivéncia dos
organismos) e metabdlitos secundarios. Nesse grupo incluem-se: terpenos,
alcaloides, policetideos, horménios e polifendis (BELINATO, 2019; BOUFRIDI, 2016;
CANUTO, 2018; YULIANA, 2011a;).

A metaboldmica emergiu como uma tecnologia valiosa para o perfil e a
comparacao abrangente de metabdlitos em sistemas bioldgicos, tendo como principal
objetivo reunir a maior quantidade possivel de informacdes metabdlicas de um
organismo ou sistema biolégico. Na analise metabolémica (termo introduzido em
2001, por Oliver Fiehn, como sendo a analise abrangente e quantitativa do
metaboloma de um sistema biol6gico) o principal interesse esta nas moléculas,
produzidas por organismos vivos por meio da interagdo com enzimas biossintéticas,
gue apresentam baixa massa molar (<1000 Da) (BELINATO, 2019; BOUFRIDI, 2016;
CANUTO, 2018; DE VOS, 2007).

Além disso, a metabolémica tem desempenhado um papel essencial na
pesquisa ao ser empregada em diferentes areas, como ecologia quimica, clinica,
nutricdo, e principalmente a area de produtos naturais, que envolve animais,
parasitas, microorganismos e plantas, sendo estas, as que merecem destaque, pois

sdo especialmente ricas em metabdlitos quimicamente diversos e com variedade de
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concentracdes, influenciadas a partir de fatores genéticos e também externos, sendo
uma fonte importante de inspiracao para o desenvolvimento de novos medicamentos
em potencial, ou seja, sdo as grandes responsaveis pelo desenvolvimento/descoberta
de novas drogas. Além do mais, a metabolémica pode servir como uma ferramenta
eficaz para investigar os mecanismos de toxicidade e atividade de produtos naturais,
uma vez que o perfil metabdlico tem o papel de identificar a toxicidade no inicio do
processo de descoberta de medicamentos, o que pode economizar tempo e dinheiro
para empresas farmacéuticas (DE VOS, 2007; ZHAO, 2018).

Entretanto, existem desafios consideraveis em experimentos metabolémicos,
pois devido a complexidade quimica e a heterogeneidade dos metabdlitos, ha grandes
dificuldade tecnoldgica na aquisicao do perfil simultaneo de todos os metabdlitos, uma
vez que, atualmente, nenhum método analitico € capaz de extrair e detectar todos os
metabdlitos. Assim, h& necessidade de protocolos especificos para o preparo de
amostras, uma vez que, principalmente os extratos vegetais, que sao formados por
misturas complexas, é necessario um meétodo especifico de extracdo capaz de extrair
a maior variedade possivel de metabdlitos. Além disso, € necessario uma técnica de
andlise adequada para detectar a ampla variedade dos metabdlitos extraidos, assim
como a estratégia mais eficiente de processamento e interpretacdo dos dados
analiticos, uma vez que ainda ocorre a construgdo de bibliotecas de metabdlitos
consolidadas. Assim, faz-se necessario o uso de diferentes ferramentas analiticas a
fim de se identificar e classificar metabdlitos de varias classes (BELINATO, 2019; DE
VOS, 2007; YULIANA, 2011a; YULIANA, 2011b).

A espectrometria de massas (EM) é a técnica de andlise mais usada na
metabolémica, uma vez que proporciona analises rapidas, com alta sensibilidade e
seletividade. Entretanto, como se trata de amostras complexas ha necessidade da
hifenacdo de técnicas, como a cromatografia para a separacao dos compostos antes
de serem analisados. Sendo assim, a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) é uma técnica de andlise muito utilizada em
estudos metabolémicos, uma vez que apresenta alta robustez e repetibilidade. Além
disso, centenas de compostos podem ser analisados simultaneamente. Apresenta
uma grande vantagem para a aplicacdo em estudos metabolémicos que €é a
disponibilidade de bibliotecas espectrais, o0 que confere alta credibilidade na

identificacdo dos metabdlitos, pois combina a informacéo de tempo de retencéo e o
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padrao de fragmentacdo obtido, em decorréncia da ionizagdo por ionizagdo de
elétrons. A desvantagem da técnica esta na necessidade de apresentar compostos
estaveis a altas temperaturas, uma vez que a analise ocorre para compostos volateis
(BELINATO, 2019; CANUTO, 2018).

Outra técnica muito utilizada €é a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (CL-EM) que se tornou uma importante ferramenta
analitica para a metabolémica, uma vez que analisa compostos polares e ndo polares
pouco volateis e é considerada uma técnica abrangente no que se refere a classe de
compostos a serem analisadas, devido a grande variedade de fontes de ionizacg&o. E
uma técnica analitica que apresenta alta robustez, sensibilidade e seletividade, além
de ser de facil operacdo. Portanto, os compostos detectaveis por CL-EM incluem os
principais grupos de metabdlitos secundarios, visto que hd um maior nimero de
compostos com as polaridades destacadas acima, sendo 0s mais importantes
economicamente. Além disso, essa técnica permite tanto analises qualitativas quanto
analises quantitativas, fornecendo informacdes estruturais a partir de dados EM/EM
(BELINATO, 2019; CANUTO, 2018; DE VOS, 2007).

Ja a ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma técnica robusta e
abrangente, apesar de precisar de pouca quantidade de amostra e ndo destruir a
mesma apos andlise, as abordagens metabolémicas baseadas nesta técnica ainda
sdo restritas, pois apresentam baixa sensibilidade e seletividade, apresentando
regides espectrais com sobreposicdo de sinais e sdo necessarios equipamentos de
alta resolucéo (CANUTO, 2018; DE VOS, 2007).

Os estudos em metaboldmica podem ser divididos em duas estratégias, 0s
chamados target (metabol6bmica alvo) ou direcionada, que se trata de analise
guantitativa de um grupo de metabdlitos, seja esse grupo associado a uma via
metabolica especifica ou relacionado a uma determinada classe quimica, assim, o
mesmo visa 0 monitoramento desses para estabelecer uma relacdo entre a diferenca
entre as amostras com alguma propriedade dos metabdlitos selecionados. Ou seja, é
uma abordagem que visa a andlise de compostos especificos. Ja a estratégia
chamada de untarget (metabolémica global) ou ndo-direcionada, se trata de uma
analise qualitativa do maior nimero de metabolitos possivel, pertencentes a diferentes
classes quimicas, contidas em um determinado sistema bioldgico alvo. Nesta

7

abordagem, a composi¢cdo quimica das amostras em estudo é totalmente
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desconhecida e a andlise de todos o0s componentes detectaveis permite a
identificacdo dos compostos que as diferenciem, ou seja, € uma ferramenta de triagem
para discriminar amostras de diferentes estados biolégicos (os chamados
biomarcadores) (BELINATO, 2019; CANUTO, 2018; YI, 2016).

As etapas de aquisi¢do dos dados gerados a partir das analises metabolémicas
sdo abundantes, complexas e representam uma importante etapa destes estudos e,
por isso, ferramentas adequadas ao tratamento de dados devem ser empregadas a
fim de evitar erros de interpretacdo dos resultados e manter a integridade das
variacdes bioldgicas investigadas. Assim, 0s arquivos gerados tanto de CG-EM, CL-
EM quanto de RMN precisam passar por um refinamento, etapa esta conhecida como
processamento, para eliminacéo de ruidos - filtragem (separar o sinal proveniente de
um composto na amostra biolégica de um sinal chamado de ruido ao qual é
proveniente de interferéncia quimica ou instrumental, facilitando a etapa de detec¢éo
de picos), deconvolucao (identificar e quantificar os sinais de diferentes compostos
nas amostras que apresentam o mesmo tempo de retencao, identificando os sinais
verdadeiros e evitar falsos positivos). Além de reduzir a complexidade dos dados
tornando a andlise posterior vidvel e alinhamento de picos (visa corrigir os diferentes
tempos de retencdo de um mesmo metabolito em corridas diferentes - entre diferentes
amostras), bem como a normalizacdo dos dados (visa corrigir a variacao sistematica
e escalar dos dados para que diferentes amostras em um estudo possam ser
comparadas entre si, ou seja, deixando todos os ions em uma mesma escala).
Existem diversos softwares livres e comerciais destinados ao processamento de
dados, como OpenMS, MetAlign, MZmine, entre outros, que permitem o tratamento
destes dados (BELINATO, 2019; CANUTO, 2018; YI, 2016).

A analise de dados ou analise estatistica € indispensavel para a “mineragao”
de dados e a interpretacao visual, ou seja, € usada para extrair informacdes relevantes
dos dados fornecidos, como a descoberta de compostos bioativos, por exemplo. Os
métodos de analises podem ser do tipo univariada ou multivariada. Nas analises
univariadas, as variaveis de estudo (metabdlitos) sdo avaliadas separadamente,
sendo as mais utilizadas o teste t de Student ou andlise de variancia (ANOVA). Ja os
meétodos multivariados podem ser subdivididos em analise ndo-supervisionada, ao
qual demonstram uma correlacdo entre diferentes amostras de acordo com a sua

composicdo quimica verificando tendéncias e formando conglomerados de dados ou
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clusters de acordo com as similaridades das amostras. As analises néao-
supervisionadas mais utilizadas em metabolémica sdo analise de componentes
principais (PCA - Principal Component Analysis) e a andlise de agrupamento
hierdrquico (HCA - Hierarchical Cluster Analysis). Ja os métodos supervisionados,
como PLS (partial least squares) ou OPLS (orthogonal projections to latent structure),
utilizam estruturas de dados conhecidas para verificar padrbes e regras afim de
classificar amostras, predizer informacfes sobre novos dados e determinar
biomarcadores, como, por exemplo, constatar o grau de "similaridade biolégica" entre
as amostras para a determinagcdo de compostos bioativos (BELINATO, 2019;
BOUFRIDI, 2016; CANUTO, 2018; YI, 2016).

Apods a andlise de dados, a etapa que se segue para o estudo da metabolémica
€ a desreplicacdo (anotacdo de picos), um processo desafiador e demorado, que
consiste da identificagdo dos compostos de interesse. Essa identificacdo pode ocorrer
pela comparagdo das fragmentagbes sofridas, pelos diferentes métodos
cromatograficos e/ou espectrométricos, das amostras de interesse que forneceram
uma impressao digital da estrutura molecular que podem ser comparadas com as
bibliotecas de espectros construidas no proprio laboratério de analise, ou pelo uso de
bibliotecas comerciais, como a NIST (do inglés, National Institute of Standards and
Technology). Os casos em que ndo é possivel identificar as estruturas moleculares,
chamados de hits, pode ser indicio de um composto com estrutura inédita (BELINATO,
2019; BOUFRIDI, 2016; CANUTO, 2018; YI, 2016).

3.4 FAMILIA MYRTACEAE

A familia Myrtaceae faz parte do grupo principal das Angiospermas, contendo
cerca de 5800 espécies, e 120-130 géneros, aproximadamente, em todo mundo, mas
principalmente em regides tropicais e subtropicais, como América do Sul, Australia e
Asia Tropical (FARIAS, 2020; FRANCO 2021; FRAUCHES, 2016; SANTOS, 2019).
Os principais géneros dessas familias sdo Eugenia (600 espécies), Eucalyptus (300
espécies), Myrcia (300 espécies), Syzygium (200 espécies), Malaleuca (100 espécies)
e Psidium (100 espécies). No Brasil, é considerada uma das familias mais importantes
da flora brasileira, e envolve cerca de 23-27 géneros e em torno de 1.000 espécies
distribuidas por todo territério (CASCAES, 2015; FARIAS, 2020; STADNIK, 2016). As
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espécies desta familia sdo economicamente importantes, e apresentam grande
potencial agroindustrial, devido a alta prevaléncia de espécies comestiveis e também
séo utilizadas na medicina tradicional. Frutos comestiveis, como, Psidium guajava
(goiaba), Myrciaria cauliflora (jaboticaba), Eugenia uniflora (pitanga), sao utilizadas
para fabricacdo de suco, doces e até mesmo geléias. Espécies de Eucalyptus spp,
sao cultivadas para, quando atingir o estado de maturidade, serem colhidas para
producdo de papel e/ou carvdo vegetal (CASCAES, 2015; FARIAS, 2020;
FRAUCHES, 2016; STADNIK, 2016).

Além de seu uso como alimento e na industria, muitos OEs de plantas
pertencentes as espécies de Myrtaceae apresentam bioatividades diversas, como
atividade  analgésica, antibacteriana, anticancerigena, anticonvulsivante,
antidiabética, antifungica, anti-inflamatoria, antioxidante, antimaléarica, antimicrobiana,
anti-parasitaria, antisséptica, antiviral, propriedade citotdxica, expectorante, inseticida,
atividade anti-Leishmania e T.cruzi. (DURAZZINI, 2019; EL-NASHAR, 2021,
FALEIRO, 2017; FARIAS 2021; FRANCO, 2021; FRAUCHES, 2016; KHAZRAEI,
2021; SALMAZZO0, 2019; SANTOS, 2019; SURBHI, 2021)
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4 METODOLOGIA

4.1 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

Este trabalho consistiu no estudo dos 0Oleos essenciais das folhas frescas de
dezoito diferentes espécies da familia Myrtaceae, e destas, realizou- se o estudo da
sazonalidade em seis espécies. As espécies foram coletadas, com o
acompanhamento de um bidlogo, Jodo Pedro Costa Elias, na Mata Atlantica e/ou na
regido do perimetro urbano dos municipios de Alfenas-MG, El6i Mendes-MG e
Paraguacu-MG entre junho e agosto de 2017 para o primeiro estudo e, para o estudo
da sazonalidade a coleta foi realizada entre junho de 2017 e abril de 2018. Para a
coleta, visando nao prejudicar a existéncia das espécies, foi levado em consideracao
as suas condic¢des/ disponibilidades no ambiente.

Foram incluidas no estudo diferentes espécies com relatos na literatura de
diversas atividades biologicas, incluindo atividades antioxidade, atividade
antiparasitaria, na medicina popular, espécies comestiveis (frutas), além de espécies
sem estudo quimico e/ou bioldgico prévio. Todas as espécies foram identificadas pelo
professor Marcelo Polo e tiveram suas exsicatas depositadas no herbario UALF da
Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL-MG.

Do mesmo modo, todas as espécies foram cadastradas no Sistema Nacional
de Acesso de Gestdo de Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SISGEN), de acordo com as normas vigentes, podendo ser identificadas
no sistema sob registro nimero A20C5C9.

4.2 EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Folhas frescas foram reduzidas a pequenos pedacos e submetidas
individualmente a técnica de destilacdo por arraste a vapor (hidrodestilacdo), em
aparelho tipo Clevenger, por aproximadamente 4 horas, onde foram extraidos os 6leos
essenciais e armazenados em freezer a - 15 °C. As folhas que, apos a coleta néo foi
possivel fazer as extracOes imediatamente, eram mantidas intactas e refrigeradas a
5°C a 8°C por até 3 dias até que os 6leos essenciais fossem extraidos. Posteriormente

esses 0Oleos essenciais foram analisados em um cromatégrafo a gas Shimadzu GC-
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17A conectado a um espectrdmetro de massas MS-QP-5050A, do laboratério de
toxicologia da UNIFAL-MG e parte dos mesmos foram encaminhados ao laboratério
Novos Farmacos — Doencas Negligenciadas do Instituto Adolfo Lutz para realizacéo

do teste de atividade anti-Tripanossoma cruzi e citotoxicidade.

4.3 ANALISE DOS OLEOS ESSENCIAIS POR CG-EM

As analises dos 0leos essenciais das diferentes espécies foram realizadas por
CG-EM, um cromatdgrafo a gas Shimadzu (GC-17A) conectado a um espectrémetro
de massas (MS-QP-5050A), com injetor automatico split (Shimadzu AOC-20i), série
homologa de n-alcanos (C1l0 — C27), coluna capilar RtX-5 (5% fenil, 95%
polidimetilsiloxano 30 m x 0,32 mm x 0,25 ym; Restek, Bellefonte, PA, USA) e o
tratamento dos dados foi realizado através do software CG-EM Solution. Para essas
andlises foram realizadas inje¢des de 1,0 pyL de 6leo essencial diluido (1:100uL (v/v)
— Oleo essenciallhexano grau HPLC - Sigma-Aldrich (USA), com temperatura de
225°C, em um modo Split, split ratio, 50:1; a temperatura da interface foi de 250°C,
sendo hélio o gas de arraste utilizado com uma velocidade de 46,1 cm/s linear e
pressdo de 99,3 KPa; a temperatura do detector foi de 240°C, operando com o
seguinte programa de temperatura do forno: 60°C mantida durante 2 minutos,
elevando-se a 3°C/min até 240°C, mantida durante 5 min, sendo a temperatura da
fonte igual a 200°C. As analises em EI-MS foram conduzidas sob uma voltagem de
70 eV e a temperatura da fonte ionizadora foi de 200°C. Os indices de retencado de
todos os compostos foram determinados pelo indice de Kovats. As identificacdes dos
compostos dos Oleos essenciais das diferentes espécies foram realizadas
individualmente comparando-se os indices de Kovats e espectros de massas
juntamente com os padrées de fragmentacdo, daqueles compostos ja descritos na
literatura (ADAMS, 2017) e da biblioteca espectral (NIST08.LIB).

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-tripanossoma cruzi E CITOTOXICIDADE

4.4.1 Cultura de parasitas e células de mamiferos
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4.4.1.1 Trypanosoma cruzi

As formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (cepa Y) foram cultivadas em
células (LLC-MK2-ATCC CCL-7) em meio RPMI-1640, suplementado com 2% de soro
fetal bovino, a temperatura de 37°C em estufa com 5% CO:2. As formas intracelulares
de T. cruzi foram obtidas através da adicdo de suas formas tripomastigotas a
macrofagos em uma proporcao de 5:1 (parasitas/macrofagos), incubadas por 4 horas
(GRECCO, 2017).

4.4.1.2 Células LLC-MK2, NCTC e macréfagos peritoneais de BALB/c

Macrofagos peritoneais foram coletados das cavidades peritoneais de
fémeas de camundongos BALBI/c, através de lavagem com meio RPMI-1640, sem
indicador de pH (vermelho de fenol), suplementado com 10% de soro fetal bovino. As
células LLC-MK2 e NCTC (clone 929, ATCC) foram mantidas em meio RPMI-1640
sem vermelho de fenol, suplementado com 10% de soro fetal bovino a 37°C em estufa
umidificada com 5% de CO2 (GRECCO, 2017).

4.4.2 Determinagdo in vitro das concentragdes inibitorias a 50% de morte dos

parasitas

O potencial antiparasitario das amostras frente a tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi foi determinado inicialmente através da porcentagem de morte dos
parasitas a uma concentracdo de 200 pg/mL. As amostras foram dissolvidas em
DMSO e diluidas em meio de cultura, até atingir a concentracdo pré-estabelecida,
foram incubados com 1x10° parasitas/poco em placas de 96 pogos por 24 horas, em
estufa de CO2 (5%) a 37°C para o0s ensaios antitripanosoma. A viabilidade de ambos
0s parasitas foi determinada através de suas atividades mitocondriais, utilizando o
ensaio colorimétrico com MTT - brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-
difeniltetrazélio) a 570 nm, apds 48 horas. As amostras que apresentaram 100% de
morte do parasita a concentracdo de 200 pg/mL tiveram os valores de Clso definidos
seguindo o mesmo protocolo, porém, testadas diluindo-se a amostra de forma seriada
(200 — 0.1 pg/mL).
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4.4.3 Determinagé&o da citotoxicidade

A toxicidade das amostras foi determinada frente a células saudaveis NCTC -
clone 929, aplicadas a 6 x 10* células por poco com as substancias em meio M-199,
diluidas serialmente e mantidas em estufa com 5% CO2 a 37°C. A viabilidade celular

foi determinada através do ensaio colorimétrico do MTT apds 48 horas de incubacao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Foram obtidos 6leos essenciais (OEs) de folhas de 18 espécies da familia Myrtaceae
por hidrodestilacdo, em aparelho tipo Clevenger. Na tabela 3, estéo listados o nome
das espécies, nome popular, seus codigos, data de coleta, localizacdo, coordenadas

geograficas e nimero das exsicatas.

Tabela 3 - Listagem de amostras, codigos, dados de coleta e registro das 18 espécies de Myrtaceae
coletadas em Minas Gerais (Brasil).

Espécies Nome Popular Codigo Data da coleta® Localizagio® Coordenadas N° Exsicata
Callistemon viminalis Esponja de garrafa cVv 24 de Julho Alfenas 21°25'27.5" S, 45°56'51.2" W 968
Calyptranthes brasilienses - CB 02 de Agosto Alfenas (Frag “T”) 21°25'28.7" S, 46°05'44.8" W 2245
Calyptranthes widigeniana - cwW 26 de Julho Alfenas (Mat&o) 21°30'17.0" S, 45°53'10.8" W 3210
Campomanesia xanthocarpa Gabiroba CcX 31 de Julho Paraguacu 21°32'11.1" S, 45°43'30.7" W 2168
Eucalyptus citriodora Eucalipto EC 31 de Julho Paraguacu 21°33'53.1" S, 45°4326.5" W 875
Eugenia acutata Cambijuva EA 26 de Julho Alfenas (Mat&o) 21°30'15.2" S, 45°53'11.3" W 3104
Eugenia florida Pitanga preta EF 20 de Agosto Alfenas, Porto 21°25'36.2" S, 46°07'30.2" W 3110
Eugenia uniflora Pitanga EU 24 de Julho Alfenas 21°25'20.6" S, 45°57'04.3" W 1645
Eugenia widgrenii - EW 26 de Julho Alfenas (Matéo) 21°30'09.7" S, 45°53'13.5" W 2234
Marlierea laevigata - ML 02 de Agosto Alfenas (Porto) 21°25'36.2" S, 46°07'30.2" W 2124
Marlierea racemosa - MR 26 de Julho Alfenas (Matao) 21°30'15.2" S, 45°53'11.3" W 3268
Myrcia fenzliana - MF 26 de Julho Alfenas (Matéo) 21°30'17.0" S, 45°53'10.8" W 3223
Myrcia hebepetala “Aperta-guéla” HM 26 de Julho Alfenas (Mat&o) 21°30'17.0" S, 45°53'10.8" W 3225
Myrcia venulosa Avragazinho MV 26 de Julho Alfenas (Matdo) 21°30'15.2" S, 45°53'11.3" W 3224
Myrciaria coronata Jabuticaba coroada MC 28 de Julho El6i Mendes 21°35'59.0" S, 45°33'55.7" W 1678
Plinia cauliflora Jabuticaba PC 24 de Julho Alfenas 21°25'58.8" S, 45°57'42.0" W 1798
Psidium guajava Goiaba PG 24 de Julho Alfenas 21°25'30.6" S, 45°56'53.3" W 1025
Siphoneugena densiflora - SD 14 de Julho Alfenas (Porto) 21°25'22.0" S, 46°07'42.7" W 3219

Fonte: Da autora

Legenda: ®Todas as expedi¢cbes de coletas foram realizadas em 2017.
PAs amostras foram coletadas nos municipios de Alfenas, Paraguacu ou EI6i Mendes, todos
localizados no Estado de Minas Gerais, Brasil. Localizagbes especificas do campo sdo dadas entre
parénteses.

As folhas frescas hidrodestiladas das diferentes espécies proporcionaram
Oleos essenciais viscosos, com diferentes aromas e cores, sendo amarelo (mais
encontrado), branco e verde. Os 6leos essenciais foram analisados em triplicata por
CG-EM (coluna capilar RTX-5).

A desreplicacdo dos compostos dos Oleos essenciais foi realizada
individualmente comparando-se os indices de Kovats e espectros de massas

juntamente com os padrdes de fragmentacdo, daqueles compostos ja descritos na
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literatura (ADAMS, 2017) e/ou pela biblioteca espectral de massas. Nesse caso usou-
se o NISTO08, software proprio do equipamento.

As analises de CG-EM permitiram a obtencdo de 177 compostos diferentes
com concentragdes relativas compreendendo a 90,4 - 98,1% da composicéao total dos
OEs estudados, demonstrando que o método utilizado para desreplicacdo é eficaz.
Destes, a menor quantidade de compostos identificados por desreplicacdo foi 22,
representando 98.1% e a maior foi 67, representando 94.9% da quantidade total dos
EOs. Além disso, os sesquiterpenos foi o grupo mais representativo, estando
presentes, em maior quantidade, em cerca de 94% das espécies. Aproximadamente
78% deles mostraram ser compostos por hidrocarbonetos sesquiterpénicos como
compostos majoritarios, que variaram de 40,9 a 76,9% da composicao total. Os
sesquiterpenos oxigenados foram o0s principais compostos, compreendendo
aproximadamente 56% das espécies e variando de 10,3 a 42,2% da composic¢ao total.
Nem todas as espécies apresentaram concentracdes de monoterpenos, sendo que
83% das espécies apresentaram hidrocarbonetos monoterpenos com concentracées
variando de 0.9 — 59.3% e apenas 56% apresentaram monoterpenos oxigenados, com
suas concentrac¢des variando de 0.5 — 95.4%, como se observa na tabela 4 a seguir.

Por se tratar de estudo de uma familia, ao qual hd 11 géneros diferentes,
verificamos que esses OEs exibiram uma ampla diversidade quimica. Analisando
visualmente os compostos dos OEs (Tabela 4), observamos que 0.10% dos
compostos séo similares a quase todas as espécies (apresentando-se em mais de
70%) e sao esses: (E)-2-Hexenal, a-pineno, B-pineno, a-copaeno, a-gurjuneno, (E)-
cariofileno, a-guaieno, aromadendreno, a-humuleno, allo-aromadendreno, y-
muuroleno, B-seleneno, a-muuroleno, 6-cadineno, espatulenol, viridiflorol, epiglobulol,
a-muurolol. Vale ressaltar que esses compostos sdo encontrados em diferentes
concentracbes para cada uma das espécies. Entretanto, de todos os compostos
desreplicados, 58 sao exclusivos de algumas destas espécies em estudo, como se
observa na Tabela 5. Destes, cerca de 83% estdo com concentragao abaixo de 1%,
12% com concentracgéo variando de 1 - 6% e 5% com concentracdes elevadas, como
(2E,6E)-metil farnesoato, citronela e citronelol com concentracdes de 17.6%, 49.1% e
39.6%, respectivamente, sendo o primeiro caracteristico da C. brasilienses e os

demais da E.citriodora.



42

Tabela 4 - Composicéo dos 6leos essenciais de 18 espécies de Myrtaceae coletadas no Estado de Minas Gerais (Brasil). As analises foram realizadas por CG-EM e a anotacéo foi

baseada na similaridade dos espectros tedricos encontrados na base de dados NIST08 e nos indices de retencdo de Kovats. (Continua)

Compostos® RT® LI©® R4 Ccv CB CW CX EE EA EF EU EW ML MR MF HM MV MC PC PG SD Cl.
1 2,4-dimetil-3-pentanona 306 791 725 03 - - - - - - - - - - - - - - - - - NC
2 (2)-3-hexenal 315 798 814 - - - - - - - - 04 - - - - - - - - - NC
3 hexanal 319 801 806 - 0.2 - - - - - - - - 01 - - - - - - 0.1 NC
4 (E)-2-hexenal 399 85 814 02 07 - 02 - 07 08 05 21 02 11 02 02 01 - - 0.1 02 NC
5 (2)-3-hexenol 406 859 868 0.1 - 01 - - 02 02 - 01 - - - - - - - 03 - NC
6 acetato de isopentila 440 876 820 0.2 - - - - - - - - - - - - - - - - - oM
7 (2)-4-hexenol 442 877 868 - - - - - - 01 - - - - - - - - - - - NC
8 isobutirato de isobutila 518 911 856 0.2 - - - - - - - - - - - - - - - - - NC
9 a-tujeno 562 930 969 - 04 01 - - - 01 - 06 04 04 - - - - 03 - - HM
10 a-pineno 585 939 948 138 19 37 130 01 01 221 - 18.7 142 176 - - 30 30 62 07 27 HM
11  benzaldeido 6.43 952 982 - - - - - - - - - - - - - - - - 0.2 - NC
12  canfeno 6.26 954 943 0.2 - 04 - - - - - - 04 - - - - - - - - HM
13  sahineno 691 975 897 - 0.2 - - - - - - - 01 04 - - - - - - - HM
14  B-pineno 704 979 943 06 01 19 08 04 - 1.2 - 58 03 190 - - 32 07 16 - 28 HM
15 mirceno 743 990 958 03 03 01 48 01 - 04 - - 44 29 - - 36 - - 02 01 HM
16 AZ2-carena 7.84 1002 948 - - - - - - - - - 08 - - - - - - - - HM
17  ao-felandreno 785 1002 969 - 03 03 - - 02 05 - 0.7 - - - - - - - - - HM
18 p-menta-1(7),8-dieno 789 1004 1013 0.2 - - - - - - - - - - - - - - - - - oM
19 A3-carena 8.10 1008 948 - - - - - - - - - 03 - - - - - - - - HM
20 isobutirato de isoamila 8.05 1009 955 03 - - - 0.2 - - - - - - - - - - - - - NC
21  a-terpineno 8.30 1017 998 - 04 - - - - - - - 04 01 - - - 04 - - - HM
22  p-cimeno 853 1024 1042 17 15 tr 03 - 01 - - 14 02 - - - - - - 01 - HM
23  o-cimeno 8.59 1026 1042 - - - - - - 03 - 32 16 - - - - - - 02 - HM
24 limoneno 8.69 1029 1018 - - 15 22 - 09 19 - 54 123 20 - - 04 16 23 14 01 HM
25  silvestreno 8.73 1030 1018 - 03 - - - - - - - 21.7 - - - - - - - - HM
26  1,8-cineol 8.76 1031 1059 69.6 - 11 142 - - - - - - - - - - 41 92 105 - oM
27  (2)-B-ocimeno 8.96 1037 976 - - 01 09 - - - - - 01 05 - - 01 02 - 02 01 HM
28 (E)-B-ocimeno 9.42 1050 976 - - - 33 01 - - - - tr - - - 01 - - 1.3 01 HM
29  y-terpineno 9.78 1059 998 04 0.8 ftr 06 02 - - - 07 10 04 - - - - - 01 - HM
30 terpinoleno 10.98 1086 1052 tr 01 - - 01 - - - 01 10 03 - - - - - - - HM
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Tabela 4 - Composigéo dos 6leos essenciais de 18 espécies de Myrtaceae coletadas no Estado de Minas Gerais (Brasil). As analises foram realizadas por CG-EM e a anotacao foi

baseada na similaridade dos espectros tedricos encontrados na base de dados NIST08 e nos indices de retencao de Kovats.

(Continuagéo)

Compostos® RT® L1© R ¢Ccv CB CW CX EE EA EF EU EW ML MR MF HM MV MC PC PG SD Cl
31 linalol 11.32 1096 1082 0.5 - - - 08 - - - - - - - - - - 05 01 - oM
32  n-nonanal 1151 1100 1104 - - - - - - - - - - - - - 02 - - - - NC
33  exo-fenchol 12.28 1121 1138 0.2 - - - - - - - - - - - - - - - - - oM
34  trans-pinocarveol 12,99 1139 1131 03 - - - - - - - 03 - - - - - - - - - OM
35 neo-isopulegol 13.37 1148 1196 - - - - 47 - - - - - - - - - - - - - oM
36  isopulegol 13.43 1149 1196 - - - - 03 - - - - - - - - - - - - - NC
37 citronela 1358 1153 1125 - - - - 49.1 - - - - - - - - - - - - - oM
38 iso-isopulegol 13.86 1159 1196 - - - - 0.2 - - - - - - - - - - - - - oM
39 isoborneol 13.87 1160 1138 0.5 - - - - - - - - - - - - - - - - - oM
40  borneol 1429 1165 1138 0.2 - - - - - - - - - - - - - - - - - SO
41  terpinen-4-ol 1466 1177 1137 11 08 02 06 - - - - 08 - 05 - - - - - 02 - oM
42  o-terpineol 1521 1188 1143 4.2 - - 19 - - - - 09 - 14 - - - - 15 17 - HM
43  trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 15.24 1189 1201 0.1 - - - - - - - - - - - - - - - - - oM
44 citronelol 16.80 1225 1179 - - - - 39.6 - - - - - - - - - - - - - oM
45  cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 17.00 1230 1201 0.1 - - - - - - - - - - - - - - - - - oM
46  neral 17.32 1238 1174 - - - - 02 - - - - - - - - - - - - - oM
47  geraniol 17.95 1252 1228 - - - - 03 - - - - - - - - - - - - - oM
48  geranial 18.62 1267 1174 - - - - 03 - - - - - - - - - - - - - oM
49  metil nerolato 19.34 1282 1252 - 01 - - - - - - - - - - - - - - - - NC
50  8-hidroxi-neo-mentol 21.44 1330 - - - - - 03 - - - - - - - - - - - - - oM
51  &-elemeno 21.77 1338 1377 - - - - - - - - - - 05 02 07 03 22 11 - 0.8 HS
52  a-acetato de terpinila 2226 1349 1333 - - - 1.1 - - - - - - - - - - - - 01 - NC
53  a-cubebeno 22.33 1351 1344 - 02 12 - - - - 02 - 01 17 02 06 02 - - - 05 HS
54  a-longipineno 2241 1352 1403 - - - - - - - - - 1.2 - - 05 - - - - - HS
55  a-ylangeno 23.43 1375 1221 - 14 01 03 - 03 - 01 02 - - tr 04 - 02 02 - 06 HS
56  a-copaeno 23.49 1376 1221 - 28 49 33 - 75 60 20 45 09 44 08 28 15 26 28 25 09 HS
57 isoleno 23.48 1376 1419 - - - - - - - - - - - 02 01 01 03 - - 42 HS
58 acetato de geranila 23.70 1381 1352 - - - 02 - - - - - - - - - - - - - - NC
59  a-bourboneno 22.80 1383 1344 - - - - - - - 01 - - - 01 - - - - - - HS
60  B-bourboneno 24,05 1388 1339 - 03 09 - - 0.7 tr 01 - - 03 02 - 05 07 - - - HS
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Tabela 4 - Composigéo dos 6leos essenciais de 18 espécies de Myrtaceae coletadas no Estado de Minas Gerais (Brasil). As analises foram realizadas por CG-EM e a anotacao foi

baseada na similaridade dos espectros tedricos encontrados na base de dados NIST08 e nos indices de retencao de Kovats.

(Continuagéo)

Compostos® RT® L1© R ¢Ccv CB CW CX EE EA EF EU EW ML MR MF HM MV MC PC PG SD Cl
61 B-cubebeno 24.04 1388 1339 - 01 04 - - 10 02 01 - - 03 02 10 01 02 02 - 0.3 HS
62 [B-elemeno 24,15 1390 1398 - 1.3 45 - - 26 14 07 - 02 04 - 05 06 18 03 - - HS
63  sativeno 24,21 1391 1339 - - - - - - - 01 - - - - - - - - - - HS
64  (2)-cariofileno 24,95 1408 1494 - - - - 05 - - 21 - 08 - - 27 20 - - 69 15 HS
65  a-gurjuneno 25.00 1409 1419 - 1.7 03 06 - 02 tr 02 02 - 01 01 03 06 - 02 03 - HS
66  (E)-cariofileno 26.36 1419 1494 - 53 191 147 08 161 109 23 90 25 119 82 52 34 54 42 45 28 HS
67 B-copaeno 25.90 1432 - - - 02 - - - 01 - - tr 01 01 02 04 04 02 - 0.1 HS
68  B-gurjuneno 25.95 1433 1403 - - - - - 09 - - - - - - - - 03 08 - - HS
69 y-elemeno 26.08 1436 1465 - 02 02 - - - - 119 - - - 02 34 - - - - - HS
70  a-guaieno 26.20 1439 1490 - 04 42 07 - 65 - 03 39 - 02 01 01 02 45 41 45 - HS
71  aromadendreno 26.27 1441 1386 - 1.3 - - - 08 17 30 03 07 08 16 20 44 19 34 08 15 HS
72  2-fenil etil butanoato 26.28 1441 1458 0.3 - - - - - - - - - - - - - - - - - NC
73  6,9-guaiadieno 26.39 1444 - - - 01 - - 05 - - - - 0.2 - - - 04 03 01 22 HS
74  cedrano 26.62 1449 1393 - - - - - - - - - - - - 04 - - - - - HS
75  cis-muurola-3,5-dieno 26.64 1450 - - tr 01 - - - - - - tr - - - - - - - - HS
76  a-himachaleno 26.68 1451 1494 - - - - - - - - - - 21 - - - 05 - - - HS
77  espirolepequineno 26.69 1451 - - - - - - - - - - - - - - - 02 - - - HS
78  trans-muurola-3,5-dieno 26.78 1453 - - - - - - - - - - - 02 - 01 - 0.2 - - - HS
79 a-humuleno 26.82 1454 1579 - 1.5 6.4 7.0 0.1 4.7 2.5 1.9 1.1 0.2 1.2 0.7 1.2 0.8 1.0 0.8 2.4 0.4 HS
80 [B-santaleno 27.05 1459 1425 - - - 01 - - - - - - - - - - - - - - HS
81  sesquisabineno 27.06 1459 - - - - - - - 01 - - - - - - - - - - - HS
82  allo-aromadendreno 27.07 1460 1386 0.1 10 0.7 - - 16 10 17y 09 04 30 13 09 21 13 25 02 32 HS
83 cis-cadina-1(6).4-dieno 27.18 1463 - - - - - - - - - - - - - 01 01 - - - - HS
84  9-epi-(E)-cariofileno 27.33 1466 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.2 HS
85  cis-muurola-4(14),5-dieno 27.35 1466 - - - - - - - - - - - - - 01 - - - - - HS
86  dauca-5.8-dieno 27.60 1472 - - - - - - - - - - - - - 01 - - - - 1.0 HS
87  4,5-di-epi-aristolocheno 27.63 1473 - - - - - - 01 - - 01 - - - - - - - 04 - HS
88 trans-cadina-1(6),4-dieno  27.77 1476 1440 - 01 06 - - 01 01 - - 02 06 03 01 01 03 - - 0.1 HS
89  y-gurjuneno 27.80 1477 1461 - - - - - - - - - - - 04 - 01 - - - 14 HS
90  y-muuroleno 27.91 1479 1435 - 11 16 16 - 20 12 15 05 04 16 20 22 16 21 21 04 6.2 HS
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Tabela 4 - Composicéo dos 6leos essenciais de 18 espécies de Myrtaceae coletadas no Estado de Minas Gerais (Brasil). As analises foram realizadas por CG-EM e a anotacéo foi
baseada na similaridade dos espectros tedricos encontrados na base de dados NISTO08 e nos indices de retencdo de Kovats. (Continuacéo)

Compostos® RT® LI©® R® ¢Ccv CB CW CX EE EA EF EU EW ML MR MF HM MV MC PC PG SD Cl.
91 amorfa-4.7(11)-dieno 27.97 1481 - - - - - - - - - - - - 01 - - - - - - HS
92 germacrenod 27.99 1481 1515 - 40 29 - - 21 30 188 - 04 44 140 213 108 59 39 - 11.5 HS
93  a-amorfeno 28.13 1484 1440 - - - 03 - 03 - 06 02 - 02 01 - - 02 03 - - HS
94  B-selineno 28.37 1490 1469 - 09 38 13 - 84 31 08 56 03 04 03 08 09 71 6.6 89 07 HS
95  (E)-metil isoeugenol 28.47 1492 - - - - 0.2 - - - - - - - - - - - - - - NC
96  &-selineno 28.49 1492 - - 1.0 - 02 - - - 02 - - - 01 - - - - - 1.3 HS
97  cis-B-guaieno 28.51 1493 - - - - - - - 02 - - - - - - - - - - - HS
98  trans-muurola-4(14),5-dieno  28.53 1493 1435 - 01 01 - - - - - - tr 01 01 0.7 - - - - - HS
99  y-amorfeno 28.63 1495 - - - - - - 04 - - - - - 0.7 - - 16 - 1.0 - HS
100 valenceno 28.66 1496 1474 - 1.2 11 1.8 - - - 01 08 01 01 - - 04 03 - - - HS
101 viridifloreno 28.68 1496 1419 - 33 39 - - - 3.7 - - - 23 23 - 22 - - - 26 HS
102 a-selineno 28.74 1498 1474 0.2 05 - 05 - 26 - 10 17 01 01 - - 02 20 31 36 - HS
103 hiciclogermacreno 28.83 1500 1499 - 24 19 - - 22 25 - - 08 32 40 76 80 22 - - 1.8 HS
104 a-muuroleno 28.84 1500 1580 - - 07 05 - 112 04 11 02 01 01 10 27 07 09 11 09 18 HS
105 acifileno 28.89 1501 - - 1.7 - - - - - - - - - - - - - - - - HS
106 trans-B-guaieno 28.92 1502 - - - - - - 0.2 - - - - - - - - - - - HS
107 a-chamigreno 28.96 1503 - - - - - - - - - - - - - - - - 08 - - HS
108 B-bisaboleno 29.04 1505 1500 - 02 - 1.2 - - 50 - - 01 - - 09 - - - - - HS
109 (E,E)-a-farneseno 29.03 1505 1458 - - - - - 04 - 02 - - - - - - - - - - HS
110 (2Z)-a-bisaboleno 29.09 1507 1518 - 04 - 03 - - 02 - - - - - - - - - - - HS
111 a-bulneseno 29.20 1509 1490 - 08 38 - - - - - - - - - - 04 - - - - HS
112 germacreno A 29.18 1509 - - - - - - 04 05 02 - 01 - 01 01 03 21 - - - HS
113 a-alasqueno 29.31 1512 - - - - - - - - - - - - - - - 16 - - - HS
114 ©-amorfeno 29.29 1512 - - - - - - - - 02 - tr 01 - 06 01 05 03 - 20 HS
115 y-cadineno 29.35 1513 1435 - 06 12 07 - 13 09 15 07 03 10 22 21 10 12 14 - 39 HS
116 trans-cicloisolongifol-5-ol 29.36 1513 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.1 SO
117 7-epi-a-selineno 29.67 1522 - - 0.1 ftr - - 02 02 - - - - - - - - - - - HS
118 ©-cadineno 29.72 1523 1469 - 56 58 25 - 62 49 46 25 16 40 56 68 37 48 38 07 94 HS
119 zonareno 29.97 1529 - - - - 0.8 - - - - - - - - - - - - - 15 HS
120 (E)-y-bisaboleno 30.03 1531 - - - - 03 - - 0.7 - - - - - - - - - - - HS
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Tabela 4 - Composicéo dos 6leos essenciais de 18 espécies de Myrtaceae coletadas no Estado de Minas Gerais (Brasil). As analises foram realizadas por CG-EM e a anotacéo foi
baseada na similaridade dos espectros tedricos encontrados na base de dados NISTO08 e nos indices de retencdo de Kovats. (Continuacéo)

Compostos® RT® LI©® R® ¢Ccv CB CW CX EE EA EF EU EW ML MR MF HM MV MC PC PG SD Cl.
121 trans-cadina-1,4-dieno 30.18 1534 1440 - 01 14 - - - - - 02 - 07 01 04 - 01 - - 04 HS
122 a-cadineno 30.33 1538 1440 - - 06 - - 04 03 - 01 tr 05 07 12 07 08 19 - 11 HS
123 furopelargona A 30.39 1540 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.6 SO
124 a-panasinseno 29.30 1540 1416 - - 02 - - 05 05 - 01 267 01 - - 01 - - 04 02 HS
125 a-calacoreno 30.62 1545 1547 - - - - - 07 02 01 11 - - - 02 - - - 03 05 HS
126 selina-3,7(11)-dieno 30.66 1546 1507 - 58 0.7 18 - - - - - 01 01 - - 02 02 02 - 0.1 HS
127 B-vetiveneno 31.02 1555 - - - - - - - - - - - - - - - - 0.2 - - HS
128 germacreno B 31.24 1561 1603 - 39 34 03 - 01 - 52 - 01 11 26 04 72 21 06 - - HS
129 (E)-nerolidol 31.32 1563 1564 - - - 06 - 04 01 - - - - - - - - - 04 - SO
130 [-calacoreno 31.43 1565 - - 01 - - - - - - - - - - - - - - - 0.3 HS
131 maaliol 31.53 1567 - - - - - - - - - - - - 1.7 03 02 - - - - SO
132 palustrol 31.56 1568 1530 - 46 - - - - - - 1.3 - tr - - 05 - - - - SO
133 Aalcool cariofilenilico 31.70 1572 1677 - - - - - - - - - - - - - - - - 05 - SO
134 espatulenol 3196 1578 1536 03 1.7 13 - - 1.2 09 37 - 01 04 16 17 34 29 40 - 51 SO
135 oxido de cariofileno 32.16 1583 1507 - - 1.7 17 01 54 31 - 46 - - - - - 54 77 52 04 SO
136 gleenol 32.33 1587 - - - - - - - - 30 01 - - - - - - - - SO
137 B-copaen-4a-ol 3249 1590 - - - - - - - - - - - - - - - - - 01 - SO
138 globulol 32,50 1590 1530 - 14 - 08 - 03 - - - 01 07 78 24 67 03 02 01 09 SO
139 viridiflorol 3258 1592 1530 0.2 06 03 05 - 02 01 - 03 01 01 18 04 14 - 03 - 06 SO
140 cubeban-11-ol 32.70 1595 - 02 12 02 - - - - 07 04 - tr 23 02 11 03 07 - - SO
141 epi-globulol 3155 1600 1530 04 20 12 - - 03 04 19 - - 06 38 25 30 14 06 02 06 SO
142 guaiol 32.92 1600 1614 - 03 - - - - - - - - - - - - - - - 02 SO
143 rosifoliol 32.89 1600 1598 0.1 - 01 - - - - 08 - - - 27 10 23 04 09 - - SO
144  ledol 32.99 1602 1530 - 08 03 - - 01 01 03 6.0 - - - - 08 04 12 tr - SO
145 B-atlantol 33.20 1608 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 20 SO
146 epodxido de humuleno i 33.21 1608 - - - 02 02 - 06 01 02 04 - - - - - 06 15 04 - SO
147 1,10-di-epi-cubenol 33.60 1618 - - - - - - 07 - - - - - 03 - - - - - - SO
148 2,7Z-bisaboladien-4-ol 33.60 1619 - - - - - - - - - - - - - - - - - 01 - SO
149 junenol 33.61 1619 - - - - - - - - 04 - - - 16 12 04 - - - - SO
150 1-epi-cubenol 33.95 1628 - - 07 08 13 - - - - - - - 12 07 06 - - - - SO
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Tabela 4 - Composicéo dos 6leos essenciais de 18 espécies de Myrtaceae coletadas no Estado de Minas Gerais (Brasil). As analises foram realizadas por CG-EM e a anotacéo foi
baseada na similaridade dos espectros tedricos encontrados na base de dados NISTO08 e nos indices de retencdo de Kovats. (Continuacéo)

Compostos® RT® L1© R®@ ¢Ccv CB CW CX EE EA EF EU EW ML MR MF HM MV MC PC PG SD Cl
151 eremoligenol 34.04 1631 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.7 SO
152 muurola-4.10(14)-dien-1B-ol 34.06 1631 - - - - - - 05 01 - 2.7 - - - - - - 05 27 - HS
153 selina-1,3,7(11)-trien-8-ono 34.15 1634 - - - - - - - - 6.0 - - - - - - - - - - SO
154 epi-a-cadinol 34.38 1640 1580 - - - - - - - - - - - - - - - 1.0 - - SO
cariofileno-4(12),8(13)-dien-
155 5q-o0l 34.40 1640 - - - 01 07 - - - - 16 - - - - - 15 16 6.7 - SO
cariofileno-4(12),8(13)-
156 dien-5@3-ol 34.41 1640 - - - - - - 09 - - - - - - - - - - 30 - SO
157 epi-a-muurolol 34.46 1642 1580 - 1.2 - 05 - 03 02 17 - - - 556 37 20 16 - 08 13 SO
158 cubenol 34.63 1646 1580 - - 13 11 - - - - - - 05 04 02 - - 02 - 04 SO
159 a-muurolol 34.61 1646 1580 - 04 04 16 - 04 01 07 05 01 - 22 15 08 08 - 08 0.7 SO
160 B-eudesmol 34.79 1650 1593 - - - 0.7 - 01 - - - - - 1.1 - 1.2 - - 04 08 SO
161 a-eudesmol 3491 1653 1598 - - - - - - - - - - - - - - - - - 03 SO
162 a-cadinol 34.93 1654 1580 - 1.7 21 16 - 07 07 28 - - 04 83 46 27 38 23 - 1.5 SO
163 selin-11-en-4a-ol 35.14 1659 1593 - - - - - 26 - - 05 - - - - - - - 16 - SO
164 selina-6-en-4-ol 33.75 1659 1593 - - - - - - 01 - - - - - - - - - - 04 SO
165 14-hidroxi-9-epi-(E)-cariofleno ~ 35.53 1669 - - - - - - - - - 02 - - - - - - - 41 - SO
166 bulnesol 35.60 1671 1614 - 08 - - - - - - - - - - - - - - - - SO
167 cadaleno 3580 1676 1706 - 01 - - - - - - 01 - - - - - - - - 0.2 SO
germacra-4(15),5,10(14)-
168 trien-1la-ol 36.18 1686 - - - 02 - - 01 - 02 - - - - - - 05 - 08 14 SO
169 2,3-diidro-farnesol 36.31 1689 1661 - - - - - - - - 02 - - - - - - - - - SO
170 germacrona 36.48 1693 1774 - - - 01 - - - 0.2 - - - - - - - - - - SO
171 agglomerono 36.96 1698 - 0.6 - - - - - - - - - - - - - - - - - NC
172 eudesm-7(11)-en-4-ol 36.74 1700 1647 - 03 - 06 - 32 - - 16 - - - - - - - 85 - SO
selina-1,3,7(11)-trien-8-
173 ona epoxido 38.46 1748 - - - - - - - - 58 - - - - - - - - - - SO
(2E,6E)-farnesoato de
174 metila 39.79 1784 1734 - 176 - - - - - - - - - - - - - - - - NC
(2E,6E)-acetato de
175 farnesilaa 42.01 1846 1834 - 06 - - - - - - - - - - - - - - - - NC
176 fitol 45.37 1942 2045 - - 02 - - 01 03 04 - - - - 24 08 06 - 04 02 NC
177 (E,E)-geranil linalol 48.16 2027 2046 - - - - - 09 114 - - - - - - - - - - - NC
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Tabela 4 - Composicéo dos 6leos essenciais de 18 espécies de Myrtaceae coletadas no Estado de Minas Gerais (Brasil). As analises foram realizadas por CG-EM e a anotacéo foi
baseada na similaridade dos espectros tedricos encontrados na base de dados NISTO08 e nos indices de retencdo de Kovats.

(Conclusao)

Cv CB CW CX EE EA EF EU EW ML MR MF HM MV MC PC PG CV
Hidrocarbonetos Monoterpénicos (HM) 211 62 81 277 09 12 265 00 374 593 450 00 00 102 59 118 6.0 59
Monoterpenos Oxigenados (MO) 726 08 13 148 94 00 00 00 11 00 05 00 00 00 41 97 108 0.0
Hidrocarbonetos Sesquiterpénicos (HS) 03 512 769 409 13 738 514 627 365 382 479 508 712 56.0 599 477 415 67.2
Sesquiterpenos Oxigenados (SO) 13 176 103 120 01 175 59 282 176 04 26 422 202 270 199 220 336 18.1
Nao classificado (NC) 20 191 03 16 04 18 127 10 26 02 12 02 26 11 06 00 10 05
Total (%) 97.3 949 96.8 970 98.1 943 965 919 953 98.1 97.1 932 941 944 904 91.2 93.0 91.7
Compostos identificados desreplicagédo 37 67 61 51 22 59 53 47 51 51 58 51 53 59 47 47 53 63

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Legenda: 2 Os compostos séo listados em ordem de seu LI,
bRT = tempo de retencdo (min);
¢RI = indice de retencéo relativo a série homdloga de n-alcanos (C10 —C27) usando coluna RTX-5;
411 = indice de retencao de literatura;
Hidrocarbonetos monoterpénicos (HM);
Monoterpenos oxigenados (MO);
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos (HS);
Sesquiterpenos oxigenados (SO).
Trago (<0,1%)
Compostos nao detectados sdo marcados como (-).
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Tabela 5 - Compostos exclusivos das espécies dos OEs da familia Myrtaceae.

Espécies Compostos exclusivos

C. viminalis 2,4-dimetil-3-pentanona; acetato de isopentil;
isobutil isobutirato; p-menta-1(7),8-dieno
iIsoborneol; borneol; trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol
cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol; 2-fenil etil butanoato
agglomerono

C. brasilienses acifileno; bulnesol; (2E,6E)-farnesoato de metila
(2E,6E)-acetato de farnesila

C. widigeniana -

C. xanthocarpa acetato de geranila; B-santaleno; (E)-metil isoeugenol

E. citriodora neo-isopulegol; isopulegol; citronela; iso-isopulegol
citronelol; neral; geraniol; geranial;
8-hidroxi-neo-mentol

E. acutata trans-B-guaieno

E. florida (2)-4-hexenol; sesquisabineno; cis-p-guaieno

E. uniflora sativeno; selina-1,3,7(11)-trien-8-ona
selina-1,3,7(11)-trien-8-ona epoxido

E. widgrenii (2)-3-hexenal; trans-pinocarveol; 2.3-diidro-farnesol

M. laevigata A2-carena; A3-carena

M. racemosa -

M. fenzliana amorfa-4,7(11)-dieno

M. hebepetala cedrano; cis-muurola-4(14),5-dieno

M. venulosa trans-pinocarveol

M. coronata espirolepequineno; a-alasqueno

P. cauliflora B-vetiveneno; epi-a-cadinol

P. guajava benzaldeido; alcool cariofilenilico
B-copaen-4a-ol; 2,7 (Z)-bisaboladien-4-ol

S. densiflora 9-epi-(E)-cariofileno; trans-cicloisolongifol-5-ol

furopelargona A, B-atlantol; eremoligenol;
a-eudesmol

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
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Ao observar a Tabela 4, concluimos que € muito dificil realizar qualquer tipo de
analise qualitativa da composicao dos 6leos devido a grande diversidade quimica, seja
pelo grande niumero de compostos ou por suas concentracdes. Sendo assim, faz-se
necessario o estudo metabolémico usando analises multivariadas.

Desta forma, foi realizada, inicialmente, uma andlise multivariada né&o-
supervisionada (PCA), a qual demonstra a semelhanca entre os compostos das
espécies estudadas através de calculos matematicos das variagées dos conjuntos de
dados.

Para que se realize o PCA de forma que seja confiavel deve-se verificar os
parametros para que o melhor modelo matematico seja utilizado. Para isso precisa-se
levar em consideracdo os valores R?, e esse deve ser maior que 0,5 ou 50%, o que
indica uma boa correlacédo entre amostras de alta complexidade, como € o caso dos
OEs (DUARTE, 2016). Nesse caso usou-se o software MassLynx®.

Para o estudo metaboldmico, através do software MassLynx®, a escolha do
modelo matematico é feito manualmente para encontrar o melhor R?. Utilizou-se os
parametros change transform, ao qual apresenta trés formas distintas (none,
automatic, automatic (condicional) e o modelo de normalizacdo, change scaling,
apresenta cinco formas diferentes (none, center, unit variance, pareto e 5% of mean).
Para este estudo foram utilizados dois componentes principais, uma vez que verificou-
se que com essa quantidade foi suficiente para encontrar valores de R? superiores ao

ideal, como se observa na Tabela 6 abaixo:



51

Tabela 6 - Parametros utilizados para determinar o melhor modelo para
realizacdo do PCA.

Change Transform Change Scaling N° de Componentes R?
None None 2 67%
None Center 2 65%
None Unit Variance 2 30%
None Pareto 2 39%
None 5% of Mean 2 30%
Automatic None 2 80%
Automatic Center 2 66%
Automatic Unit Variance 2 34%
Automatic Pareto 2 41%
Automatic 5% of Mean 2 34%
Automatic (Conditional) None 2 78%
Automatic (Conditional) Center 2 39%
Automatic (Conditional) Unit Variance 2 35%
Automatic (Conditional) Pareto 2 37%
Automatic (Conditional) 5% of Mean 2 35%

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Verifica-se que ha cinco modelos aos quais os valores de R? estdo acima de
50%, e dentre eles, o maior apresenta valor de R?igual a 80%, entretanto esse no foi
selecionado pois apresentou outlier. JA com o valor de R? igual a 78%, todas as
espécies se encontraram dentro da correlacdo de 95% do modelo proposto, como se

observa na Figura 2 abaixo.



52

Figura 2 - Grafico que demonstra a correlacdo de 95% do modelo proposto.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).
Legenda: CV: Callistemon viminalis; CB: Calyptranthes brasilienses; CW: Calyptranthes

widigeniana; CX: Campomanesia xanthocarpa; EE: Eucalyptus citriodora; EA:
Eugenia acutata; EF: Eugenia florida; EU: Eugenia uniflora; EW: Eugenia
widgrenii; ML: Marlierea laevigata; MR: Marlierea racemosa; MF: Myrcia
fenzliana; MH: Myrcia hebepetala; MV: Myrcia venulosa; MC: Myrciaria
coronata; PC: Plinia cauliflora; PG: Psidium guajava; SD: Siphoneugena
densiflora.

Ao realizar as analises por PCA ndo se observou nenhuma informacao
relevante. Ao se observar a figura 3, onde, com o grafico Score Plot de duas
dimensdes (2D), ndo se verifica proximidade entre as espécies que possuem 0 mesmo
género. Assim, apenas por esse modo de visualizacdo, equivocadamente,
poderiamos descrever que as espécies de mesmo género nao apresentam

semelhancas entre si.
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Figura 3 - Gréficos em 2D Score Plot de PCA obtidos com todas as amostras dos OEs.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).
Legenda: CV: Callistemon viminalis; CB: Calyptranthes brasilienses; CW: Calyptranthes

widigeniana; CX: Campomanesia xanthocarpa; EE: Eucalyptus citriodora; EA:
Eugenia acutata; EF: Eugenia florida; EU: Eugenia uniflora; EW: Eugenia
widgrenii; ML: Marlierea laevigata; MR: Marlierea racemosa; MF: Myrcia
fenzliana; MH: Myrcia hebepetala; MV: Myrcia venulosa; MC: Myrciaria coronata;
PC: Plinia cauliflora; PG: Psidium guajava; SD: Siphoneugena densiflora.

Entretanto analisando a Figura 4, o grafico Score Plot de trés dimensdes (3D),
observa-se que as espécies do género Calyptrantes se encontram muito proximas,
assim como o género Myrcia e duas espécies do género Eugenia (E. acutata e E.
florida), indicando que essas espécies podem apresentar similaridade na composicao
quimica. Também ¢é possivel pressupor que espécies do mesmo género nado
apresentam similaridade entre si, como as demais espécies do género Eugenia
(E.uniflora e E.widgrenii) e as espécies do género Marlierea que estdo distantes entre

Si.
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Figura 4 - Gréficos em 3D Score Plot de PCA obtidos com todas as amostras
dos OEs.

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Legenda: CV: Callistemon viminalis; CB: Calyptranthes brasilienses; CW: Calyptranthes
widigeniana; CX: Campomanesia xanthocarpa; EE: Eucalyptus citriodora,
EA: Eugenia acutata; EF: Eugenia florida; EU: Eugenia uniflora; EW: Eugenia
widgrenii; ML: Marlierea laevigata; MR: Marlierea racemosa; MF: Myrcia
fenzliana; MH: Myrcia hebepetala; MV: Myrcia venulosa; MC: Myrciaria
coronata; PC: Plinia cauliflora; PG: Psidium guajava; SD: Siphoneugena
densiflora.

Desses OEs estudados ha 4 espécies frutiferas comuns (Eugenia uniflora,
Myrciaria coronata, Plinia cauliflora, Psidium guajara), e também ndo se observa
semelhanca entre as mesma. Apenas as duas espécies de jabuticaba (Myrciaria
coronata e Plinia cauliflora) apresentam relativamente préximas, o que presume-se

presenca de alguns compostos em comum.

5.2. ATIVIDADE ANTI-T.cruzi E CITOTOXICIDADE DOS OLEOS ESSENCIAIS
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O ensaio anti-T.cruzi foi realizado com as 18 amostras de 6leos essenciais das
diferentes espécies, como listadas na Tabela 7. Como controle positivo, utilizou-se o
benzonidazol, uma vez que atualmente € o Unico medicamento utilizado para
tratamento da doenca de Chagas no Brasil. Os valores obtidos de Clso representam a
média e o desvio padrdo das amostras duplicadas, e foram determinados para a forma
tripomastigota de T.cruzi e o valor de CCso foi determinado pelas células NCTC.

Dos dezoito diferentes OEs estudados, onze deles apresentaram valores de
Clso inferiores a 10 pg/mL contra formas tripomastigotas do T. cruzi e podem ser
considerados ativos (CARNEIRO, 2017; ESTEVAM, 2017; FERNANDES, 2021,
SANTOS, 2019;): E. florida (Clso = 0,3 pg/mL), E. acutata (Clso = 1,4 pg/mL), C.
brasilienses (Clso = 1,6 pg/mL), P. cauliflora (Clso = 2,7 pg/mL), C. xanthocarpa (Clso
= 3,4 pg/mL), P. guajava (Clso = 4,0 pg/mL), M. fenzliana (Clso = 4,7 pg/mL), E.
widgrenii (Clso = 7,4 pg/mL), M. hebepetala (Clso = 7,5 pg/mL), C. widgreniana ( Clso
= 8,7 yg/mL) e S. densioflora (Clso = 8,8 pug/mL).

Entretanto, a selecdo das espécies, para o estudo metaboldmico, se deu
através do indice de seletividade (IS), onde foram consideradas promissoras aquelas
cujo valor se mostrou superior a 10, como preconiza the Drugs for Neglected Diseases
initiative (DNDiI). A relacéo do IS é calculado pela razédo entre CCso/ Clso, que expressa
a relacdo entre a atividade citotoxica das células humanas e a atividade tripanocida
do parasita. Assim, como o IS tem sido considerado um importante parametro para
estudos de descoberta de drogas para a selecédo de candidatos promissores, 0s 6leos
essenciais selecionados podem ser considerados como fontes promissoras de
compostos tripanomicidas, sendo que, quanto maior esse valor, mais ativa é
considerada a espécie e maior o potencial antichagasico (GUTIERREZ, 2019;
SOUZA, 2017; SOUZA, 2021a). Desta forma, observa-se na Tabela 7, que ha 8
espécies com IS maiores que 10: E. florida (SI = 108,7), C. brasilienses (IS = 20,1), E.
acutata (IS = 20,0), C. xanthocarpa (IS = 16,7), P. guajava (IS = 13,2), P. cauliflora (IS
=11,4), C. widgreniana (IS = 10,7) e E. widgrenii (IS = 10,1).

Pode-se observar que todas as espécies selecionadas se mostraram muito
promissoras para a atividade anti-T.cruzi, comparadas ao valor de Clso do padréo
benzonidazol, merecendo destaque a E. florida, cujo valor de Clso € 170 vezes mais

ativo que o padrdo, além disso, apresentou o maior valor de IS (108,7). As demais
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espécies promissoras, o valor de Clso variou de 5 a 31 vezes mais ativas que o padrao,
e a variagéo de IS foi entre 10,7 a 20.

Tabela 7 - Atividade anti-T.cruzi e citotoxicidade dos 6leos essenciais de
espécies da familia Myrtaceae e controle positivo de
Benzonidazol.

Espécies Cddigo  Clso (ug/mL) CCso (ng/mL) IS

C. viminalis CVv 71.9+19 > 200 > 2.8
C. brasilienses CB 16+20 324 +11.9 20.1
C. widigeniana Cw 8716 92.9+22.0 10.7
C. xanthocarpa CX 34+x14 56.5+0.4 16.7
E. citriodora EC 65.2+4.0 > 200 >3.1
E. acutata EA 14+0.1 27.4+2.3 20.0
E. florida EF 0.3+0.1 27.2+0.4 108.7
E. uniflora EU 21.0+3.9 509+1.1 2.9
E. widgrenii EW 7.4+3.6 74.2+£24.0 10.1
M. leavigata ML 41.7+6.1 > 200 >4.8
M. racemosa MR 17.1+£0.9 84.3+£42.4 4.9
M. fenzliana MF 47 +3.2 39.9+£20.8 8.4
M. hebepetala HM 7521 67.7 £ 63.8 9.0
M. venulosa MV 545+73.4 36.9+11.1 0.7
M. coronata MC 10.3+4.0 69.5+14.1 6.7
P. cauliflora PC 2.7+05 31.1+0.2 11.4
P. guajara PG 40+28 52.6 +6.2 13.2
S. densiflora SD 8.8+12.1 235+5.0 2.7
Benzonidazol 425+1.7 > 200 > 4.7

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
Legenda: ICso — 50% de concentracao inibitdria, CCso — 50% de concentracao

citotéxica, 1S — indice de seletividade, calculado pela razdo CCso
contra células NCTC/ICsp contra parasitas (formas tripomastigotas).

Em geral, os principais compostos encontrados nas espécies consideradas
biologicamente promissoras foram: (2E,6E)-farnesoato de metila (17,6%), selin-
3,7(11)-dieno (5,8%), 6-cadineno (5,6%) , (E)-cariofileno (5,3%) e palustrol (4,6%) em
C. brasilienses; (E)-cariofileno (19,1%), a-humuleno (6,4%), &-cadineno (5,8%), a-
copaeno (4,9%), B-elemeno (4,5%) em C. widgreniana; (E)-cariofileno (14,7%), 1,8-
cineol (14,2%), a-pineno (13%), a-humuleno (7,0%) e mirceno (4,8%) em C.
xanthocarpa; (E)-cariofileno (16,1%), B-selineno (8,4%), a-copaeno (7,5%), a-guaieno
(6,5%) e o-cadineno (6,2%) em E. acutata; a-pineno (22,1%), (E,E)-geranil linalol
(11,4%), (E)-cariofileno (10,9%), a-copaeno (6,0%) e borneol (5,0%) em E. florida; a-
pineno (18,7%), (E)-cariofileno (9,0%), ledol (6,0%), B-pineno (5,8%) e B-selineno
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(5,6%) em E. widgrenii; 1,8-cineol (9.2%), 6xido de cariofileno (7,7%); B-selineno
(6,6%), a-pineno (6,2%) e (E)-cariofileno (4,2%) em P. cauliflora; 1,8-cineol (10.5%),
B-selineno (8,9%), eudesm-7(11)-en-4-ol (8,5%), (Z)-cariofileno (6,9%) e cariofila-
4(12),8(13)-dien-5-a-ol (6,7%) em P. guajava.

Levando em conta o perfil quimico dessas espécies frente ao T. cruzi, vale
destacar os principais compostos encontrados simultaneamente por duas ou mais
destas espécies. E o caso do (E)-cariofileno, que esteve presente em sete espécies,
com concentragdes relativas variando de 4,2% em P. cauliflora a 19,1% em C.
widgreniana; B-selineno, encontrado em quatro das oito espécies, com concentracdes
relativas variando de 5,6% em E. widgrenii e 8,9% em P. cauliflora; 6-cadineno,
encontrado também em quatro espécies, com concentracdes relativas variando de
5,6% em C. brasilienses a 6,2% em E. acutata; a-pineno, comum a trés espécies, com
concentracfes variando de 6,2% em P. cauliflora e 22,1% em E. florida, e por fim, a-
copaeno, encontrado simultaneamente em trés espécies com concentracdes variando
de 4,9% em C. widgreniana e 7,5% em E. acutata.

Em geral, os perfis quimicos obtidos dos Oleos essenciais das espécies
estudadas corroboram com relatos anteriores sobre volateis de Myrtaceae. E o caso
da espécie ativa mais promissora E. florida que apresentou a-pineno (22,1%), (E,E)-
geranil linalol (11,4%), (E)-cariofileno (10,9%), a-copaeno (6,0 %), e borneol (5,0%)
como 0s principais compostos anotados. Destaca-se também a presenca de 6xido de
cariofileno (3,1%), a-humuleno (2,5%) e limoneno (1,9%). Estudos anteriores sobre a
composicdo quimica de OEs de E. florida coletados nos estados do Rio Grande do
Sul e Pard (APEL, 2004; FERREIRA, 2021) também mostraram sesquiterpenos
prevalecendo como compostos principais; entretanto, os autores relataram selin-3-11-
dien-6-a-ol (12,9%) e biciclogermacreno (10,9%) como os derivados sesquiterpénicos
mais intensos. E interessante observar que entre os compostos identificados em OEs
de E. florida, uma atividade tripanocida significativa pode ser atribuida a presenca de
a-pineno e (E)-cariofileno, uma vez que ambos 0s compostos estimularam a producéo
dos anticorpos anti-T. cruzi em estudos anteriores e sao relatados na literatura como
compostos que estdo sempre presentes nas especies muito ativas. (COSTA, 2013;
ESTEVAM, 2017; ESTEVAM, 2018; MARTINS, 2015; PEREIRA, 2021; SOUZA,
2017). Além disso, espécies ativas com quantidades baixas de a-humuleno também
sdo destacadas. (COSTA, 2013; DIAZ, 2018; MARTINS, 2015; SOUZA, 2017). Ha
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também relatos de melhora da atividade anti-T.cruzi como o efeito sinérgico da
combinacdo entre o limoneno e 6xido de cariofileno (MORENO, 2018; QUINTERO,
2021). Assim sendo, pode-se concluir que, neste caso, 0S compostos majoritarios,
somados aos compostos minoritarios demonstrados nesta espécie, contribuiram
significativamente para uma elevada atividade, uma vez que o efeito sinérgico desses
compostos presentes podem ter contribuido para a elevada da atividade tripanocida.
Portanto, para a espécie E. florida ndo ha relatos na literatura, até o momento, sobre
atividade T.cruzi, apenas relatos sobre atividade antifingica para essa espécie
(FERREIRA, 2021). Porém para o género Eugenia, a literatura relata mais atividades
biol6gicas como: tripanocida e antibacteriana, mais especificamente das bactérias
gue causam caries (SANTOS, 2019), antioxidante e anti-Leishmania (SAMPAIO,
2019), atividade antibacteriana contra varias bactérias gram-positivas (SOUZA,
2021b).

Para C. brasilienses, a segunda espécie mais promissora contra T. cruzi, nao
ha relatos anteriores descrevendo a composi¢cdo quimica de seu Oleo essencial,
apenas dois estudos sobre o0 seu género sendo seus constituintes divergentes entre
si e deste estudo, entretanto sdo relatados atividades antimicrobiana, antitumoral e
antibacteriana (BANSAL, 2006; COSTA, 2020).

Para E. acutata o unico relato publicado sobre a composicédo quimica do OE
aponta o (E)-cariofileno (26,9%) como o0 composto principal, porém, com
concentracbes diferente. Além disso, a composicdo total dos compostos é
semelhante, sendo maioria 0s sesquiterpenos, com concentracao de 96,8% e 98,3%
dos compostos identificados, deste trabalho e do artigo relatado, respectivamente
(NAKAMURA, 2010).

Estudos anteriores sobre os OEs de C. xantocarpa também relataram a
ocorréncia do (E)-cariofileno como o composto principal, além do ledol. Nesses
artigos, sao relatadas atividades promissoras para tratamento de leishmaniose e
atividade antioxidante (FERREIRA, 2020; MARIN, 2008). Ha também relato de estudo
dos extratos dos frutos desta espécie que apresenta atividade tripanocida promissora,
além de atividade antitumoral e antioxidante (SALMAZZO, 2019).

Para P. guajava, sendo das 8 espécies consideradas promissoras, apenas esta
contém um artigo relacionando OE e atividade T.cruzi, entretanto relata o estudo das
flores (FERNANDES, 2021). No artigo em questdo, quase todos 0s compostos
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majoritarios, a-cadinol (37.8%), (E)-cariofileno (12.2%), nerolidol (9.1%), a-selineno
(8.8%), B-selineno (7.4%) e 6xido de cariofileno (7.2%), sdo encontrados na espécie
deste estudo, entretanto com concentracdes diferentes, isso pode ser justificado pelos
diferentes locais de coleta (GO e MG) e estacbes do ano (outono e inverno),
respectivamente, o que leva a alteragdes nas concentragcdes dos compostos devido
as alteracdes fisioldégicas do metabolismo vegetal (DE SOUZA, 2017; HANIF, 2018;
MARQUES, 2019; RAPOSO, 2018). Além disso, a maioria dos compostos quimicos
encontrados nos estudos trata da classe dos sesquiterpenos (DE SOUZA, 2017;
HANIF, 2018). Assim, como neste estudo, para FERNANDES, 2021, P. guajava
apresentou atividade anti-T.cruzi com Sl de 17.2, sendo neste estudo um valor de
13.2. Outros dois artigos sobre o estudo dos OEs desta espécie, apresentaram
compostos quimicos semelhantes, com concentracdes distintas e obteve, em um
deles, potencial microbiano e antioxidante (DE SOUZA, 2017; HANIF, 2018).

Para a espécie P. cauliflora, conhecida como jabuticaba, é relatado na literatura
apenas um artigo de OEs de quatro espécies do género Plinia, entre eles P. cauliflora,
onde observou-se que, assim como os demais, houve divergéncia dos seus principais
compostos quimicos, sendo neste trabalho os principais compostos classificados
como hidrocarbonetos sesquiterpénicos (47,7%) e do artigo citado sesquiterpenos
oxigenados (77,2%), isso se justifica pelo local onde as plantas foram coletadas, no
sul do Brasil, sendo algumas coletadas em esta¢des do ano diferentes deste trabalho
(APEL, 2006). H4 também estudo de atividade anti-T.cruzi do extrato hidroalcodlico
das folhas de P. cauliflora em que se mostrou muito promissora (GALVAO, 2021).
Além desta atividade, também é relatado na literatura atividade analgésica, anti-
inflamatoria, hipoglicemiante e hipolipemiante. (BRITO, 2020).

Finalmente, para as espécies E. widgrenii e C. widgreniana, ndo ha nenhum
relato na literatura, sendo esse estudo inédito.

Com relacdo as espécies que se mostraram inativas em T.cruzi, h4 poucos
relatos na literatura sobre as atividades dos seus OEs. C. viminalis possui
propriedades antibacteriana, antifingica, inseticida e antioxidante, antimicrobiana e
antioxidante. (MARTINS, 2021; QUIJANO-CELIS, 2010; SIDDIQUE, 2017); E.
citriodora apresentou atividade anti-helmintica e bioherbicida (ARAUJO, 2018;
ARAUJO, 2019; BENCHAA, 2018); E. uniflora apresenta atividades antibacteriana,
antifingica e inseticida (DOS SANTOS, 2018; PEREIRA, 2017; STENGER, 2021). M.
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racemosa € a unica espécie desse género cujo seus OEs apresentou atividade anti-
acetilcolinesterase (SOUZA, 2009). M. fenzliana, M. hebepetala e M. venulosa néo
apresentaram nenhum relato sobre atividade dos seus OEs, entretanto o género
Myrcia possui algumas propriedades: formicida, antileishmania; anti-inflamatoria,
antinociceptiva,  antioxidante,  antimicrobiana, antifngica, antibacteriana,
antimicrobiana e anti-inflamatoria. (ALVES, 2016; CASCAES, 2015; GOMES, 2020;
MELO, 2021; SILVA, 2013; SILVA, 2018); M. coronata também ndo apresentou
nenhuma atividade nos seus OEs, mas seu género possui atividade anti-inflamatoria,
antimicrobiana e antiviral (APEL, 2010; COSTA, 2020; GONCALVES, 2021). Ja a
espécie S. densiflora ndo apresentou nenhuma atividade, nem tdo pouco do seu
género.

Deste modo, é plausivel relacionar a atividade anti-T.cruzi determinada entre
as espécies da familia Myrtaceae estudadas, de acordo com a Tabela 7, com a
composi¢do quimica entre elas de modo a encontrar 0s principais compostos
presentes através de analises estatisticas supervisionadas, como PLS-DA ou OPLS-
DA. Faz-se inicialmente a andlise estatistica supervisionada PLS-DA, devido ao
principio da parciménia, o qual sugere que um conjunto de dados deve conter toda a
informacgéo suficiente para a explicagdo de um modelo, sem qualquer excesso
supérfluo e caso necesséario, utiliza-se o método OPLS-DA. Entretanto, vale ressaltar
gue esse deve ser utilizado apenas se 0 modelo anterior ndo for suficiente para ter um
modelo satisfatorio (HAWKINS, 2004). Este procedimento é um método de reducéao
de dimensdes, assim como para analises de PCA, o que permite a facil visualizacédo
de dados em forma de graficos. Entretanto, para a analise por PLS-DA as variaveis
independentes (X), composicdo quimica séo relacionadas (supervisionadas) com as
variaveis dependentes Y, que contém as informacdes da atividade biologica, isto é, a
atividade anti-T.cruzi. Para a analise de PLS-DA, assim como foi realizado para o
PCA, verificou-se os parametros para que o melhor modelo matematico fosse
utilizado, e para isso levou-se em consideracéo coeficiente de determinacédo R? (indica
0 qudo ajustado estdo os dados em relacédo a andlises estatistica multivariada) e Q2
(usado como critério de robustez e a habilidade preditiva do método), sendo que esses
valores ndo devem possuir diferenca superior a 30%. Caso ocorra, confere um grande
ajuste ao modelo, o que o torna inviavel para a analise (YULIANA, 2011a). Para isso,

foi utilizado o software MassLynx® e MarkerLynx®.
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Os parametros estudados foram os mesmos do PCA, change transform e

modelo de normalizagdo (change scaling), entretanto, neste caso utilizaou-se ate

quatro componentes principais para averiguar os melhores valores de R? e o valores

de Q2 como se observa na tabela 8 a seguir:

Tabela 8 - Parametros utilizados para determinar o melhor modelo para realizagdo do PLS-DA.

Change Change N° de N° de N°de
Transform Scaling Comp. R? Q? Comp. R? Q? Comp. R? Q2
None None 2 70% 0% 3 75% 0% 4 77% 0%
None Center 2 70% 3% 3 7% 7% 4 87% 0%
None Unit Variance 2 93% 65% 3 98% 62% 4 99% 68%
None Pareto 2 83% 46% 3 93% 50% 4 96% 45%
None 5%o0f Mean 2 93% 65% 3 98% 62% 4 99% 68%
Automatic None 2 62% 39% 3 68% 35% 4 87% 32%
Automatic Center 2 65% 43% 3 78% 47% 4 91% 59%
Automatic Unit Variance 2 91% 64% 3 97% 60% 4 98% 58%
Automatic Pareto 2 88% 50% 3 94% 46% 4 98% 41%
Automatic 5%of Mean 2 91% 64% 3 97% 60% 4 98% 58%
Automatic (Conditional) None 2 75% 25% 3 88% 38% 4 95% 36%
Automatic (Conditional) Center 2 87% 57% 3 95% 56% 4 98% 51%
Automatic (Conditional) Unit Variance 2 91% 65% 3 97% 62% 4 98% 58%
Automatic (Conditional) Pareto 2 89% 61% 3 96% 59% 4 98% 55%
Automatic (Conditional) 5%o0f Mean 2 91% 65% 3 97% 62% 4 98% 58%

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Verificou-se que a analise estatistica supervisionada PLS-DA apresentou
resultado satisfatorio, sendo assim, desnecessario o uso de OPLS-DA, devido ao
principio da parciménia, como ja citado anteriormente. O melhor modelo encontrado
utilizou apenas dois componentes principais e os valores de R?e Q? foram 91% e 65%,
respectivamente, demonstrando valores adequados para 0 modelo estatistico
multivariado proposto.

Portanto, a fim de estabelecer uma relacdo entre os perfis quimicos e a
atividade anti-T. cruzi, a matriz de dados normalizada (18 amostras x 177 variaveis)
foi submetida & analise multivariada de dados. Para isso, as amostras foram divididas
em dois grupos principais. O primeiro grupo correspondeu a oito espécies
consideradas promissoras - ativas (Clso < 10 yg/mL e IS > 10), e o segundo grupo
correspondeu as 10 espécies consideradas inativas. Sendo assim, observa-se o
gréafico Score Plot de PLS-DA em 2D e 3D obtidos das analises estatisticas descritas.

Nesses gréficos, é possivel observar a separacdo (clusters) clara das espécies
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consideradas promissoras (ativas) e inativas para a atividade anti-T.cruzi, pelo modelo
matematico.

Figura 5 - Gréaficos em 2D Score Plot de PLS-DA obtidos com todas as amostras
dos OEs
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Legenda: CV: Callistemon viminalis; CB: Calyptranthes brasilienses; CW:
Calyptranthes widigeniana; CX: Campomanesia xanthocarpa; EE:
Eucalyptus citriodora; EA: Eugenia acutata; EF: Eugenia florida; EU:
Eugenia uniflora; EW: Eugenia widgrenii; ML: Marlierea laevigata; MR:
Marlierea racemosa; MF: Myrcia fenzliana; MH: Myrcia hebepetala; MV:
Myrcia venulosa; MC: Myrciaria coronata; PC: Plinia cauliflora; PG:
Psidium guajava; SD: Siphoneugena densiflora.

Figura 6 - Graficos em 3D Score Plot de PLS-DA obtidos com todas as
amostras dos OEs.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).
Legenda: CV: Callistemon viminalis; CB: Calyptranthes brasilienses; CW:
Calyptranthes widigeniana; CX: Campomanesia xanthocarpa; EE:
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Eucalyptus citriodora; EA: Eugenia acutata; EF: Eugenia florida; EU:
Eugenia uniflora; EW: Eugenia widgrenii; ML: Marlierea laevigata; MR:
Marlierea racemosa; MF: Myrcia fenzliana; MH: Myrcia hebepetala;
MV: Myrcia venulosa; MC: Myrciaria coronata; PC: Plinia cauliflora;
PG: Psidium guajava; SD: Siphoneugena densiflora.

Com o modelo validado, a analise discriminante permitiu apontar as variaveis
mais importantes para projecdo (VIPs), que sdo valores que demonstraram a
importancia das variaveis independentes (substancias quimicas) no modelo
correlacionadas com as variaveis dependentes (atividade anti-T.cruzi). Nesse sentido,
0S compostos que apresentaram VIPs superior a 1,0 corresponderam aqueles que
exercem maior influéncia do composto na atividade biol6gica. Trinta e trés compostos
com VIPs maiores que 1,0 foram selecionados, indicando que esses estdo
intimamente relacionados com a distincdo das amostras quanto a atividade anti-
T.cruzi, de modo que, quanto maior o valor dos VIPs, maior a influéncia da substancia
em relacdo as diferencas entre 0s grupos promissores e inativos, conforme mostrado

na Figura 7.

Figura 7 - Variaveis importantes para projecdo (VIPs), compostos mais importantes
para atividade anti-T.cruzi. Em vermelho VIPs > 1,0.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Apds encontrar o valor dos VIPs, foi possivel, através do PLS-DA, encontrar a
correlacdo das substancias quimicas e atividade anti-T. cruzi das espécies em estudo.
Sendo assim, a intensidade dos coeficientes determina o grau de influéncia das

variaveis, assim como o sinal demonstra se a mesma € positiva ou negativa. Desta
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forma, neste estudo vinte e trés compostos estdo influenciando positivamente a
atividade biolégica e dez compostos influenciando negativamente, conforme

demonstra o grafico de correlacéo na Figura 8.
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Figura 8 - Correlacdo dos compostos, de modo positivo e negativo, mais importantes para atividade anti-T.cruzi. Em vermelho VIPs > 1,0.
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Assim, de acordo com as Figuras 7 e 8, foi construida a Tabela 9 com os valores
das VIPs (colocado em ordem decrescente), dos coeficientes de correlagdo dos
compostos, sendo que esses demonstram quais 0S compostos se correlacionam de
modo positivo e negativo para a atividade biolégica, além dos indices de Kovats e
tempo de retencdo de cada um dos compostos em estudo. Desta forma, foi possivel
definir os compostos que podem ser 0s principais responsaveis pela atividade anti-
T.cruzi dos OEs das diferentes espécies da familia Myrtaceae.

Tabela 9 - Tempo de retencéo, indice de Kovats, VIPs, coeficiente de correlacdo e os possiveis
compostos mais importantes que influenciam na atividade anti-T.cruzi.

Tr IK VIPs COEFICIENTE DE CORRELACAQO COMPOSTOS
23.49 1376  1.93504 0.0657267 a-copaeno
26.82 1454 1.92631 0.0716429 a-humuleno
34.06 1631 1.81232 0.0544361 muurola-4.10(14)-dien-1-3-ol
36.74 1700 1.79172 0.0487122 eudesm-7(11)-en-4-ol
33.21 1608 1.75222 0.0556167 epoxido humuleno |l
7.85 1002 1.74703 0.058761 a-felandreno
32.16 1583 1.73365 0.0566692 oxido de cariofileno
26.36 1419 1.70883 0.0609236 (E)-cariofileno
28.37 1490 1.6998 0.0524634 B-selineno

25 1409 1.68122 0.06435 a-gurjuneno
26.2 1439 1.62189 0.0483162 a-guaieno
4.06 859  1.62004 0.045054 (2)-3-hexenol
31.32 1563 1.55738 0.0468872 (E)-nerolidol
29.67 1522  1.54247 0.0557367 7-epi-a-selineno
29.09 1507 1.49925 0.0584977 (2)-a-bisaboleno
29.29 1512  1.44579 -0.04226 6-amarpheno
34.4 1640 1.40643 0.0428048 cariofileno-4(12),8(13)-dien-5-a-ol
32.99 1602 1.39512 0.0491869 ledol
23.48 1376  1.29733 -0.0359253 isoledeno
35.14 1659 1.26935 0.0301568 selin-11-en-4-a-ol
8.69 1029  1.2638 0.0334825 limoneno
28.74 1498 1.24326 0.0283809 a-selineno
33.61 1619 1.18311 -0.0274568 junenol
32.89 1600 1.16078 -0.0253812 rosifoliol
21.77 1338 1.15885 -0.0299797 0-elemeno
8.53 1024  1.1525 0.0250469 p-cimeno
27.99 1481 1.13627 -0.0151837 germacreno d
26.78 1453 1.13243 -0.0437813 trans-muurola-3,5-dieno
30.66 1546 1.10119 0.0446351 selina-3,7(11)-dieno
27.63 1473 1.08179 0.0280328 4,5-di-epi-aristolocheno
22.33 1351 1.07322 -0.0214495 a-cubebeno
27.8 1477 1.03816 -0.0234553 y-gurjuneno
31.55 1600 1.02756 -0.0115485 epiglobulol

Fonte: Elaborada pela autora (2022).



66

O composto que apresentou maior valor de VIP para atividade anti-T.cruzi foi o
a-copaeno (VIP = 1,94), identificado em varias espécies consideradas biologicamente
ativas contra T. cruzi em estudos anteriores. Por exemplo, em Annona pickelii e
Limonium oleifolium, a-copaeno foi o composto principal (6,9% e 5,02%,
respectivamente), enquanto em Phania matricarioide e Eugenia brejoensis foi o menor
(3,2% e 1,36%, respectivamente) (COSTA, 2013; GUTIERREZ, 2019; MENNAI, 2021,
SOUZA, 2017); a-humuleno (VIP = 1,93), foi o segundo composto discriminante nas
espécies ativas promissoras, 0 que corrobora com estudos anteriores em que 0 a-
humuleno foi um composto majoritario em A. pickelii (4,0%) e Vernonia brasiliana
(5,36%). No entanto, foi encontrado em pequenas quantidades nas espécies C.
linearis (1,49%) e E. brejoensis (1,6%), 0 que sugere a presenca de um efeito sinérgico
com outros compostos quimicos. Vale destacar que é um dos compostos primordiais
para que a espécie seja considerada ativa. (COSTA, 2013; DIAZ, 2018; MARTINS,
2015; SOUZA, 2017)

Muurola-4, 10(14)-dien-1-B-ol (VIP = 1,81) e eudesm-7(11)-en-4-ol (VIP = 1,79),
por outro lado, apresentaram o terceiro e quarto maiores valores de VIP. A presenca
desses dois compostos em Gleos essenciais, entretanto, tém sido raramente relatada
na literatura. Além disso, nenhum relato sobre sua atividade tripanocida foi descrito
anteriormente.

O epoxido de humuleno 11 (VIP = 1,75) merece destaque, embora sua presenca
em Oleos essenciais seja incomum. Curiosamente, este composto foi encontrado em
pequenas quantidades (0,46%) no 6leo essencial de Hyptis pectinata, que apresentou
atividade moderada para T. cruzi em estudo anterior. (SOUZA, 2017).

Finalmente, a-felandreno (VIP = 1,75), éxido de cariofileno (VIP = 1,74), (E)-
cariofileno (VIP = 1,71) e limoneno (VIP = 1,26) também merecem destaque, embora
alguns estejam presentes em menor quantidade nas amostras. Sabe-se que
melhorias na atividade tripanocida podem ser alcancadas com a associacdo entre
diferentes compostos. A associacéo entre 0xido de cariofileno e/ou citral, limoneno e
Benzonidazol melhorou a atividade tripanocida, sugerindo uma possivel interacédo
sinérgica. O efeito sinérgico entre oxido de cariofileno e limoneno na atividade
tripanocida também foi descrito por Moreno e colaboradores (2018).

O (E)-cariofileno foi um dos compostos majoritarios nas espécies consideradas

ativas/promissoras neste estudo, corroborando com estudos anteriores de atividades
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envolvendo OEs ricos em (E)-cariofileno, como Cordia verbenaceae (18,77%),
Eugenia brejoensis (9,77%), Hyptis pectinata (30,91%), Annona pickelii (27,8%),
Protium ovatum (14%) e Vernonia brasiliana (10,4%) (COSTA, 2013; ESTEVAM,
2017; MARTINS, 2015; PEREIRA, 2021; SOUZA, 2017).

Embora o (E)-cariofileno seja apontado como um dos compostos mais
importantes responsaveis pela atividade bioldégica observada, sua presenca nao
garante uma boa atividade antiparasitaria. Este fato foi observado no grupo nao ativo
para atividade anti-T. cruzi de M. racemosa e M. fenzliana, por exemplo, nos quais 0s
teores deste composto foram de 11,9% e 8,2%, respectivamente. Apenas para
comparacao, os teores de (E)-cariofileno nos OEs de P. cauliflora e P. guajava, que
foram classificados como promissores de acordo com nossos ensaios, foram de 4,2%
e 4,5%, respectivamente.

Portanto, € importante considerar que os OEs consistem em uma ampla
mistura de compostos volateis, que podem contribuir ou ndo para a atividade
bioldgica. Esse fato foi refletido pela analise estatistica multivariada que indicou mais
de trinta potenciais compostos com atividade anti-T.cruzi apresentando valores
maiores ou menores de VIPs e coeficiente de correla¢do. E importante destacar que
as andlises discriminantes por PLS-DA dependem da capacidade do modelo de
correlacionar as variaveis quimicas e um conjunto de dados utilizado como base para
predicdo, neste caso a atividade biolégica (ativa versus nao ativa). Mesmo modelos
validados podem néo considerar possiveis efeitos antagbnicos ou sinérgicos quimicos
no alvo bioldgico.

Por fim, os resultados obtidos pela andlise discriminante também podem ser
observados no grafico Loading Plot, o qual demonstra as substancias que influenciam
positiva e negativamente a atividade anti-T.cruzi em clusters distintos. Neste,
podemos notar que as substancias com maior influéncia positiva estdo do mesmo lado
que as espécies consideradas ativas, como se analisa na figura 9. O gréfico
demonstra a influéncia negativa do germacreno D (VIP = 1,14) na atividades anti-T.
cruzi observada nas amostras. Curiosamente, o germacreno D € um composto
majoritario nos 6leos essenciais de Eugenia gracillima (16,1%), que nao demonstrou

atividade para T. cruzi em um estudo anterior (SAMPAIO, 2019).



Figura 9 - Correlacdo dos compostos, através do Loading Plot.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Legenda: CV: Callistemon viminalis; CB: Calyptranthes brasilienses; CW: Calyptranthes widigeniana; CX: Campomanesia
xanthocarpa; EE: Eucalyptus citriodora; EA: Eugenia acutata; EF: Eugenia florida; EU: Eugenia uniflora; EW: Eugenia
widgrenii; ML: Marlierea laevigata; MR: Marlierea racemosa; MF: Myrcia fenzliana; MH: Myrcia hebepetala; MV: Myrcia
venulosa; MC: Myrciaria coronata; PC: Plinia cauliflora; PG: Psidium guajava; SD: Siphoneugena densiflora.
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E interessante ressaltar que os 6leos contendo as maiores concentracdes de
(E)-cariofileno foram o0s considerados potencialmente ativos nos ensaios
tripanomicidas. Por outro lado, O6leos contendo principalmente germacreno D,
encontrados em mais de 60% das espécies, foram considerados néo ativos para T.
cruzi.

Desta forma, é possivel apontar que a metabolémica utilizando-se de recursos
estatisticos multivariados, como a analise por PLS-DA, permite buscar e selecionar
compostos de interesse para certas propriedade bioldgicas, como por exemplo, a
antichagasica. Além disso, a abordagem metabolémica evita, possiveis desperdicios
de tempo e solventes isolando compostos ja conhecidos, uma vez que através dessa

técnica pode-se focar no isolamento e determinacdo de compostos inéditos.

5.3. OBTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS PARA ESTUDO DA SAZONALIDADE

Foram selecionadas seis espécies da familia Myrtaceae, do estudo primario,
para realizar o estudo da sazonalidade. Estas foram escolhidas devido a grande
quantidade de folhas, sendo que a coleta por estacdo ndo implicou em possiveis
danos causados a planta. Além disso, as mesmas eram de facil acesso para a
realizacdo da coleta e quatro destas espécies sao frutiferas. Por fim, ha pouca ou
nenhuma informacdo acerca destas espécies quanto ao estudo de seus Oleos
essencias, tampouco sobre a composicdo dos mesmos em diferentes estacdes do
ano. O modo de extracdo dos OEs foi o0 mesmo realizado anteriormente, por
hidrodestilacdo, em aparelho tipo Clevenger.

Na Tabela 10 estéo listados o nome das espécies, as estacdes do ano, seus
cbdigos, data de coleta, temperatura média, indice pluviométrico e evapotranspiracao
em conformidade com os dados obtidos pelo boletim agrometeorolégico mensal do
Instituto Federal de Minas, Campus Muzambinho.

Podemos observar na Tabela 10 que ndo houve grandes variagbes de
temperatura no periodo de coleta das amostras nas diferentes estagcbes do ano.
Entretanto, os indices pluviométricos foram altos na primavera e verdo, principalmente
neste ultimo, conhecido como periodo chuvoso. Ja o indice de evapotranspiracao
possuiu semelhanca nos valores entre as esta¢gfes primavera e verdo, outono e

inverno, de tal ano. Com esses dados podemos destacar a relacao entre dias em que
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a temperatura estava mais elevada com alta precipitacéo de chuvas, sendo este fato
justificado devido a maior evaporacdo das aguas do solo e perda da &gua por
transpiracdo das plantas. Esses fatores (solo e plantas) podem ser relevantes uma
vez gue esse processo € simultaneo e igualmente mensurado. Com as variacoes
destes indices é possivel observar diferentes concentracfes dos compostos em seus

OEs, além da presenca ou auséncia dos mesmos.

Tabela 10 - Listagem de amostras, estacdo do ano, cddigos, data da coleta e dados
meteoroldgicos das seis espécies de Myrtaceae coletadas em Minas Gerais.

Data da indice Pluviométrico Evapotranspiragéo
Espécies Estacdo do ano Cadigo coleta  Temperatura (°C)? (mm)?@ (mm)?
C. viminalis Primavera CC_P Nov/2017 20.7 119 78.6
Verédo CC_V Fev/2018 214 288.8 77
Outono CC_ O Mai/2018 174 234 46.3
Inverno CC_l Jul/2017 17.7 15.4 475
E. citriodora Primavera EC_P Nov/2017 20.7 119 78.6
Verédo EC_V Fev/2018 214 288.8 77
Outono EC_O Mai/2018 174 234 46.3
Inverno EC_I Jul/2017 17.7 15.4 475
E. Uniflora Primavera EU_P Nov/2017 20.7 119 78.6
Veréo EU_V Fev/2018 214 288.8 77
Outono EU_O Mai/2018 174 234 46.3
Inverno EU_I Jul/2017 17.7 154 475
M. coronata Primavera MC_P Nov/2017 20.7 119 78.6
Veréo MC_V Fev/2018 214 288.8 77
Outono MC_O Mai/2018 174 234 46.3
Inverno MC_I Jul/2017 17.7 154 475
P. cauliflora Primavera PC_P Nov/2017 20.7 119 78.6
Veréo PC_V Fev/2018 214 288.8 77
Outono PC O Mai/2018 174 234 46.3
Inverno PC_I Jul/2017 17.7 154 475
P. guajara Primavera PG_P Nov/2017 20.7 119 78.6
Veréo PG_V Fev/2018 214 288.8 77
Outono PG_O Mai/2018 174 234 46.3
Inverno PG_I Jul/2017 17.7 15.4 475

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
Legenda: ?Dados adquiridos pelo boletim agrometeorolégico mensal do IFSULDEMINAS — Campus
Muzambinho

As analises de CG-EM permitiram inferir a presenca de 184 compostos
diferentes com concentragcdes compreendendo a 90,1 - 98,15% da composicao total
dos OEs estudados, demonstrando que o método utilizado para desreplicacédo é

eficaz. Destes, a menor quantidade de compostos identificados por desreplicacéo foi
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22, representando 98.1% do 6leo em questdo e a maior foi 58, representando 90.1%
da quantidade total do OE em questao.

Com o estudo da sazonalidade observa-se os compostos majoritarios, neste
estudo, sesquiterpenos ou monoterpenos, sao caracteristicos da espécie,
independente da estacdo do ano a qual ocorreu a coleta, com excecédo apenas de

uma das espécies (E. Uniflora).

5.3.1 Callistemon viminalis

As analises de CG_EM para o estudo de sazonalidade da espécie C. viminalis
permitiram inferir a presenca de 28 — 38 compostos por desreplicacdo variando as
concentracbes de 96.8 a 97.3% entre as diferentes estacbes do ano. Os
monoterpenos estdo presentes em maior porcentagem, com concentracfes altas
(90.9 — 93.7%), sendo, a maior parte dos compostos, em todas as estacoes,
classificados como MO, com suas concentracdes variando de 47.1 — 72.6%. E
possivel observar que, com as pequenas concentracdes de sesquiterpenos ndo ha
grande variacdo com a mudanca das estacoes (1.6 — 4.2%). Os trés compostos
majoritarios, em todas as estacfes do ano, desta espécie sdo os mesmos havendo
mudanca apenas nas suas concentracdes, sendo: 1,8-cineol (CV_P: 46.35%; CV_V:
40.68%; CV_O: 40.93%; CV_I: 69.57%), a-pineno (CV_P: 33.83%; CV_V: 28.33%;
CV_O: 29.13%; CV_I. 13.80%) e a-terpineol (CV_P: 4.20%; CV_V: 6.43%; CV_O:
6.13%; CV_I: 4.21%). Na literatura esses trés compostos foram encontrados, na
maioria, como majoritarios variando apenas suas concentra¢cées. Em um estudo
realizado em Bogota, Colémbia, a coleta da espécie ocorreu no inverno e obteve
oitenta e nove compostos identificados, com os compostos 1,8-cineol (39.4%), a-
pineno (8.9%) e a-terpineol (6.1%) como majoritarios (QUIJANO-CELIS, 2010). Outro
estudo realizado no Paquistdo, na primavera, obteve trinta e trés compostos
identificados, sendo 1,8-cineol (24.9%), a-pineno (31.4%) e a-terpineol (11.2%), os
majoritarios (SIDDIQUE, 2017). Por fim, um estudo realizado no Brasil, Lavras-MG,
obteve doze compostos, sendo 0s compostos majoritarios 1,8-cineol (67.7%), a-
pineno (15%) e a-terpineol (7.72%) (MARTINS, 2021). Estes dados corroboram os
resultados obtidos neste trabalho, que destaca estes trés compostos (1,8-cineol, a-

pineno e a-terpineol) como majoritarios nestas espécies.
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Observa-se na Figura 10 uma mudanca nas concentragdes de HM e MO, entre
as estacdes outono e inverno, com uma gqueda na concentracdo de HM e o aumento
nas concentracbes de MO. Isso pode ser justificado pelas concentracdes dos
compostos majoritarios: 1,8-cineol, um MO, onde se percebe uma elevacéo de quase
70% na sua concentracdo, enquanto a concentracdo de a-pineno cai em mais de
110%, entre as estagcOes de outono e inverno. Ambas as estagbes obtiveram uma
meédia das temperaturas semelhante (17.4°C e 17.7 °C). Quanto a média dos indices
pluviométricos, houve diferenca (23.4mm e 15.4mm). Logo, podemos inferir que o
composto 1,8-cineol foi produzido por esta espécie quando houve maior escassez de
chuva, enquanto o composto a-pineno teve sua producdo reduzida na mesma

condicdo climatica.

Figura 10 - Correlacdo hidrocarbonetos monoterpénicos (HM), monoterpenos oxigenados (MO),
hidrocarbonetos sesquiterpénicos (HS), sesquiterpenos oxigenados (SO) e compostos
nao classificados (NC) de acordo com a estacdo do ano da espécie Callistemon

viminalis.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

5.3.2 Eucalyptus citriodora

As analises de CG_EM para o estudo de sazonalidade da espécie E. citriodora
determinaram a presenca de 22 — 52 compostos por desreplicacdo variando as
concentracbes de 93.7 — 98.2% entre as diferentes estacbes do ano. Os

monoterpenos estdo presentes em maior porcentagem, sendo a maior parte dos
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compostos das estagcOes primavera e verdo classificados como HM, com
concentracbes 32.9 e 54.7%, respectivamente. A diferenca entre HM e MO na
primavera € muito baixa, sendo apenas 0.9%. O composto majoritario desta estacao,
um MO, foi o 1,8-cineol com concentracdo de 29.08%, representando mais de 90%
da porcentagem de todos os MO nesta estacdo. No verdo ha uma queda na
porcentagem dos MO, onde o 1,8-cineol (19.24%), representa 86% da porcentagem
total os MO nesta estacdo, passando a ser o terceiro composto majoritario. Os
primeiros compostos majoritarios sao classificados como HM, sendo limoneno
(20.36%) e a-pineno (19.51%), por isso observa-se um aumento na porcentagem dos
HM entre a primavera e verdo. A maior porcentagem dos compostos das estacoes
outono e inverno estao classificados como MO, com suas concentracfes variando de
63.2 e 95.4%, respectivamente. Nas estacdes outono e inverno, 0s compostos
majoritarios sdo todos classificados como MO, principalmente a citronela (EC_O:
22.48%; EC_I: 49.06%) com um aumento de quase 220% e citronelol (EC_O: 22.04%;
EC_I: 39.63%) com um aumento de quase 180% na sua porcentagem entre as
estacdes citadas. Além disso, ambos 0s compostos foram produzidos exclusivamente
nas chamadas estacdes de seca, de forma que esses compostos, sao produzidos em
maior quantidade quando ha baixa quantidade de chuvas, uma vez que a média da
temperatura nestas estacdes apresentaram valores muito préximos. Vale relatar que
0 composto 1,8-cineol, ndo é produzido apenas no inverno, sendo no outono o terceiro
majoritario. Além disso, entre as estacfes de verdo e inverno houve um grande
aumento nas concentracdes dos MO, em contrapartida, no mesmo periodo, houve
uma queda brusca nas concentracbes dos HM chegando a valores abaixo de 1%,
como se observa na Figura 11. Também € possivel notar que as pequenas
concentracfes de sesquiterpenos sofreram uma queda entre a primavera e o inverno
(15.4% - 1.4%). Na literatura, estudos realizados em S&o Paulo, Brasil e na Argélia,
0S compostos majoritarios encontrados foram: citronela com concentracao de 64.7 e
63.94% e citronelol com concentracdo de 10.9 e 5.24%, respectivamente. Outro
composto comum a esse estudo foi 0 neo-isopulegol, encontrado também nos estudos
realizados em S&o Paulo e Ceara, onde ambos os estudos obtiveram a mesma
concentracéo de 8.23% (ARAUJO, 2018; ARAUJO, 2019; BENCHAA, 2018).
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Figura 11 — Correlacado hidrocarbonetos monoterpénicos (HM), monoterpenos oxigenados (MO),
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hidrocarbonetos sesquiterpénicos (HS), sesquiterpenos oxigenados (SO) e compostos
nao classificados (NC) de acordo com a estac&o do ano da espécie Eucalyptus citriodora.
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: Elaborada pela autora (2022).

5.3.3 Eugenia uniflora

As andlises de CG-EM para o estudo de sazonalidade da espécie E. uniflora
permitiram inferir a presenca de 47 — 55 compostos por desreplicacdo variando as
concentragbes de 90.6 — 96.4% entre as diferentes estagbes do ano. Os
sesquiterpenos estao presentes em maior quantidade na maioria das estacdes nesta
espécie, sendo que a maioria dos compostos sao classificados como HS com suas
concentracdes variando de 54.5 - 62.7%. Os compostos de maior concentracao das
estagcdes verdo, outono e inverno foram os mesmos, sendo germacreno d (EU_V:
11.42%; EU_O: 7.15%; EU_I: 6.71%), y-elemeno (EU_V: 17.53%; EU_O: 11.28%;
EU_I: 6.27%), germacreno b (EU_V: 6.56%; EU_O: 5.43%; EU_I: 5.18%), selina-
1,3,7(11)-trien-8-ono (EU_V: 18.77%; EU_O: 11.93%; EU_I: 6.01%) e epdxido de
selina-1,3,7(11)-trien-8-ono (EU_V: 5.39%; EU_0O: 5.47%; EU_I: 5.77%), 0os primeiros
séo classificados como HS e os dois ultimos como SO. Entretanto, diferentemente das
demais estacdes, na primavera as concentracées de monoterpenos estdo em maior
concentracéo, com pequena diferenca de concentragéo entre HM e MO, 32.3 — 31.2%,
respectivamente. Os compostos majoritarios desta estacéo séo 1,8-cineol (27.95%) e
a-pineno (21.18%), ambos monoterpenos, sendo MO e HM, respectivamente. Na

literatura ha relato de diferentes compostos majoritarios em relacéo a esse estudo,
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sendo poucos 0S compostos considerados comuns, e esses com concentragdes
distintas. Um estudo realizado no municipio de Anapolis-GO, obteve como composto
majoritario, na estacéo umida, o epéxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (29.0 £ 7.0%)
(COSTA, 2009). Outros dois estudo realizados no municipio do Crato-CE, obtiveram
como um dos compostos majoritarios o y-elemeno (3.97%) e germacreno b (2.19% e
7.95%), selina-1,3,7(11)-trien-8-ono (36.37%) e epoxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-
ono (27.32%) (DOS SANTOS, 2018; PEREIRA, 2017).

E possivel observar nos gréaficos da Figura 12 que somente na primavera ha
presenca de monoterpenos, ndo havendo a presenca destes compostos nos OE desta
espécie nas demais estacfes. Os principais compostos observados foram 1,8-cineol
e a-pineno, com concentracdes de 27.95% e 21,18%, respectivamente, sendo o
primeiro classificado como MO e o segundo como HM. Portanto, podemos observar
gue as concentracdes de HS aumentaram entre a primavera e o inverno.

Ha na literatura um estudo sobre sazonalidade da espécie E. uniflora, sendo
algumas espécies coletas na regido metropolita de Sdo Paulo-SP e outras no
municipio de Mogi das Cruzes - SP, onde foram encontrados um total de 1 a 10
compostos por estagdo. Ao comparar compostos e suas concentragfes em ambos 0s
trabalhos, verifica-se que 0s mesmos néo apresentam muita similaridade. O composto
a-guaieno foi encontrado apenas na primavera (7.7%); neste estudo foi encontrado
em todas as estac¢des (EU_P: 0.14%; EU_V: 0.33%; EU_O: 0.43%; EU_I: 0.29%); a-
selineno encontrado apenas no verdo (3.6%), neste estudo no outono e inverno
(EU_O: 1.09%; EU_I: 1.01%); (E)-cariofileno encontrado apenas no verdo (8.4%) e
outono (2.0%), neste estudo foi encontrado em todas as estacfes (EU_P: 3.96%;
EU_V: 5.31%; EU_O: 4.60%; EU_I: 4.37%); e por fim B-elemeno foi encontrado no
verao (8.2%) e outono (4.1%), neste estudo foi encontrado no verdo, outono e inverno
(EU_V:0.94%; EU_0: 0.69%; EU_I: 0.71%). Os demais compostos nao apresentaram
similaridade (GONCALVES, 2021). Esta discrepancia pode ser devido a variacéo
genética da espécie, clima, tipo de solo, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacéo
UV, nutrientes e altitude, o que pode justificar as variagbes significativas na

composigdo quimica dos diferentes OEs de uma mesma espécie (STENGER, 2021).
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Figura 12 - Correlacdo hidrocarbonetos monoterpénicos (HM), monoterpenos oxigenados (MO),
hidrocarbonetos sesquiterpénicos (HS), sesquiterpenos oxigenados (SO) e compostos
nao classificados (NC) de acordo com a estacdo do ano da espécie Eugenia uniflora.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

5.3.4 Myrciaria coronata

As anadlises de CG-EM para o estudo de sazonalidade da espécie M. coronata
permitiram inferir a presenca de 47 — 57 compostos por desreplicacdo variando as
concentracbes de 90.3 — 93.9% entre as diferentes estacbes do ano. Os
sesquiterpenos estdo presentes em maior porcentagem, sendo a maior parte dos
compostos classificados como HS, com suas concentragbes variando de 52.9 —
68.5%. Ao observarmos o gréfico da Figura 13 verificamos que ha diferenca
significativa nas concentracdes de HS, sendo as esta¢des primavera e outono as que
apresentam maiores porcentagens, o que se justifica pela presenca dos compostos
majoritarios que sao classificados como HS, sendo germacreno d (MC_P: 9.76%;
MC_0O: 10.76%) e (E)-cariofileno (MC_P: 8.78%; MC_0O: 8.35%), y-elemeno (12.10%)
e 3-selineno (6.84%), onde os dois ultimos compostos sédo das estacdes primavera e
outono, respectivamente. Nas estacdes verao e inverno apenas os dois compostos
majoritarios sdo classificados como HS, sendo os compostos (E)-cariofileno (MC_V:
7.32%) e B-selineno (MC_I: 7.06%) encontrados, respectivamente, nas estacdes
citadas e germacreno d (MC_V: 7.32%; MC_I: 5.91%), como composto em comum.
Esta espécie apresenta porcentagens muito baixas de MO, tendo apenas 0 composto
1,8-cineol (MC_P: 0.24%; MC_V: 4.22%; MC_O: 0.32%; MC_I. 4.06%) em todas as
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estagdes e o linalol (0.24%) exclusivo do verdao. Os monoterpenos, MO e HM, seguem,
em concentracdes bem inferiores aos sesquiterpenos, o caminho inverso, ou seja,
suas concentracdes sdo maiores no verao e inverno. Nao foi encontrado na literatura
estudos dos OEs desta espécie, sendo assim estes resultados sao inéditos até o

momento.

Figura 13 - Correlacdo hidrocarbonetos monoterpénicos (HM), monoterpenos oxigenados (MO),
hidrocarbonetos sesquiterpénicos (HS), sesquiterpenos oxigenados (SO) e compostos
nao classificados (NC) de acordo com a estagédo do ano da espécie Myrciaria coronata.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).
5.3.5 Plinia cauliflora

As andlises de CG-EM para o estudo de sazonalidade da espécie P. cauliflora
permitiram inferir a presenca de 49 — 58 compostos por desreplicacdo variando as
concentracdes de 90.6 — 92% entre as diferentes esta¢cdes do ano. Os sesquiterpenos
estdo presentes em maior porcentagem, sendo a maior parte dos compostos, em
todas as estagoes, classificados como HS, com suas concentragdes variando de 47.3
— 76.5%. E possivel observar através da Figura 14 que, mesmo tendo maior
guantidade em todo ano, ha grande variagdo nas concentracdes dos HS, sendo estes
com concentra¢cdes mais elevadas no veréo, estagdo com maior média do indice de
precipitagcédo pluvial (288.8mm) e maior temperatura (21.4°C) e inverno, estagao com
menor meédia do indice de precipitacdo (15.4mm) e menor temperatura (17.7°C),

registrado no ano da coleta.



78

Essas estacfes apresentam 0s mesmos compostos majoritarios, porém com
concentracbes distintas, onde se observa que as menores concentragcdes foram
encontradas no verdo, sendo (E)-cariofileno (PC_V: 5.48%; PC I: 8.57%) e
germacreno d (PC_V: 6.14%; PC_I: 17.90%), o que nos permite inferir que, para esta
espécie, ambos 0s compostos sdo encontrados em maior quantidade nos dias mais
frios e com baixo teor de chuva. Vale ressaltar que 0os compostos citados sé&o
classificados como HS. Os demais compostos séo classificados como SO, HM e MO,
e observa-se que, ocorre o0 processo oposto ao HS, ou seja, apresenta maiores
concentracdes nas estacdes da primavera e outono e 0 composto majoritario nestas
estacbes € o mesmo, 1,8-cineol (PC_P: 9.44%; PC_O: 9.17%) e classificado como
MO.

Na literatura o relato caracteristico da espécie P. cauliflora é a presenca de
maior porcentagem de sesquiterpenos. Entretanto, estudos encontrados apresentam
discrepancia em relacdo aos compostos majoritarios a este trabalho, sendo apenas
dois compostos semelhantes relatados como majoritarios, assim como neste trabalho,
porém em estacdo também, distinta. Um estudo realizado em Viam&o-RS, a coleta da
espécie ocorreu no inverno e obteve vinte e dois compostos identificados, tendo os
compostos espatulenol (27.2%), 6xido de cariofileno (21.6%) e epi-globulol (8.1%),
como seus majoritarios (APEL, 2006). Outro estudo realizado em Santa Helena-GO,
entre a primavera e verao, obteve cinquenta e dois compostos identificados, tendo os
compostos (E)-cariofileno (14.69%), B-bisaboleno (9.36%) e (E, E)-a-farneceno
(8.07%), como seus compostos majoritarios (DA SILVA, 2018). E por fim, um estudo
em Hidrolandia, também no estado de Goiés, obteve vinte e oito compostos, em que
os trés compostos majoritarios foram germacreno d (20.48 - 27.2%), B-eudesmol
(14.84 - 19.2%) e a-eudesmol (10.28 - 12.94%). Neste ultimo estudo, foram coletadas
a mesma espécie em seis solos distintos, sendo que os compostos majoritarios foram

0s mesmos havendo variagdo apenas nas suas porcentagens (DUARTE, 2010).
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Figura 14 - Correlacdo hidrocarbonetos monoterpénicos (HM), monoterpenos oxigenados (MO),
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hidrocarbonetos sesquiterpénicos (HS), sesquiterpenos oxigenados (SO) e compostos
nao classificados (NC) de acordo com a estacdo do ano da espécie Plinia cauliflora.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

5.3.6. Psidium guajava

Por fim, as andlises de CG-EM para o estudo de sazonalidade da espécie P.
guajava permitiram determinar a presenca de 50 — 58 compostos por desreplicacao
variando as concentracdes de 90.1 — 93% entre as diferentes esta¢des do ano. Os
sesquiterpenos estdo presentes em maior porcentagem, sendo a maior parte dos
compostos das estacdes primavera e inverno classificados como HS, com suas
concentracfes variando de 53.4 e 41.5%, respectivamente. Ja a maior parte dos
compostos das estacdes verdo e outono estdo classificados como SO, com suas
concentracdes variando de 40.9 e 42.7%, respectivamente. E possivel observar nos
graficos da Figura 15 a seguir, que as concentracdes dos HS e SO se alteram, ou
seja, quando ha aumento das concentracdes de SO ha queda nas concentracdes de
HS e vice-versa. Vale destacar que na primavera 0s trés compostos majoritarios sao
SH com concentragdes elevadas, sendo os compostos aromadendreno (20.93%), (E)-
cariofileno (10.21%) e allo-aromadendreno (10.08%). No inverno dois compostos
majoritarios sdo SH, sendo os compostos (E)-cariofileno (10.21%) e B-selineno
(8.91%). Entretanto, no verdo e outono, 0s compostos majoritarios sdo classificados
como SO, sendo o globulol (9.67%) e cariofila-4(12),8(13)-dien-5B-ol (7.86%),
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respectivamente. Vale ressaltar que o composto (E)-cariofileno em todas as estacfes
do ano, desta espécie, esta presente entre os trés compostos majoritarios.

Na literatura estudos encontrados apresentam diferenca em relacdo aos
compostos majoritarios deste presente trabalho, sendo apenas um composto
semelhante relatado como majoritario: (E)-cariofileno. Um estudo realizado em
Linhares-ES e Mimoso do Sul-ES, a coleta das espécies ocorreu no inverno e obteve
trinta e trés compostos, tendo os compostos (E)-cariofileno (PG_L: 16%; PG_M:
14.2%), a-humuleno (PG_L: 11.4%; PG_M: 7.1%), e B-bisabolol (PG_L: 8.8%; PG_M:
10.1%), como seus majoritarios (DE SOUZA, 2017). Um estudo realizado por De Lima,
2008, analisou quatro espécies diferentes de P. guajava e todos apresentaram o
composto 1,8-cineol como majoritario, sendo suas concentracdes variando de 42.68
— 12.83%. Além deste composto, também pode-se destacar selin-11-en-4-a-ol (20.98
— 22.19%) e 6xido de cariofileno (9.09 — 9.40%). Essas espécies foram coletadas em
Lavras-MG, no outono de 2008.

Outro estudo, realizado em Rio Verde-GO, foi extraido OEs das folhas, a coleta
ocorreu no outono e obteve treze compostos identificados, tendo a-cadinol (37.8%),
(E)-cariofileno (12.2%), nerolidol (9.1%), a-selineno (8.8%), B-selineno (7.4%) e oxido
de cariofileno (7.2%), como seus compostos majoritarios (FERNANDES, 2021). Vale
ressaltar que no presente estudo esses OEs obtiveram atividade anti-T.cruzi. E por
fim, um estudo realizado na provincia de Punjab, no Paquistdo, onde se analisou os
OEs das espécies de goiaba branca e vermelha, coletadas no verdo, obtiveram
quarenta e cinquenta e dois compostos, respectivamente. Ambos os OEs nao
apresentaram compostos majoritarios iguais, sendo os majoritarios da espécie de
goiaba branca: (E)-cariofileno (9.08%), nerolidol (6.68%) e Oxido de cariofileno
(6.18%). Ja os compostos majoritarios da espécie goiaba vermelha foram: a-
felandreno (11.66%), eucaliptol (10.01%) e a-terpineol (7.78%) (HANIF, 2018).
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Figura 15 - Correlagcdo hidrocarbonetos monoterpénicos (HM), monoterpenos oxigenados (MO),
hidrocarbonetos sesquiterpénicos (HS), sesquiterpenos oxigenados (SO) e compostos
nao classificados (NC) de acordo com a estacdo do ano da espécie Psidium guajava.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Por se tratar de estudo sazonal de seis espécies diferentes, verifica-se que ha
uma ampla diversidade quimica. Analisando visualmente os compostos dos OEs
(Tabela 11) ndo had nenhum composto semelhante a todas as espécies nas diferentes
estacbes do ano. Entretanto, ao observar sazonalmente cada uma das espécies
verificamos que C. viminalis apresenta mais de 38% dos compostos comuns, com
diferentes concentracfes em cada uma das diferentes estacdes do ano e quase 29%
sdo compostos exclusivos, sendo o inverno a estacdo que concentra maior nimero
desses compostos, correspondendo a mais de 53% dos mesmos. E. citriodora
apresenta menos de 1% dos compostos comuns, com diferentes concentracfes em
cada uma das diferentes estacfes do ano e pouco mais de 38% sdo compostos
exclusivos, sendo no verdo a estacdo que concentra maior numero desses
compostos, correspondendo a quase 52% dos mesmos. E. uniflora apresenta mais de
18% dos compostos comuns, com diferentes concentracbes em cada uma das
diferentes estacdes do ano e quase 44% s&o compostos exclusivos, sendo na
primavera a estacdo que concentra maior numero desses COMPOStos,
correspondendo a quase 61% dos mesmos. M. coronata apresenta mais de 35% dos
compostos comuns, com diferentes concentracdes em cada uma das diferentes
estacOes do ano e quase 27% sdo compostos exclusivos, sendo na primavera e no

inverno as estacdes onde se concentra maior numero desses Ccompostos,
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correspondendo a mais de 32% dos mesmos. P. cauliflora apresenta mais de 37%
dos compostos comuns, com diferentes concentracées em cada uma das diferentes
estacdes do ano e quase 19% sdo compostos exclusivos, sendo na primavera a
estacdo que concentra maior numero desses compostos, correspondendo a mais de
53% dos mesmos. P. guajara apresenta 29% dos compostos comuns, com diferentes
concentracbes em cada uma das diferentes estagcbes do ano e quase 20% sao
compostos exclusivos, sendo no outono a estacdo que concentra maior numero
desses compostos, correspondendo a 47% dos mesmos. Os compostos exclusivos

de cada espécies nas diferentes estacfes pode ser observado na Tabela 12.
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Tabela 11 - Composicdo dos 0Oleos essenciais de 6 espécies de Myrtaceae coletadas para estudo de sazonalidade nas diferentes estacdes do ano no
Estado de Minas Gerais (Brasil). As analises foram realizadas por CG-EM e a anotacédo foi baseada na similaridade dos espectros teéricos

encontrados na base de dados NISTO8 e nos indices de retencédo de Kovats. (Continua)

Compostos[a] RT®! LI RIM CvP CVV CVO CVI EEP EEV EEO EEI EUP EUV EUO EUI MCP MCV MCO MCI PCP PCV PCO PClI PGP PGV PGO PGl CL.
1 2,4-dimetil-3-pentanona 3.06 791 725 0.2 - 0.2 03 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - NC
2 (E)-2-hexenol 3.99 855 814 - 02 02 02 06 04 04 - 10 07 01 05 - - - - - - - - - - - - NC
3 (Z2)-3-hexenol 406 859 868 - 01 01 01 04 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - NC
4  acetato de isopentila 44 876 820 02 03 04 01 04 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - MO
5 (2)-4-hexenol 442 877 868 - 0.1 - - - 204 - - 03 0.1 - - - - - - - - - - - - - - NC
6 santolina trieno 5.12 908 894 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - MO
7 isobutirato de isobutila 518 911 856 04 06 05 02 04 03 03 - - - - - - - - - - - - - - - - - NC
8 (2)-3-hexenyl formato 5.32 917 989 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - NC
9 o-tujeno 5.62 930 969 - 0.1 01 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - HM™M
10 a-pineno 585 939 948 33.8 28.3 29.1 138 220 195 118 0.1 212 - - - 60 65 05 30 78 38 08 - 1.2 04 - - HM
11 a-Fenchene 6.22 952 943 - - - - - - - - 0.2 - - - - - - - - - - - - - - - HM™M
12 canfeno 6.26 954 943 0.1 - 02 02 04 - 0.4 - 0.7 - - - - - - - - - - - - - - - HM
13 benzaldeido 6.43 952 982 - - - - - 0.4 - - - - - - - - - - - - - - - - 0.7 - NC
14 sabineno 6.91 975 897 - - - - - - 0.0 - - - - - - - - - - - - - - - - - HM
15 B-pineno 7.04 979 943 11 27 19 06 21 10 08 04 18 - - - 12 20 09 07 16 19 31 23 02 - 6.9 3.6 HM
16 mirceno 743 990 958 09 16 10 03 14 01 03 01 04 - - - 0.1 - - - - - - - - - - - HM
17 A’-carena 7.84 1002 948 - 01 0.1 - - 0.2 - - 0.2 - - - - - - - - - - - 01 08 01 01 HM
18 a-felandreno 7.85 1002 969 - - - - - - - - - - - - 0.1 - - - - - - - - 0.1 - - HM
19 p-menta-1(7),8-dieno 7.89 1004 1013 - - - 02 05 02 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.2 MO
20 (2)-3-acetato de hexenil 7.93 1005 992 - - - 0.0 - 0.1 0.2 - - - - - - - - - - - - - 0.5 - - - NC
21 isobutirato de isoamila 8.05 1009 955 03 05 02 03 11 038 - 0.1 - - - - - - - - - - - - - - - - NC
22 Ad-carena 8.1 1008 948 - 0.1 0.3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - HM
23 o-terpineno 8.3 1017 998 - - - - - 0.1 - - - - - - 0.1 0.9 19 04 - - - 0.1 - - 0.0 - HM
24 p-cimeno 8.53 1024 1042 - - - 1.7 41 26 - - - - - - - - - - - - - - - - - - HM
25 o-cimeno 8.59 1026 1042 08 04 04 - - - 0.5 - 0.4 - - - - 0.2 - - - - - - - - 01 01 HM
26 limoneno 8.69 1029 1018 - 41 3.6 - - 0.6 - - - - - - 06 19 17 16 27 24 - 4.1 - - - - HM
27 1,8-cineol 8.76 1031 1059 46.4 40.7 40.9 69.6 29.1 192 146 - 280 - - - 02 42 03 41 94 55 42 86 102 133 7.7 115 MO
28 (2)-B-ocimeno 8.96 1037 976 - - - - - - 0.3 - 0.5 - - - - 0.5 - 0.2 - - - - - - - - HM
29 (E)-B-ocimeno 9.42 1050 976 - - - - - - 15 00 28 - - - 1.3 - - - - - - 0.1 - - - - HM
30 bergamal 9.67 1056 - - - - - - - - 0.0 - - - - - - - - - - - - - - - - NC
31 y-terpineno 9.78 1059 998 0.7 13 10 04 14 05 01 02 02 - - - - - - - - - - - - - - - HM
32 trans-6xido de linalol 10.89 1086 - - - - - - 0.0 - - - - - - - - - - - - - - - - - - MO
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Tabela 11 - Composicao dos 6leos essenciais de 6 espécies de Myrtaceae coletadas para estudo de sazonalidade nas diferentes estacées do ano no
Estado de Minas Gerais (Brasil). As analises foram realizadas por CG-EM e a anotacao foi baseada na similaridade dos espectros tedéricos

encontrados na base de dados NISTO8 e nos indices de retencdo de Kovats. (Continuagéo)

Compostos[al RT®! LI RIM CvP CVV CVO CVI EEP EEV EEO EEI EUP EUV EUO EUI MCP MCV MCO MCI PCP PCV PCO PClI PGP PGV PGO PGl CL.
33 terpinoleno 10.98 1086 1052 0.2 0.1 0.1 0.0 - - 01 0.1 - - - - - - - - 05 09 05 - - - 35 27 HM
34 linalol 11.32 1096 1082 06 11 10 05 19 07 05 038 - - - - - 0.2 - - 05 05 14 28 - 01 0.2 - MO
35 isovalerato de isopentila 11.6 1102 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.9 - - - MO
36 cis-6xido de rosa 11.77 1108 1114 - - - - - 0.1 0.0 - - - - - - - - - - - - - - - - - MO
37 exo-fenchol 12,28 1121 1138 0.2 01 03 02 06 03 05 - 11 - - - - - - - - - - - - - - - MO
38 a-campholenal 12.46 1126 1155 - - - - - - - - 0.2 - - - - - - - - - - - - - - - MO
39 trans-pinocarveol 12.99 1139 1131 05 02 06 02 10 03 0.2 - 1.4 - - - - - - - - - - - - - - - MO
40 cis-B-terpineol 13.2 1144 1158 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - MO
41 neo-isopulegol 13.37 1148 1196 - - - - - 07 18 47 - - - - - - - - - - - - - - - - MO
42 hidrato de canfeno 13.43 1149 1088 - - - - - - - - 0.2 - - - - - - - - - - - - - - - MO
43 isopulegol 13.43 1149 1196 - - - - - - - 0.3 - - - - - - - - - - - - - - - - NC
44  citronela 13.58 1153 1125 - - - - - 0.2 225 491 - - - - - - - - - - - - - - - - MO
45 iso-isopulegol 13.86 1159 1196 - - - - - 01 02 0.2 - - - - - - - - - - - - - - - - MO
46 isoborneol 13.87 1160 1138 0.8 - 04 05 16 05 - - - - - - - - - - - - - - - - - - MO
47  borneol 1429 1165 1138 03 01 05 02 05 03 07 - 14 - - - - - - - - - - - - - 01 01 SO
48 terpinen-4-ol 14.66 1177 1137 09 17 15 11 40 56 03 - 0.4 - - - - - - - - - - - - - - - MO
49 p-cymen-8-ol 1491 1182 1197 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - MO
50 (2)-3-butanoato de hexenila 15.09 1186 - - - - - - 0.1 - - 0.1 - - - - - - - - - - - - - - - MO
51 o-terpineol 1521 1188 1143 42 64 6.1 42 110 55 25 - 3.9 - - - - 0.6 - - 1.1 16 19 0.7 - - - - HM
52 trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 15.24 1189 1201 - - - 01 04 02 - - - - - - - - - - - - - - - - - - MO
53 endo-acetato de fencila 16.57 1220 1277 - - - - - - 0.1 - 0.2 - - - - - - - - - - - - - - - NC
54  citronelol 16.8 1225 1179 - - - - - - 220 396 - - - - - - - - - - - - - - - - MO
55 cis-carveol 16.94 1226 1206 - - 0.1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - MO
56 nerol 16.97 1229 1228 - - - - - 01 0.2 - - - - - - - - - - - - - - - - - MO
57 cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 17 1230 1201 - - - 00 02 01 - - - - - - - - - - - - - - - - - - MO
58 neral 17.32 1238 1174 - - - - - - 01 0.2 - - - - - - - - - - - - - - - - MO
59 formato de isobornila 17.36 1239 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 5.6 - - - NC
60 geraniol 17.95 1252 1228 13 28 20 - - - - 0.3 - - - - - - - - - - - - - - - - MO
61 piperitona 17.95 1252 1158 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - MO
62 geranial 18.62 1267 1174 - - - - - 02 02 03 - - - - - - - - - - - - - - - - MO

63 acetato de bornila 19.49 1285 1277 - - - - - - 0.2 - 0.4 - - - - - - - - - - - - - 0.2 0.2 NC
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Tabela 11 - Composicao dos 6leos essenciais de 6 espécies de Myrtaceae coletadas para estudo de sazonalidade nas diferentes estacées do ano no
Estado de Minas Gerais (Brasil). As analises foram realizadas por CG-EM e a anotacao foi baseada na similaridade dos espectros tedéricos

encontrados na base de dados NIST08 e nos indices de retencédo de Kovats. (Continuacéao)

Compostos[al RT®! LI RIM CvP CVV CVO CVI EEP EEV EEO EEI EUP EUV EUO EUI MCP MCV MCO MCI PCP PCV PCO PClI PGP PGV PGO PGl CL.
64 trans-6xido de linalol acetate 19.64 1288 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - NC
65 metil geranata 21.19 1324 1252 - - - - - - - - 0.3 - - - - - - - - - - - - - - - NC
66 8-hidroxi-neo-mentol 21.44 1330 - - - - - - - 0.1 03 - - - - - - - - - - - - - - 0.1 - MO
67 O-elemeno 21.77 1338 1377 - - - - - - - - - 0.1 - - 08 09 25 22 04 05 - 0.6 - - - - HS
68 a-acetato de terpinila 22.26 1349 1333 - - - - - 0.2 6.1 - 105 - - - - - - - - - - - - - - - NC
69 a-cubebeno 22.33 1351 1344 - - - - - 0.2 - - - 01 01 02 02 02 03 - 01 04 02 04 - - - - HS
70 a-longipineno 22.41 1352 1403 - - - - - - 0.1 - - - - - - - - - - - - - - - - - HS
71 eugenol 22.7 1359 1392 0.2 02 03 - - - - - - - - - - - - - - - - - 01 03 01 02 NC
72 a-bourboneno 22.8 1383 1344 - - - - - 0.2 - - - - - 0.1 - - - - - - - 0.9 - - - - HS
73 a-ylangeno 23.43 1375 1221 - - - - - - - - - 0.1 - 0.1 01 - 02 02 01 04 - 0.3 - 03 03 02 HS
74 isoleno 23.48 1376 1419 - 0.1 - - - - - - - - 0.1 - 0.5 - 07 03 03 05 1.0 - - - 0.6 - HS
75 a-copaeno 23.49 1376 1221 - - - - - - 0.2 - 03 14 13 20 11 23 22 26 24 23 03 09 55 28 - - HS
76 acetato de geranila 23.7 1379 1352 0.1 0.2 0.2 - - - - - 0.4 - - - - - - - - - - - - - - - NC
77 B-panasinseno 23.78 1382 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - HS
78 B-cubebeno 24.04 1388 1339 - - - - - - - - - 02 01 01 02 02 07 02 01 02 - 02 06 01 - - HS
79 B-bourboneno 24.05 1388 1339 - - - - - - - - - 03 02 01 02 02 11 07 - - 0.7 - 0.3 06 - - HS
80 B-elemeno 24.15 1390 1398 - - - - - - - - - 09 07 07 07 10 29 18 02 04 - 15 05 10 04 0.8 HS
81 (E)-jasmone 2419 1391 1338 - - - - - - - 0.0 - - - - - - - - - - - - - - - - NC
82 sativeno 2421 1391 1339 - - - - - - - - - 0.1 - 01 02 05 - - 04 05 02 - 55 97 - 0.1 HS
83 fenil etil isobutanoato 2431 1393 1394 - - - - - - 0.0 - - - - - - - - - - - - - - - - - NC
84 sibireno 24.62 1400 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - HS
85 (2)-Isoeugenol 249 1406 - - 0.2 - - - 0.2 01 - - - - - - - - - - - - - - - - - MO
86 a-gurjuneno 25 1409 1419 - - - - - - - - 02 03 02 02 03 05 - - 05 07 62 06 06 06 06 07 HS
87 B-copaeno 25.9 1432 - - - - - - - - - - 0.2 - - - - - 0.4 - - - - - 01 03 04 HS
88 B-gurjuneno 25.95 1433 1403 - - - - - - - - - - - - 02 03 - 03 03 04 - 1.0 01 - - - HS
89 y-elemeno 26.08 1436 1465 - - - - - - 0.0 - - 72 113 119 121 04 40 - 03 04 - - - - - - HS
90 B-humuleno 26.16 1438 1574 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.2 - - HS
91 a-guaieno 26.2 1439 1490 - - - - - - - - 01 03 04 03 - 03 31 45 40 31 66 62 04 07 74 89 HS
92 aromadendreno 26.27 1441 1386 0.1 0.0 - - - 1.1 03 - 14 10 36 30 30 39 02 19 28 24 06 - - - - - HS
93 2-fenil etil butanoato 26.28 1441 1458 - 01 01 03 14 13 - - - - - - - - - - - - - - - - - - NC
94 (E)-cariofileno 26.36 1419 1494 - 0.1 - - - - 27 12 40 53 46 44 88 73 84 54 94 50 11 29 - - - - HS

95  6,9-guaiadieno 26.39 1444 - - - e - - - - 04 - - - 06 - - - - Hs
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Tabela 11 - Composicao dos 6leos essenciais de 6 espécies de Myrtaceae coletadas para estudo de sazonalidade nas diferentes estacées do ano no
Estado de Minas Gerais (Brasil). As analises foram realizadas por CG-EM e a anotacéao foi baseada na similaridade dos espectros tedricos

encontrados na base de dados NISTO8 e nos indices de retencdo de Kovats. (Continuagéo)

Compostos[a] RT®! LI RIM CvP CVV CVO CVI EEP EEV EEO EEI EUP EUV EUO EUI MCP MCV MCO MCI PCP PCV PCO PClI PGP PGV PGO PGl CL.
96 a-himachaleno 26.68 1451 1494 - - - - - - - - - - - - - - - 0.5 - - - - - - - 0.4 HS
97 espirolepequineno 26.69 1451 - - - - - - - - - - - - - - - - 0.2 - - - - - - - - HS
98 trans-muurola-3,5-dieno 26.78 1453 - - - - - - - - - - - - - - - - 0.2 - - 0.3 - - 0.1 - 0.1 HS
99 a-humuleno 26.82 1454 1579 - - - - - - 03 01 05 20 17 19 12 1.5 14 10 17 19 41 - 03 03 - 45 HS
100 allo-aromadendreno 27.07 1460 1386 0.2 00 02 01 03 - 0.2 - 06 37 14 17 71 38 11 13 22 22 03 20 - - - - HS
101 cis-cadina-1(6).4-dieno 27.18 1463 - - - - - - - - - - - - - - 0.2 - - - - - 02 01 01 03 03 HS
102 cis-muurola-4(14),5-dieno 27.35 1466 - - - - - - - - - - 0.1 - - - - - - - - - - - - - - HS
103 4,5-di-epi-aristolocheno 27.63 1473 - - - - - - - - - - - - - - - - - 02 04 - 0.2 - 05 63 85 HS
104 trans-cadina-1(6),4-dieno 27.77 1476 1440 - - - - - - - - - 02 01 - 1.0 - - 0.3 - - - - - - - - HS
105 y-gurjuneno 27.8 1477 1461 - - - - - - - - - - - - 0.8 - - - 38 28 03 0.2 - - - - HS
106 benzoato de pentila 27.84 1478 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.5 - - NC
107 y-muuroleno 2791 1479 1435 - - - - - - - - - 15 20 15 30 1.3 1.2 21 19 20 23 32 06 - - - HS
108 germacreno d 27.99 1481 1515 - - - - - - - - - 114 175 188 98 82 108 59 37 28 - 1.4 - - - - HS
109 a-amorfeno 28.13 1484 1440 - - - - - - - - - 06 08 06 05 03 06 02 05 05 - - - - - - HS
110 B-selineno 28.37 1490 1469 - - - - - - - - 01 11 13 08 11 50 68 71 33 26 03 12 03 01 04 - HS
111 &-selineno 28.49 1492 - - - - - - - - - - - - 0.2 - - - - - - - - - - - - HS
112 trans-muurola-4(14),5-dieno 28.53 1493 1435 - - - - - - - - - 0.2 - - - - - - - - - - - - - - HS
113 cis-cadina-1.4-dieno 28.62 1495 - - - - - - - - - - - - - - - - - 11 1.4 - 07 20 25 10 08 HS
114 vy-amorfeno 28.63 1495 - - - - - - - - - - - - - - - - 16 01 02 05 - - - 01 01 HS
115 valenceno 28.66 1496 1474 - - - - - - - - - - 01 01 02 - - 02 02 04 15 - 09 08 16 17 HS
116 viridifloreno 28.68 1496 1419 - - - - - - 0.4 - 15 - - - 6.2 - - - - - - - 01 02 02 02 HS
117 a-selineno 28.74 1498 1474 - - - 02 05 04 - - - - 11 10 12 32 21 20 32 26 77 15 - 39 66 52 HS
118 biciclogermacreno 28.83 1500 1499 - - - - - - - - - - - - 0.3 - - 2.1 - 02 1.6 - 16 32 41 6.7 HS
119 isodauceno 28.83 1500 - - - - - - - - - - 1.4 - - - - - - - - - - 04 07 - - NC
120 a-muuroleno 28.84 1500 1580 - - - - - - - - - 06 08 11 12 03 09 09 06 10 08 12 48 34 17 24 HS
121 a-chamigreno 28.96 1503 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.1 - - HS
122 (E,E)-a-farneseno 29.03 1505 1458 - - - - - - - - - 0.2 - 0.2 - - - - - - - - 0.1 - - 0.1 HS
123 germacreno a 29.18 1509 - - - - - - - - - - 0.2 0.7 0.2 - 06 30 20 - - - - - 01 02 04 HS
124 a-bulneseno 29.2 1509 1490 - - - - - - - - - - 0.1 - - - - - - - - - - - - - HS
125 d-amorfeno 29.29 1512 - - - - - - - - - 0.8 - 0.2 03 - 33 05 02 04 12 07 - - - - HS

126 a-panasinseno 29.3 1540 1416 - - - - - - - - - - - - - - - - 01 03 0.2 - - - - - HS
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Tabela 11 - Composicao dos 6leos essenciais de 6 espécies de Myrtaceae coletadas para estudo de sazonalidade nas diferentes estacées do ano no
Estado de Minas Gerais (Brasil). As analises foram realizadas por CG-EM e a anotacéao foi baseada na similaridade dos espectros tedricos

encontrados na base de dados NIST08 e nos indices de retencédo de Kovats. (Continuacéao)

Compostos[a] RTE!I L R4 CVP CVV CVO CVI EEP EEV EEO EEI EUP EUV EUO EU MCP MCV MCO MCI PCP PCV PCO PClI PGP PGV PGO PGI CL.
127 a-alasqueno 29.31 1512 - - - - - - - - - - - - - - - - 1.6 - - - 0.2 - - - - HS
128 y-cadineno 29.35 1513 1435 - - - - - - - - - 19 17 15 15 13 14 1.2 - - - - - - - - HS
129 trans-cicloisolongifol-5-ol 29.36 1513 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.8 - - - - - SO
130 d&-cadineno 29.72 1523 1469 - - - - - - - - 13 50 43 46 37 27 34 48 29 25 0.2 - 01 0.1 - - HS
131 trans-cadina-1,4-dieno 30.18 1534 1440 - - - - - - - - 0.2 - - - - - 0.5 - 01 03 34 03 209 48 02 08 HS
132 a-cadineno 30.33 1538 1440 - - - - - 0.4 - - - 0.9 - - 07 02 02 07 05 05 03 44 - - - - HS
133 a-calacoreno 30.62 1545 1547 - - - - - - - - 01 01 01 01 o1 0.2 0.3 - - - - - - - - - HS
134 selina-3,7(11)-dieno 30.66 1546 1507 - - - - - - - - - 02 0.2 - 0.2 - - 02 01 04 02 - 04 0.2 - 0.3 HS
135 flavesona 30.69 1547 - - - 0.2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - NC
136 B-vetiveneno 31.02 1555 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.2 - - - - - HS
137 germacreno b 31.24 1561 1603 - - - - - - - - - 66 54 52 03 61 21 21 - 01 0.9 - 1.0 16 - - HS
138 (E)-nerolidol 31.32 1563 1564 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1.3 - 04 04 SO
139 B-calacoreno 31.43 1565 - - - - - - - - - - 0.1 01 - - - - - - - - - - - - - HS
140 epiglobulol 3155 1600 1530 0.2 02 04 04 15 17 05 - 13 14 10 19 27 17 22 14 04 05 0.2 - - - 0.2 - SO
141 palustrol 31.56 1568 1530 - - 0.1 - - 0.2 - - - - - - 0.3 - - - - - - - 08 11 15 13 SO
142 longipinanol 3158 1569 - - - - - - 11 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.1 SO
143 alcool cariofilenilico 31.7 1572 1677 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 02 02 06 05 SO
144 espatulenol 31.96 1578 1536 08 03 05 02 07 06 06 - 15 49 53 37 17 43 26 29 38 29 11 09 03 01 11 09 sO
145 oxido de cariofileno 32.16 1583 1507 - - - - - - - 0.1 - - - - - 44 38 54 75 34 06 09 18 24 01 02 SO
146 gleenol 32.33 1587 - - - - - - - - - - - - 3.0 - - - - - - - - 02 02 02 02 SO
147 B-copaen-4a-ol 3249 1590 - - - - - - - - - - - - - - - - 0.1 - - - - - - - - SO
148 globulol 325 1590 1530 09 0.7 1.0 - - 0.7 0.8 - 20 38 1.8 - 21 24 - 03 01 04 - 0.2 - - - - SO
149 viridiflorol 32.58 1592 1530 - - - 02 04 23 - - - 11 0.8 - 15 - - - 24 23 28 21 05 06 20 25 SO
150 cubeban-11-ol 32.7 1595 - - - 05 02 05 07 03 - 06 10 06 07 10 09 - 03 05 05 - - - 0.1 - - SO
151 rosifoliol 32.89 1600 1598 09 0.7 12 01 0.3 - 0.2 - 05 12 04 08 05 12 - 0.4 - - - - 0.4 - - 1.0 SO
152 guaiol 32.92 1600 1614 - - - - - - - - - - - - 0.6 - - - - - - 35 09 04 - - SO
153 ledol 32.99 1602 1530 - 0.1 - - - - - - - - 1.3 03 10 11 - 04 05 05 16 0.7 - - - - SO
154 epobxido de humulenol 33.21 1608 - - - - - - - - - - 02 02 02 - 12 04 06 09 12 25 13 101 54 01 02 SO
155 1,10-di-epi-cubenol 33.6 1618 - - - - - - - 0.7 - - - - - - - - - - - - - - - - - SO
156 2,7Z-bisaboladien-4-ol 33.6 1619 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - SO

157 junenol 33.61 1619 - - - - - - 0.5 - - - 04 03 04 - - 0.3 - - - - - - 14 05 08 SO
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Tabela 11 - Composicao dos 6leos essenciais de 6 espécies de Myrtaceae coletadas para estudo de sazonalidade nas diferentes estacées do ano no
Estado de Minas Gerais (Brasil). As analises foram realizadas por CG-EM e a anotacéao foi baseada na similaridade dos espectros tedricos

encontrados na base de dados NISTO8 e nos indices de retencdo de Kovats. (Concluséao)

Compostos[al RT®! LI RIM CvP CVV CVO CVI EEP EEV EEO EEI EUP EUV EUO EUI MCP MCV MCO MCI PCP PCV PCO PClI PGP PGV PGO PGl CL.
158 1-epi-cubenol 33.95 1628 - - - - - - - - - 13 - - - 0.1 - - - - - - - - - - - SO
159 muurola-4.10(14)-dien-1B-ol 34.06 1631 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 72 79 30 HS
160 selina-1,3,7(11)-trien-8-one 34.15 1634 - - - - - - - - - - 6.7 6.3 6.0 - - - - - - - - - - - - SO
161 epi-a-cadinol 34.38 1640 1580 - - - - - - - - - - - - - 0.5 - - 07 11 92 05 48 94 95 105 SO
162 cariofileno-4(12),8(13)-dien-5a-ol 344 1640 - - - - - - - - - - - - - 02 03 06 15 11 17 40 10 02 05 02 - SO
163 cariofileno-4(12),8(13)-dien-53-ol 3441 1640 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1.7 - SO
164 epi-a-muurolol 34.46 1642 1580 - - - - - - - - - 29 15 17 12 07 36 16 - - 15 - - 06 11 04 SO
165 selina-3.11-dien-6-a-ol 34.54 1644 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 01 02 - - SO
166 a-muurolol 34.61 1646 1580 - - - - - - 0.2 - 02 09 06 07 04 03 12 08 02 04 02 04 - - - - SO
167 cubenol 34.63 1646 1580 - - - - - - 0.3 - 0.6 - - - - - 0.6 - - - - - - - - - SO
168 B-eudesmol 34.79 1650 1593 - - - - - - - - - 04 03 - 0.4 - 0.2 - - 66 21 44 05 08 03 04 SO
169 a-eudesmol 3491 1653 1598 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 06 53 16 SO
170 a-cadinol 3493 1654 1580 - - - - - 0.1 02 - 02 28 29 28 23 27 36 38 - 0.2 - - - - - - SO
171 selin-11-en-4a-ol 35.14 1659 1593 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.8 - 46 41 SO
172 14-hidroxi-9-epi-(E)-cariofileno 35.53 1669 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.1 - SO
173 cadaleno 358 1676 1706 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.8 - - SO
174 Z-acetato de nerolidil 35.85 1677 1754 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.2 - NC
175 germacra-4(15),5,10(14)-trien-1a-ol 36.18 1686 - - - - - - - - - - 03 04 02 - - 05 0.5 - 6.1 38 179 - - - - SO
176 germacrona 36.48 1693 1774 - - - - - - - - - 04 05 0.2 - - - - - - - - - - - - SO
177 eudesm-7(11)-en-4-ol 36.74 1700 1647 - - - - - - - - - 0.1 - - - - 0.3 - 10 13 23 14 13 15 13 14 SO
178 amorfa-4.9-dien-2-ol 36.77 1700 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 04 03 - - SO
179 agglomerono 36.96 1698 - - - - 06 29 26 - - - - - - - - - - - - - - - - - - NC
180 2(E),6(Z)-farnesol 37.27 1715 1710 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 01 01 SO
181 selina-1,3,7(11)-trien-8-one epdxido 38.46 1748 - - - - - - - - - - 54 55 58 - - - - - - - - - 0.6 - - SO
182 pentadecanol 39.42 1774 1755 @ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - SO
183 hexadecanol 43.03 1875 1854 - - - - - - - - - - - - - - 0.7 - - - - - 0.2 10 03 04 NC
184 fitol 45.37 1942 2045 - - - - - - 0.2 - - 03 07 04 - - - 06 20 21 38 30 08 06 05 07 NC

Hidrocarboneto Monoterpénico (HM) 418 454 439 211 329 547 183 09 323 00 00 00 94 127 50 59 138 34 115 30 40 56 57 6.0

Monoterpeno Oxigenado (MO) 50.8 47.1 47.1 726 320 223 63.2 954 312 00 00 00 02 45 03 41 99 13 97 05 113 94 99 108

Hidrocarboneto Sesquiterpénico (HS) 03 03 02 03 85 44 43 13 103 545 619 627 685 529 652 59.7 473 688 480 76.5 534 33.0 324 415

Sesquiterpeno Oxigenado (SO) 30 20 40 13 69 81 45 01 95 337 294 282 158 21.7 199 200 19.0 172 220 10.6 22.3 409 427 33.7
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Tabela 11 - Composicao dos 6leos essenciais de 6 espécies de Myrtaceae coletadas para estudo de sazonalidade nas diferentes estacées do ano no
Estado de Minas Gerais (Brasil). As analises foram realizadas por CG-EM e a anotacéao foi baseada na similaridade dos espectros tedricos

encontrados na base de dados NIST08 e nos indices de retencédo de Kovats. (Continuacéao)
CVvP CVV CVO CVI EEP EEV EEO EEI EUP EUV EUO EUI MCP MCV MCO MCI PCP PCV PCO PClI PGP PGV PGO PGI
Nao classificado (NC) 12 21 19 20 134 64 76 05 132 25 09 10 OO OO o077 06 20 00 OO 0O 02 12 04 10
Total 97.2 96.8 97.0 97.3 93.7 959 979 982 964 90.6 922 919 939 91.7 911 903 92.0 90.6 91.2 90.7 91.2 90.1 911 93.0
Composto identificado desreplicagéo 28 37 38 34 31 51 52 22 47 55 48 47 57 50 47 57 53 58 49 47 50 58 54 53

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Legenda: 2 Os compostos sao listados em ordem de seu LlI;
®RT = tempo de retengdo (min);
¢RI = indice de retencéo relativo a série homdloga de n-alcanos (C10 —C27) usando coluna RTX-5;
4Ll = indice de retencao de literatura;
Hidrocarbonetos monoterpénicos (HM);
Monoterpenos oxigenados (MO);
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos (HS);
Sesquiterpenos oxigenados (SO).
Traco (<0,1%)
Compostos nao detectados sdo marcados como (-).
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Tabela 12 - Compostos exclusivos das espécies dos OEs da familia Myrtaceae do estudo de
sazonalidade de cada estacéo do ano.

Espécies Estacdo do ano Compostos exclusivos
Primavera -
Verdo (E)-cariofileno, Isoleno, (Z)-isoeugenol, (Z)-4-hexenol
S Outono cis-carveol, flavesona, palustrol
C. viminalis i i ! i
p-cimeno, a-selineno, cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol, trans-p-menta-1(7),8-
Inverno dien-2-ol, p-menta-1(7),8-dieno, acetato de hexenil <(32)->, agglomerono,
viridiflorol
Primavera acetato de geranila, geranato de metila, (2)-3- formato de hexila
a-felandreno, &-cadineno, Isoleno,Campholenal <a->, cis-p-menta-1(7),8-
~ dien-2-ol, p-cymen-8-ol, trans-p-menta-1(7),8-dien-2-ol, trans-6xido de
E. citriodora Verdo linalol, piperitona, cis-carveol, Isovalerato de isopentila, trans-6xido acetato
de linalol, formato de isobornil, (E)-nerolidol, viridiflorol
Outono sabinense, y-elemeno, a-longipineno
Inverno Isopulegol, isobutirato de isoamila, bergamal, (E)-jasmona
a-terpineol, (2)-B-ocimeno, o-cimeno, canfeno, a-Fenchene, A 2-carena,
trans-cadina-1,4-dieno, viridifloreno, 1,8-cineol, terpinen-4-ol, (2)-3-
. butanoato de hexenil, trans-pinocarveol, exo-fenchol, a-camfolenal, hidrato
Primavera . . .
de canfeno, a-acetato de terpinila, acetato de geranila, acetato de bornila,
geranato de metil, (Z)-4-hexenol, endo-acetato de fencila, cubenol, 1-epi-
E. Uniflora cubenol, borneol
eudesm-7(11)-en-4-ol, Isodauceno, trans-muurola-4(14),5-dieno, cis-
Verao muurola-4(14),5-dieno, (E,E)-a-farneseno, 3-copaeno, sativeno, a-
ylangeno, a-cadineno, 6-elemeno, d-amorfeno
Outono a-bulneseno, isoleno, valenceno, ledol
Inverno -
. (E)-B-ocimeno, mirceno, a-felandreno, viridifloreno, 1-epi-cubenol,
Primavera .
palustrol, guaiol
Verdo epi-a-cadinol, linalol, o-cimeno, a-terpineol
M. coronata .
Outono hexadecanol, eudesm-7(11)-en-4-ol, cubenoal, junenol
Invermno fitol, a-alasqueno, a-himachaleno, espirolepequineno, trans-muurola-3,5-
dieno, B-copaeno, y-amorfeno
Primavera terpinoleno, y-amorfeno, 4,5-di-epi-aristolocheno, a-panasinseno, fitol
b caulifiora Verao pentadecanol, trans-cicloisolongifol-5-ol, trans-cadina-1(6),4-dieno, sibireno
Outono 6,9-guaiadieno, a-chamigreno, B-vetiveneno
Inverno viridifloreno, a-calacoreno
Primavera Isoleno, cis-B-Terpineol, santolina trieno
Verdo B-humuleno, (Z)-Acetato de nerolidila, benzoato de pentila
P. guajara amorfa-4,9-dien-2-ol, cadaleno, selina-3.11-dien-6-a-ol, longipinanol, epi-a-
Outono . . ; .
cadinol, cubenol, (2)-3-butanoato de hexenila, trans-cadina-1,4-dieno
Inverno p-cimeno

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
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Portanto, ao observar a tabela 12 anterior, pode-se concluir que & muito dificil
conseguir qualquer tipo de informacédo, seja de todas as espécies no estudo sazonal,
ou apenas em uma das espécies por cada estacdo do ano. Isso ocorre devido a
grande diversidade quimica, tanto pelo nimero de compostos quanto por suas
respectivas concentragoes.

Para que se pudesse fazer inferéncias mais conclusivas e abrangentes acerca
da composicdo quimica dos OEs entre as espécies analisadas nas diferentes
estacdes do ano, tentou-se a construcdo de modelos matematicos multivariados,
como por exemplo, PCA ou PLS-DA (ou OPLS-DA). Entretanto, ndo foram contruidos
modelos matematicos satisfatorios para tais analises e, por isso, nédo foi possivel aqui

incluir estudos metabolémicos sobre a sazonalidade, neste presente trabalho.

5.4 ATIVIDADE ANTI-T.cruzi E CITOTOXICIDADE DOS OLEOS ESSENCIAIS
PARA ESTUDO DA SAZONALIDADE

O ensaio anti-T.cruzi foi realizado também com as 24 amostras de 6leos
essenciais para o estudo de sazonalidade de seis diferentes espécies da familia
Myrtaceae, listadas na Tabela 13. Como controle positivo, assim como no estudo
anterior, utilizou-se o benzonidazol, uma vez que atualmente € o Unico medicamento
utilizado para tratamento da Doenca de Chagas no Brasil. Os valores obtidos de Clso
representam a média e o desvio padréo das duplicadas, e foram determinados para a
forma tripomastigota de T.cruzi e o valor de CCso foi determinado pelas células NCTC.

Dos vinte e quatro OEs estudados (6 diferentes espécies em cada uma das
quatro estacdes), onze deles apresentaram valores de Clso inferiores a 10 pg/mL
contra formas tripomastigotas do T. cruzi e podem ser considerados ativos
(CARNEIRO, 2017; ESTEVAM, 2017; FERNANDES, 2021; SANTOS, 2019): E.
uniflora_Primavera (Clso = 3.1 pg/mL), E. uniflora_Verdo (Clso = 4.1 pg/mL), E.
uniflora_Outono (Clso = 3.6 ug/mL), P. cauliflora_Primavera (Clso = 8.5 pg/mL), P.
cauliflora_Verao (Clso = 8.5 pg/mL), P. cauliflora_Outono (Clso = 1.3 pg/mL), P.
cauliflora_Inverno (Clso = 2.7 pg/mL), P. guajava_Primavera (Clso = 2.6 pg/mL), P.
guajava_Verdo (Clso = 6.5 pg/mL), P. guajava_Outono (Clso = 9.0 pg/mL), P.
guajava_lnverno (Clso = 4.0 pg/mL).
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Entretanto, a selecdo das espécies, assim como anteriormente, deu-se através
do indice de seletividade (IS), onde foram consideradas promissoras aquelas cujo
valor do IS foram superior a 10, como preconiza the Drugs for Neglected Diseases
initiative (DNDi). Os Oleos selecionados podem ser considerados como fontes
promissoras de compostos tripanomicidas, sendo que, quanto maior esse valor, mas
ativa é considerada a espécie, maior o potencial antichagasico (GUTIERREZ, 2019;
SOUZA, 2017; SOUZA, 2021a). Desta forma observa-se na Tabela 13, que ha sete
OEs com IS maiores que 10: E. uniflora_Primavera (S| = 27.0), E. uniflora_Verao (Sl
= 18.1), E. uniflora_Outono (SI = 15.5), P. cauliflora_Outono (SI = 23.3), P.
cauliflora_Inverno (SI = 11.4), P. guajava_Primavera (Sl = 12.5) e P. guajava_Inverno
(SI =13.2).

Pdde-se observar que todos as espécies selecionadas se mostraram muito
promissoras para a atividade anti-T.cruzi, comparadas ao valor de Clso do padrdo
benzonidazol, sendo P. cauliflora_Outono a espécie que apresentou o melhor valor;
além disso apresentou o segundo maior valor de IS (23.3). A espécie E.
uniflora_Primavera foi a espécie que apresentou o maior valor de Sl (27.0). As demais
espécies promissoras, os valores de Clso variaram de 5 a 31 vezes mais ativas que o0
padrao, e a variacao de IS foi entre 11.4 a 18.1.

Interessante notar que das seis espécies do estudo sobre a sazonalidades
apenas trés delas foram consideradas promissoras, E. uniflora, P. cauliflora, e P.
guajara. Entretanto, ndo foram em todas as estacbfes que as mesmas foram
consideradas promissoras. E. uniflora, foi considerada inativa apenas no inverno, P.
cauliflora, foi considerada promissora nas estacfes outono e inverno e, por fim, P.
guajara considerada promissora nas estacdes primavera e inverno. Desta forma,
podemos afirmar que os indices pluviométricos e temperatura, que foram dois fatores
que tivemos acesso na época da coleta, sdo fundamentais na producao de diferentes

compostos para que a espécie seja considerada promissora ou inativa.
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Tabela 13 - Atividade anti-T.cruzi e citotoxicidade de Oleos essenciais de
espécies da familia Myrtaceae e controle positivo de Benzonidazol.

Espécies Cédigo Clso (ug/mL) CCso (ng/mL) IS
C. viminalis CV_P 36,7+22,8 > 200 5.5
CV_ VvV 105,2 + 17,6 > 200 1.9
CVv_O 103,6 + 37,6 > 200 1.9
CV_I 71,9+1,9 > 200 2.8
E. citriodora EC P 37,7+21,8 > 200 5.3
EC V 44,8 + 25,9 > 200 4.5
EC O 59,9+ 34,9 > 200 3.3
EC | 65,2+4,0 > 200 3.1
E. uniflora EU P 31+2,1 84,4+34,4 27.0
EU V 41+3.2 74,4+ 25,4 18.1
EU O 3620 56,3+2,9 15.5
EU | 21,0+ 3,9 60,0+1,1 2.9
M. coronata MC P 205+144 41,7 + 20,2 2.0
MC V 14,0+ 18,1 37,2+15,6 2.7
MC_O 18,5+ 15,6 88,9+314 4.8
MC | 10,3+4,0 69,5+14,1 6.7
P. cauliflora PC P 8,56+2,0 63,3+7,1 7.4
PC V 8,56+0,4 65,0 +10,2 7.6
PC O 1,3+0,4 31,3+3,4 23.3
PC I 2,705 31,1+£0,2 11.4
P. guajara PG P 2,6 +0,3 32,3+5,6 12.5
PG V 6,5+1,5 37,8+4,3 5.9
PG O 9,0+0,7 36,4+9,1 4.1
PG | 40+28 52,6 £6,2 13.2
Benzonidazol 425+ 8,1 > 200 4.7

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Legenda: Clso — 50% de concentracdo inibitoria; CCso — 50% de concentragdo citotoxica,
IS — indice de seletividade; calculado pela razdo CCso contra células
NCTC/Clsp contra parasitas (formas tripomastigotas).

Com a grande diversidade de compostos quimicos apresentados por cada uma
das espécies, 0 apropiado seria utilizar o método analitico multivariado, para verificar
os biomarcadores responsaveis pela atividade anti-T.cruzi. Entretanto, tentou-se fazer
analises por PLS e OPLS, com o software utilizado no estudo anterior, porém nao foi
possivel obter nenhum modelo matematico satisfatério. Sendo assim, optou-se pelo
uso de graficos para verificar os possiveis biomarcadores.

Desta forma, utilizou-se 0s cinco principais biomarcadores do estudo anterior

para obter alguma resposta quanto as espécies promissoras de acordo com as
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estacbes em que os resultados foram satisfatorios. Portanto, foram produzidos
graficos para que se pudesse observar a auséncia ou presenca dos compostos
considerados biomarcadores com suas respectivas concentracdes. Entretanto nao foi
possivel chegar a nenhuma conclusdo. Para a espécie E. uniflora, em todas as
estacdes, houve a presenca dos compostos a-copaeno, a-humuleno e (E)-cariofileno,
sendo que para 0s primeiros compostos citados, a Unica estacdo que apresentou
menor concentracao foi a primavera e, pelos resultados obtidos, foi 0 que apresentou
melhor IS. Os demais compostos, oxido de cariofileno e limoneno foram ausentes
(Figura 16). P, cauliflora apresenta todos os biomarcadores em sua composi¢cao em
todas as esta¢fes do ano, porém em concentracdes diferentes, assim também néo foi
possivel observar relacdo entre as estacdes consideradas promissoras e as inativas
(Figura 17). P. guajara apresenta quase todos os biomarcadores com concentragdes
diferentes nas diferentes estacdes, sendo apenas o 6xido de cariofileno ausente na
primavera. Entretanto, assim como nos graficos anteriores, ndo foi possivel fazer uma

correlacdo entre espécies promissoras e inativas (Figura 18).

Figura 16 - Correlagao dos principais biomarcadores do estudo anterior e suas
concentragdes no estudo sazonal da espécie Eugenia uniflora.

Eugenia uniflora
EUP EUV ®WEU O "EU |
6.00

5.00
4.00
3.00
2.00
1.00

0.00
o-copaeno a-humuleno (E)-cariofileno oxido de limoneno
cariofileno

Fonte: Elaborada pela autora (2022).



Figura 17 - Correlacéo dos principais biomarcadores do estudo anterior e suas
concentracdes no estudo sazonal da espécie Plinia cauliflora.

Plinia cauliflora

PCP PCV mPCO ' PC_
10.00

8.00
6.00
4.00
2.00

0.00
o-copaeno a-humuleno (E)-cariofileno oxido de limoneno
cariofileno

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Figura 18 - Correlacéo dos principais biomarcadores do estudo anterior e suas
concentracfes no estudo sazonal da espécie Psidium guajava.

Psidium guajava
PGP PGV mPG O ©PG_
14.00
12.00
10.00
8.00
6.00
4.00
2.00
0.00

o-copaeno a-humuleno (E)-cariofileno oxido de limoneno
cariofileno

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
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Por fim, fez-se o uso do diagrama de Venn, utilizando o tempo de retencédo dos

compostos, para ilustrar e comprovar a analise visual realizada para encontrar 0s

possiveis compostos comuns das espécies, em suas estacdes consideradas
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promissoras e inativas. Na espécie E. uniflora, apenas os OEs da estacédo inverno foi
considerado inativo, encontrou-se trés compostos exclusivos desta estacao: sendo 6-
selineno (0.21%); a-bourboneno (0.06%) e gleenol (3.03%). Além disso, para esta
espécie o composto globulol (EU_P: 2.04%; EU_V: 3.81%; EU_O: 1.78%) esta

ausente apenas no inverno (Figura 19).

Figura 19 - Diagramas de Venn com a sobreposicdo do numero de compostos semelhantes no
estudo sazonal da espécie Eugenia uniflora.

globulol (3.8%)

3 6-selineno (0.21%)
a-bourboneno (0.06%)
gleenol

globulol (2.0%)

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Na espécie P. cauliflora ndo foi possivel verificar nenhuma relacdo entre as
estacdes consideradas promissoras, entretanto trés compostos foram encontrados
nas estacdes consideradas inativas: y-elemeno (PC_P: 0.26%; PC_V: 0.45%), a-
amorfeno (PC_P: 0.46%; PC_V: 0.51%) e cubeban-11-ol (PC_P: 0.47%; PC_V:
0.52%) (Figura 20).
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Figura 20 - Diagramas de Venn com a sobreposicédo do nimero de compostos
semelhantes no estudo sazonal da espécie Plinia cauliflora.

y-elemeno (0.45%)
a-amorfeno (0.51%)
cubeban-11-ol (0.52%)

y-elemeno (0.26%)
a-amorfeno (0.46%)
cubeban-11-ol (0.47%)

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Por fim, para a Na espécie P. guajara apenas os OEs das esta¢des primavera
e inverno foram ativos. Assim, encontrou-se dois compostos que sdo exclusivos
apenas nestas: y-amorfeno (PG_P: 0.35%; PG_I. 0.98%) e (E)-2-hexenol (PG_P:
0.11%; PG_I: 0.10%) (Figura 21). Entretanto, ndo foi possivel encontrar na literatura
nenhum destes compostos com referéncia a atividade anti-T.cruzi.
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Figura 21 - Diagramas de Venn com a sobreposicdo do nimero de compostos semelhantes no estudo
sazonal da espécie Psidium guajava.

PG_V

3 4, V-amorfeno (0.98%)
y-amorfeno (0.35%) (E)-2-hexenol (0.10%)

(E)-2-hexenol (0.11%)

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
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6 CONCLUSOES

A analise dos Oleos essenciais por CG-EM, em triplicata, permitiu a
desreplicacdo das 18 espécies diferentes da familia Myrtaceae e a mesma foi
satisfatéria e eficaz, uma vez que obteve-se 177 compostos diferentes com
concentracdes entre 90,4 — 98,1% da composicao total dos OEs. Destes, a menor
guantidade de compostos identificados pela desreplicacdo foi 22, representando
98.1% e a maior foi 67, representando 94.9% da concentracdo total do EO. Além
disso, os sesquiterpenos foi 0 grupo mais representativo, estando presente, em maior
quantidade, em cerca de 94% das espécies. A elevada porcentagem de compostos
desreplicados (mais de 90% de todos os OEs) é um fator de extrema importancia, uma
vez que, € possivel analisar e demonstrar a similaridade ou discimilaridade das
espécies em estudo de forma precisa.

A andlise visual foi dificil de realizar, pois é diversificada a quantidade de
compostos quimicos diferentes nos OEs, entretanto foi possivel determinar que em
torno de 0.10% dos compostos estdo presentes a quase todas as espécies, e
aproximadamente 33% séo exclusivos de alguma. Sendo assim, houve a necessidade
de realizar analise estatistica variada, iniciando a andlise multivariada n&o-
supervisionada, PCA, ao qual mostrou a similaridade entre algumas espécies e
dissimilaridade entre outras. Observou-se também, por essa andlise, que a maioria
das espécies do mesmo género ndo sdo similares quanto se esperaria.

Foi realizada a atividade anti-T.cruzi para essas 18 diferentes espécies, onde
a selecdo das espécies para o estudo metabolémico, deu-se através do indice de
seletividade (1S). Desta forma, foram selecionadas 8 espécies (Calyptranthes
brasilienses, Calyptranthes widigeniana, Campomanesia xanthocarpa, Eugenia
acutata, Eugenia florida, Eugenia widgrenii, Plinia cauliflora e Psidium guajava)
consideradas promissoras para atividade anti-T.cruzi. Vale destacar que a espécie E.
florida apresentou o maior potencial antitripanomicida com ICso = 0,3 pg/mL e IS =
108,7.

Além da andlise de PCA, ap6s realizar atividade anti-T.cruzi foi relacionada
essa atividade, determinada entre as espécies da familia Myrtaceae estudadas, com
a composicao quimica de modo a encontrar 0s principais biomacadores através de

analises estatisticas supervisionadas (PLS-DA). ApoOs realizar essa andlise foi
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possivel identificar 33 possiveis compostos que influenciam na atividade anti-T.cruzi,
sendo alguns com influéncia positiva (23) e outros de forma negativa (10). Destes,
apos a analise multivariada dos dados, merecem destaque: (E)-cariofileno, a-
humuleno, limoneno, 6xido de cariofileno e a-copaeno que desempenham um papel
importante na acdo anti-T. cruzi. Em contrapartida, germacreno d foi associado as
espécies nédo ativas.

Vale ressaltar que, os Oleos essenciais de E. widgrenii e C. widgreniana,
também considerados promissores para anti-T.cruzi, foram estudados quimicamente
pela primeira vez.

Além disso, seis espécies do estudo primario foram selecionadas para realizar
0 estudo da sazonalidade, onde foi possivel verificar a influéncia da temperatura e
indice pluviométrico em decorréncia de cada estacdo, na variabilidade quimica dos
compostos.

A andlise dos 6leos essenciais por CG-EM, em triplicata, permitiu a
desreplicacdo de 24 OEs diferentes de acordo com a estacdo do ano, na qual as seis
espécies selecionadas foram coletadas. Assim como no primeiro estudo, a analise foi
satisfatéria e eficaz, uma vez que obteve-se 185 compostos diferentes com
concentracdes entre 90,4 — 98,15% da composicao total dos OEs.

Com o estudo da sazonalidade pode-se observar que a quantidade de
compostos majoritarios sesquiterpenos ou monoterpenos, € caracteristica da espécie,
independente da estacdo do ano na qual ocorreu a coleta, com excecao apenas da
espécie (E. uniflora).

De forma similar, a analise visual foi dificil de realizar, seja de todas as espécies
no estudo sazonal, ou apenas em uma das espécies para cada estacao do ano. Isso
ocorre devido a grande diversidade quimica, tanto pelo nimero de compostos quanto
por suas respectivas concentracdes. Desta forma, para que fossem feitas inferéncias
mais conclusivas e abrangentes sobre a composi¢cdo quimica dos OEs entre as
espécies analisadas nas diferentes estacdes do ano, tentou-se a construgdo de
modelos matematicos multivariados, como o PCA. Entretanto, ndo foram construidos
modelos matematicos satisfatorios para tais analises.

Foi realizado também, o ensaio anti-T.cruzi com as 24 amostras de 6leos
essenciais para o0 estudo de sazonalidade de seis diferentes espécies da familia

Myrtaceae, e a selecdo das espécies promissoras, assim como ocorreu anteriormente,



101

se deu pelo valor do indice de seletividade (IS). Desta forma, foram selecionadas
como promissoras para a atividade anti-T.cruzi sete OEs, sendo eles: E.
uniflora_Primavera, E. uniflora_Verado, E. uniflora_Outono, P. cauliflora_Outono, P.
cauliflora_Inverno, P. guajava_Primavera e P. guajava_lnverno. Neste estudo, a
espécie P. cauliflora na estacdo outono apresentou o maior valor de IS, sendo 27.0.

Com a grande diversidade de compostos quimicos apresentados por cada uma
das espécies, o apropriado seria utilizar o método analitico multivariado, para verificar
os biomarcadores responsaveis pela atividade anti-T.cruzi. Entretanto, as andlises por
PLS e OPLS, com o software utilizado no estudo anterior, ndo foi possivel obter
nenhum modelo matematico satisfatorio. Desta forma, n&o foi possivel aqui incluir
estudos metabolémicos sobre a sazonalidade neste trabalho. Sendo assim, optou-se
pelo uso de gréaficos para verificar se os biomarcadores do estudo anterior seriam 0s
mesmos deste estudo, entretanto, também nao foi possivel fazer nenhuma inferéncia
a respeito desta informacéao.

Por fim, fez-se o uso de diagrama de Venn, para encontrar 0s possiveis
compostos comuns das espécies, em suas estacdes consideradas promissoras e
inativas. Na espécie E. uniflora, onde apenas os OEs da estacdo inverno foram
considerados inativos, encontrou-se trés compostos exclusivos desta estacdo, sendo
o-selineno, a-bourboneno e gleenol. Além disso, para esta espécie 0 composto
globulol estd ausente apenas no inverno. Na espécie P. guajara apenas os OEs das
estacdes primavera e inverno foram ativos e encontrou-se dois compostos exclusivos,
y-amorfeno e (E)-2-hexenol. Finalmente, para a espécie P. cauliflora ndo foi possivel
verificar nenhuma relagdo entre as estacdes consideradas promissoras, entretanto
trés compostos foram encontrados nas estacdes consideradas inativas: y-elemeno, a-
amorfeno e cubeban-11-ol.

Diante disso, este estudo fornece uma visao geral do perfil quimico dos OEs
de espécies da familia Myrtaceae associado a atividade anti-T. cruzi, sendo

importante devido a escassez de novos medicamentos com atividade anti-T.cruzi.
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