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RESUMO

A espécie Eugenia pyriformis Cambess (Myrtaceae) ¢ uma espécie nativa, pertencente a
familia Myrtaceae. Seus frutos sdo utilizados no preparo de sucos e geleias, entretanto as
folhas até o momento nio apresentam aplicabilidade. Desta forma, o objetivo desta pesquisa
visa investigar a atividade antiviral do extrato e fracdes das folhas de Eugenia pyriformis
Cambess (Myrtaceae) nas proteinas do SARS-CoV-2. O extrato bruto (EB) foi obtido a partir
das folhas secas de Eugenia pyriformis Cambess (Myrtaceae), pela técnica de maceragao
dindmica com esgotamento do solvente (etanol 90° GL) e concentrado em evaporador
rotativo. Seis gramas do EB foram fracionados em cromatografia em coluna, e eluido com
hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, as fracoes foram concentradas em um
evaporador rotativo (Tecnal TE-210). O EB e as fragdes foram identificadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a espectrometria de massas de alta resolucao
(CLAE-ESI/qTOF).Os compostos identificados no extrato bruto e fragdes das folhas de
Eugenia pyriformis foram avaliados através da analise bibliografica da atividade antiviral dos
compostos investigados. O potencial inibitdrio in silico encontra-se em elaboragdo devido ao

fechamento dos laboratérios em virtude da pandemia.

PALAVRAS CHAVES: Investigacdo; uvaia; CLAE-ESI/qTOF; Covid-19



ABSTRACT

The species Eugenia pyriformis Cambess (Myrtaceae) is a native species belonging to the
Myrtaceae family. Its fruits are used in the preparation of juices and jellies, however the
leaves so far do not have applicability. Thus, the aim of this project is to obtain the crude
extract and fractions of the leaves of the Eugenia pyriformis species. The crude extract (EB)
was obtained from the dried leaves of Eugenia pyriformis Cambess (Myrtaceae), popularly
known as uvaia by the technique of dynamic maceration with solvent depletion (ethanol 90°
GL) and concentrated in a rotary evaporator. Six grams of EB were fractionated by column
chromatography, and eluted with hexane, dichloromethane, ethyl acetate and methanol, the
fractions were concentrated in a rotary evaporator (Tecnal TE-210). EB and fractions were
identified by high-performance liquid chromatography and high-resolution mass spectrometry
(HPLC-ESI/qTOF). The compounds identified in the crude extract and fractions of Eugenia
pyriformis leaves were evaluated through the bibliographic review of the antiviral activity of
the investigated compounds. The inhibitory potential in silico is under development due to the
closing of laboratories due to the pandemic.

KEYWORDS:Investigation;uvaia; HPLC-ESI/qTOF; Covid-19.
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1-INTRODUCAO

O novo coronavirus COVID-19 foi descoberto no final de 2019 na cidade de Wuhan,
provincia de Hubei, P.R. China. O COVID-19 apareceu de repente, levando ndo apenas as
autoridades de satde, mas também a comunidade cientifica a agir rapidamente em relagao a
ele (Khalifa et al., 2020). Decorridos 2 anos do seu aparecimento 15/11/2012),segundo dados
da Organizag¢ao mundial da satide (OMS), em 08 de Novembro de 2021 existem 251.266.207
casos confirmados e 7.160.396.495 mortos em todo mundo. e no Brasil 609.756 mortos.
Desta forma, torna-se imperiosa a intensificagdo de pesquisas visando a disponibilizacdo de
novas biomoléculas com a¢ao anti-viral.

Nos ultimos anos houve avangos na quimica organica sintética principalmente depois do
aparecimento da AIDS e da falta de métodos eficientes para evitar as doengas causadas por
virus. Assim, apesar dos avangos conseguidos com produtos sintéticos, as florestas tropicais
brasileiras ainda permanecem como parte integrante da terapéutica moderna, devido ser a
principal fonte para o desenvolvimento de substancias bioativas (Simoni, 2003). Existe um
vasto potencial neste campo de pesquisa no Brasil visando o aproveitamento de plantas com
valor curativo e que ha muito tempo sdo utilizados pela farmacopeia popular como
medicamentos antibacterianos, antifungicos, anti-inflamatorios, antitumorais e que agora
podem ser utilizados como antivirais (Pinto et al., 2002).

Substancias bioativas com propriedades antivirais tém sido identificadas e seus mecanismos
de a¢do elucidados. Alcaloides, proteinas, saponinas, flavonoides encontrados em extratos de
plantas mostraram potencial antiviral. Os taninos hidrolisaveis, atrairam atencdo significativa
de Khalifa et al., (2020), que investigaram 10 taninos hidrolisaveis estruturalmente diferentes
como anti-COVID-19 natural através da ligagdo com a principal protease de 2019-nCoV
usando modelagem de encaixe molecular via software Molecular Operating Environment
(MOE v2009).

A espécie Eugenia pyriformis Cambess ¢ uma espécie nativa, pertencente a familia
Mpyrtaceae, comum nos estados de Sao Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul,
conhecida pelo nome popular de uvaia, uvalha ou uvalha-do-campo (ARMSTRONG et
al.,2012). As folhas deste género exibem atividades antioxidantes, antimicrobianas,

anti-inflamatdrias, analgésicas, antipiréticas, espasmoliticas, sendo usadas na medicina popular



como chas, decoccdo e infusdo dos frutos, cascas e folhas, no tratamento de infecgdes
ocasionadas por virus, fungos ou bactérias, doencas cardiacas, reducdo dos niveis de colesterol
e triglicerideos e distarbios gastrointestinais (RAMIREZ et al., 2012; QUEIROZ et al., 2015)
Destaca-se no grupo de frutas nativas benéficas para saude, pois possuem compostos com
capacidade de combater e prevenir doencgas cronicas, propriedades atribuidas aos antioxidantes
presentes (SALVADOR et al., 2011). Ha na literatura pesquisas de atividade antioxidantes dos
seus frutos (STIEVEN et al., 2009 ; SALVADOR, et al.,2011).As folhas deste género exibem
atividades antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatorias, analgésicas, antipiréticas,
espasmoliticas, sendo usadas na medicina popular como chas, decoc¢do e infusao dos frutos,
cascas e folhas, no tratamento de infeccdes ocasionadas por virus, fungos ou bactérias,
doencgas cardiacas, reducdo dos niveis de colesterol e triglicerideos e distirbios
gastrointestinais (RAMIREZ et al., 2012; QUEIROZ et al., 2015)
Nosso grupo de pesquisa identificou nas folhas de Eugenia pyriformis os acidos fendlicos:
acido galico, acido p-cumarico, acido ferulico; e os flavonoides: miricetina, quercetina e
kaempferol. Acreditamos que existem grandes possibilidades destes compostos atuarem
como antivirais, pela presenca de hidroxilas nestas moléculas que fazem pontes de hidrogénio

com a proteina do virus.

2-MATERIAL E METODOS

2.1 - Obtencao do Material Vegetal

As folhas de E. pyriformis foram coletadas na cidade de Mangueirinha - PR, regido sudoeste
do estado do Parand, Brasil, nas coordenadas Latitude: 25° 56' 28" S e Longitude: 52° 10' 32"
W, altitude de 921 m, no periodo de 05/2017 a 07/2017. A amostra vegetal foi identificada e
depositada no Herbario da Universidade Estadual de Maringa (UEM) sob o nimero 30.713. ¢
registrada no Sistema Nacional de Gerenciamento do Patrimdnio Genético e Conhecimento

Tradicional Associado (SisGen) sob o numero de registro A3DDOFF.

10



2.2- Obtencio do extrato bruto das folhas de Fugenia pyriformis

As folhas frescas de E.pyriformis foram secas em esteira a temperatura ambiente. Ap6ds,foram
pulverizadas em moinho de facas (modelo facas e martelos) até obter granulometria de 0,5
mm. O p6 obtido foi submetido ao processo de maceragdo dindmica com renovagdao do
solvente utilizando 4lcool etilico 96% (v /v) até o esgotamento do material vegetal (SOUZA
et al., 2013). Em seguida, o filtrado foi concentrado sob pressdo reduzida em evaporador
rotativo(modelo Tecnal TE-211) a 40 °C, até a obtenc¢dao do extrato bruto das folhas de F.

pyriformis (EBEp).

2.3- Fracionamento do extrato bruto das folhas de Eugenia pyriformis

A técnica utilizada foi a cromatografia em coluna (CC).Seis gramas do EBEp do extrato bruto
das folhas foram submetidos ao fracionamento em coluna cromatografica, utilizando a silica
gel como fase estacionaria e hexano, hexano—diclorometano (9:1; 8:2; 7:3 e 1:1),
diclorometano—hexano (7:3; 8:2 e 9:1); diclorometano, diclorometano—acetato de etila (9:1;
8:2; 7:3 and 1:1); acetato de etila - diclorometano (7:3; 8:2 e 9:1); acetato de etila, acetato de

etila -metanol (9:1; 8:2; 7:3 e 1:1); metanol: acetato de etila (7:3; 8:2 e 9:1) metanol.

2.4- Anailise por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas de alta resolucao (CLAE-ESI/qTOF)

O extrato bruto e fragdes foram analisados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(CLAE)(Shimadzu, Nexera X2) acoplada com espectrometro de massa de alta resolucao

(QTOF Impact II, Bruker Daltonics Corporation, USA) equipada com uma fonte de ionizagao
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por eletropulverizagdo. A tensdo capilar foi operada no modo de ionizagao negativa, definida
em 4500 V, e com um potencial de compensacao da placa final de -500 V. Os pardmetros do
gés seco foram ajustados para 8§ L/min a 200 °C com uma pressao de gas de nebulizacdo de 4
bar. A fragmentacao, dissociacao induzida por colisdo (CID) foi realizada usando argdnio
(Ar) e energia de colisdo de 15 a 30 eV. Os dados foram coletados de 50-1300 m/z com uma
taxa de aquisi¢ao de 5 espectros por segundo, e os ions de interesse foram selecionados por
fragmentacdo automatica da varredura por tandem mass spectrometry (MS/MS). A separagdo
cromatografica foi realizada utilizando uma coluna C18 (75 x 2.0 mm i.d.; 1.6 pum Shim-pack
XR-ODS III). A mistura gradiente de solventes A (H,O) e B (acetonitrila) serd a seguinte: 5%
B 0-1 min, 30% B 1-4 min, 95% B 4-8 min, mantida a 95% de B 8-17 min, a 40 °C. A
identificagdo desses compostos foi proposta em uma revisdo do género E.pyriformis
(PHILLIPSON; STEYN, 2008; FERNANDEZ et al., 2017) além do valor do erro de massa e
comparagdo com bancos de dados como MassBank (http://www.massbank.jp/) ¢ Human

Metabolome Database (http http://www.hmdb.ca/).

3- RESULTADOS

Pela anélise de CLAE-ESI/qTOF foram identificados seis compostos no EBEp (Tabela 1),
sendo trés acidos fenodlicos, o ion m/z 169.0115 [M-H] o 4acido galico , ion m/z 163.0378
[M-H]" o acido p-cumarico e o ion m/z 193.0478 [M-H] o 4cido ferulico . Os flavondides
identificados no EBEp foram o flavonol miricetina (Figura 1d) como o ion m/z 317.0291
[M-H], o flavonoide quercetina como o ion m/z 301.0342 [M-H] e o flavonol Kaempferol

(Figura 1f) como o ion m/z 285.0393 [M-H]J".

Nas FR1, FR3 e FR4 foram identificados o acido gélico e a quercetina, ja na FR2 foram
identificados os flavonoides miricetina, quercetina e Kaempferol e na FRS5 foi identificado o

acido p-cumarico.
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Tabela 1.Composicao quimica do extrato bruto e fragdes das folhas de Eugenia pyriformis.

Composto Foérmula Massa Massa Erro Tr Amostra
molecular exata exata (ppm)
tedrica m/z | experimen
[M-H] tal m/z
[M-HJ
Acidos
fenodlicos
Acido gélico C,HyO; 169.0131 169.0114 10.06 |10.69 |EB
169.0115 947 1.09 | FR1
169.0116 0.76 | FR3
8.88
169.0116 0.72 | FR4
8.88
Acido CyHz0; 163.0389 163.0376 7.97 1.40 | FRS
p-cumarico
163.0378 6.75 1.47 | FR1
Acido feralico | C,,H,,0. 193.0495 193.0478 8.81 1.54 | FR1
Flavonoides
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Miricetina C,sH,,0¢ 317.0291 317.0253 11.99 | 1.53 FR2
Quercetina C,sH,,0, 301.0342 301.0305 1229 | 1.71 EB
301.0311 10.29 |[1.58 |FR1
301.0309 10.96 FR2
301.0317 8.30 168 |FR3
301.0318 7.97 1.73 FR4
1.72
Kaempferol C,sH,,04 285.0393 285.0365 9.82 1.65 | FRI1
285.0366 9.47 1.68 | FR2
Taninos
Hamamelitanino | C,,H,,0,4 483.0769 483.1786 210.52 | 1.48 FR4
483.1800 21340 | 1.47 |FR3
1,2,6-Tri C,H,,044 635.0878 635.0803 11.81 |0.68 [FR3
Galloyl Glucose
Pauciflora B C,,H3,0, 679.1962 679.1581 56.09 |[1.48 |FR2
Pauciflora C Cs¢H,4,04, 905.2592 905.1071 168.02 | 1.77 | FR2
Castalagin C,1HyOx6 933.0628 933.2133 161.30 | 1.47 | FR2
Prodelfinidina C;0HxO14 609.1238 609.1162 1248 |[1.57 |FR1
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Procianidina C30H6015 593.1289 593.1210 13.32 | 1.71 FR1

Acido elagico C4,H¢O4 300.9978 300.9945 1096 145 |EB
Acido C,H O3 369.0664 369.0773 29.53 (198 |EB
digalacturénico

4-DISCUSSAO

Foram identificados 15 compostos nas folhas de Eugenia pyriformis, dentre eles a quercetina
e o Kaempferol, os quais, segundo a literatura, sdo compostos que possuem atividade
antiviral. A quercetina ¢ o Kaempferol sdo compostos encontrados nas folhas de uvaia.
Estudos quimicos com espécies de Eugenia revelaram a presenca de flavonoides, taninos e
acidos fenolicos,estudos farmacoldgicos realizados com extratos brutos e compostos,
comprovaram as atividades antiinflamatoria, analgésica, antifingica, antiviral antipirética,
hipotensiva, antidiabética e antioxidante (OLIVEIRA et al., 2006) Nas plantas, a quercetina ¢
produzida a partir da via dos fenilpropanoéides e, em tltima analise, é derivada da fenilalanina.
E convertido em 4-coumaroil-CoA, via lisado de amonia fenilalanina, em
cinamato-4-hidroxilase e 4-coumaroil-CoA-ligase. Este ¢ combinado com malonil-CoA em
uma propor¢do de 1: 3 por 7,2'-dihidroxi-4'metoxiisoflavona sintase para formar
tetrahidroxicalcona. Este, por sua vez, ¢ convertido em naringenina e eriodictiol por meio do
flavondide 3'-hidroxilase. Finalmente, o eriodictiol ¢ hidroxilado e convertido em quercetina

usando flavonol sintase(WINKEL-SHIRLEY 2001).A quercetina também tem atividade
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antiviral relacionada a capacidade desse composto ligar se a glicoproteina do envelope ou
capsideo viral interferindo na ligacdo e penetracdo do virus na célula,além da sintese de
DNA também ¢ identificada a interferéncia dos flavonoides na inibi¢do de proteases celulares

dificultando a formagao de virus maduro (FORMICA & REGELSON 1995).

Li et al (2004) investigaram a ac¢do antiviral de 4cidos fendlicos e flavonoides. Estes autores
sugeriram que a presenca de hidroxilas nestas moléculas fazem ligagdes ponte de hidrogénio
com a proteina viral.Estes autores verificaram que estes compostos fenolicos foram capazes
de bloquear a entrada do SARS-CoV-2 em células Vero E6 em uma concentracao
semi-efetiva (EC50) de 83,4 uM, e com baixa citotoxicidade (EC50 3,32 mM), indicando ser
promessa no tratamento clinico do SARS.Estudo realizado por Gu et al. (2021). Demonstra
que a quercetina ¢ um flavonoide naturalmente abundante que se distribui amplamente em
varios medicamentos fitoterapicos, tendo sido previsto como uma das drogas antivirais
potenciais que podem interromper a infeccao por coronavirus por meio de multiplas vias de

sinalizagdo.

Kaempferol ¢ um flavonol amarelo amplamente encontrado em vérias frutas e vegetais da
dieta humana na forma glicosilada ou aglicona que demonstrou atividade antioxidante,
antiinflamatério e atividades antivirais (CALDERON-MONTANO et al., 2011).Usando
xenopus odcito, 3* proteina de SARS-CoV foi expressa para avaliar o efeito inibitorio do
kaempferol e seus derivados. Apesar da inibicao significativa de kaempferol em 3a proteina,
kaempferol glicosideos com melhor solubilidade exibiu inibicdo mais forte.A eficacia de
todos os compostos foi medida por Ba+2- corrente sensivel. Juglanin, um glicoside de
kaempferol com moiety arabinose, potencialmente inibido 3% proteina atividade com valor de

2,3 uM de IC50 (SCHWARZ et al., 2014).
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5-CONCLUSAO

Quinze compostos foram identificados por CLAE-ESI/qTOF no extrato bruto e fracdes das
folhas de Fugenia pyriformis e destes dois possivelmente podem apresentar atividade antiviral
sobre 0 SARS-CoV: Quercetina e o kaempferol .Os resultados deste estudo indicam que
provavelmente estes compostos possam vir a ser favoraveis para a prevencao e tratamento do
coronavirus, indicando que as folhas de Eugenia pyriformis podem ser incluidas como

plantas com potencial antiviral.

6-REFERENCIAS

ARMSTRONG, L; DUARTE, M R.MIGUEL, Obdulio Gomes. Morpho-anatomy of the leaf
and stem of Eugenia pyriformis. Rev. Bras. Farmacogn v. 22, n. 3, p. 475-481, 2012.

CALDERON-MONTANO M J., BURGOS-MORON E, PEREZ-GUERRERO C,
LOPEZ-LAZARO M. 2011. A review on the dietary flavonoid kaempferol. Mini Rev Med
Chem 11: 298 - 344. https://doi.org/10.2174/138955711795305335.

CHAVASCO, J. K.; DIAS, A.L.T.Evaluation from suthern Minas Gerais Cerrado.Rev Inst
Med Trop Sao Paulo[online], v. 56, n.1, p. 13-20, 2014

FORMICA, JV; REGELSON, W. Revisao da biologia da quercetina e bioflavondides
relacionados. Food and Chemical toxicology, v. 33, n. 12, p. 1061-1080, 1995.

KHALIFA, I; et al. Efeitos anti-COVID-19 de dez taninos hidrolisaveis estruturalmente
diferentes através da ligacdo com os sitios cataliticos-fechados da principal protease
COVID-19: uma abordagem in-silico. 2020.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Coronavirus disease (COVID-19) pandemic: WHO;

2020 [acesso em 08 de novembro de 2021]. Disponivel em:
https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019

17


https://doi.org/10.2174/138955711795305335

OLIVEIRA, A. M; et al. Estudo fitoquimico e avaliagdo das atividades moluscicida e

larvicida dos extratos da casca do caule e folha de Eugenia malaccensis L.(Myrtaceae). Rev.
Bras. Farmacogn. v. 16, p. 618-624, 2006.

PINTO, Angelo C. et al. Situacao atual, desafios e tendéncias em produtos naturais no Brasil.
Quim. Nova , v. 25, p. 45-61, 2002.

SALVADOR, M. J. et al. Antioxidant capacity and phenolic content of four Myrtaceae plants
of the south of Brazil. Nat. Prod. Commun., v. 6, n. 7, 2011.

SIMONI, I.C. Tratamentos Antivirais. Biolégico. v. 65, n.1/2, p.41-44, 2003.

SOUZA, A.M.Avaliacao do potencial antimicrobiano de Eugenia pyriformis Cambess.,
Mpyrtaceae e estudo da associacdo sinérgica com agentes antibacterianos e antifingicos de uso
clinico. 2013

STIEVEN, A. C; MOREIRA, J. J. S.; SILVA, C. F. Oleos essenciais de uvaia (Eugenia
pyriformis Cambess): avaliagao das atividades microbiana e antioxidante. Eclética Quimica,
v. 34, n. 3, p. 7-16, 2009.

SCHWARZ, S; et al. Derivados de Kaempferol como drogas antivirais contra a proteina do
canal 3a do coronavirus. Planta medica , v. 80, n. 02/03, pag. 177-182, 2014.

WINKELS, B. Flavonoid Biosynthesis. Um modelo colorido para genética, bioquimica,
biologia celular e biotecnologia. Plant Physiol . (2001) 126: 485. doi: 10.1104 / pp.126.2.485

7. ANEXOS

7.1. Normas de publicacio

18



ARQUIVOS DE CIENCIAS DA SAUDE DA UNIPAR

ORGAO DE DIVULGACAO CIENTIFICA DE CIENCIAS DA SAUDE DA UNIVERSIDADE PARANAENSE

INSTRUCOES PARA AUTORES

Submissio

A revista Arquivos de Ciéncias da Saide da UNIPAR publica trabalhos
inéditos nas areas das Ciéncias Biomédicas ¢ da Saide.

Os artigos podem ser redigidos em pertugués, em inglés ou em espanhol
e nio devem ter sido submetidos a outros periodicos. Os trabalhos devem
ser enviados por meio do Sistema Eletronico de Editoragio de Revistas -
SEER (http://revistas unipar br/saude), por e-mail (argeaude@unipar. br) ou
remetidas pelo correio, sendo trés copias impressas ¢ uma em disquete ou CD
para Arquives de Ciéncias da Saade da Unipar. Universidade Paranacnse.

Apresentaciio dos originais

Os artigos devem ser digitados, utilizando-se o programa MS-Winword
7.0, com fonte TNR 12, espago 1.5, em folha tamanho A4, com margens
de 2 em, indicando nimers de pagina no rodapé direito. Os origmais nio
devem exceder 25 paginas, incluindo texto, ilustragiies e referéncias.

A primeira pagina deve conter o titulo do trabalho, nome completo
dofs) autor{es), identficagio profissional, enderego para correspondéncia,
telefone e e-mail.

Ma segunda paging deve constar o tituls completo do trabalho, o resumo
e as palavras-chave, em portugués e em inglés, omitindo-se o{s) nomes(s)
dofs) autor{es).

As figuras, quadros e'ou tabelas devem ser numerados seqilencialmente,
apresentados no corpo do trabalho ¢ com titulo apropnado. Mas figuras o
titulo deve aparecer sharxo das mesmas e, nos quadros ou tabelas, acima.
Todas as figuras devem apresentar resolucio minima de 300 dpi, com

Praga Mascarenhas de Moraes, 4282, 87502-210, Umnparama - PR. Deve ser
encaminhada, junto ao trabalho, uma carta de submissio assinada por todos
o5 putores, segundo a ordem de apresentagdo.

(s onginais serdo submetidos ao Conselho Editonal e a0 Conselho
de Consultores que sc reserva o direito de avaliar, sugenr modificagdes
para aprimorar o conteido do artigo, adotar alteragfes para aperfeigoar a
estrutura, clareza e redagio do texto ¢ recusar artigos. Todas as informagdes
apresentadas pelos autores sio de sua exclusiva responsabilidade.

extensdo jpg. Figuras colondas serio custeadas pelo autor,

Todas as informacdes contidas nos manuscritos slo de inteira
responsabilidade de seus autores. Todo trabalho que utilize de investigagio
humana e/ou pesguisa animal deve indicara segdio MATERIAL E METODO,
sua expressa concordancia com os padries éicos, acompanhado da copia
do certificado de aprovagio de Comissio de Etica em Pesquisa regisirada
pela CONEP, de acordo com o recomendado pela Declaragio de Helsink de
1975, revisada em 2000 ¢ com a Resolugio 1969 do Conselho Nacional
de Saude do Brasil. Estudos envolvendo ammais devem explicitar o acordo
com os principios éticos internacionais (International guiding principles
for biomedical rescarch mvolving animals), bem como o cumprimento das
instrughes oficiais brasileiras que regulamentam pesquisas com animais
(Leis 6.638/79, 9.605/98, Decreto 24.665/34) e os prncipios élicos do
COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentagio Animal).

Artigo original (originado de trabalho experimental ou pesquisa de campo) deve conter:

1. Titulo; 2. Titule resumide com no maame 50 caracteres; 3. Resumo
com no maximo 250 palavras e Palavras-chave; 4. Introdugdo; 5. Matenal

¢ Método; 6. Resultados (este stem pode conter, além de texto, tabelas,
quadros e figuras). 7. Discussdo; 8. Conclusio; 9. Referéncias.

Artigo de revisfio (levaniamento bibliogrifico com anilise critica sobre um assunto especifico) deve conter:

1. Titulo; 2. Titulo resumido com no méximo 50 caracteres; 3. Resumo com
no maximo 250 palavras ¢ Palavras-chave; 4. Introducio;

5. Desenvolvimento; 6. Consideragdes Finais; 7. Referéncias.

Relato de caso (apresentaciio dos fatos de uma observaciio com metodologia cientifica) deve conter:

1. Titulo; 2. Titule resumide com no maxame 50 caracteres; 3. Resumo
com no maximo 250 palavras e Palavras-chave; 4. Introdugdo; 5. Relato

de Caso;
6. Discussio; 7. Conclusio; 8. Referéncias.

Notas (atividade ou opinifio apresentada sem defini¢iio de conclusiio) deve conter:

1. Titulo; 2. Titulo resumido com no maximo 50 caracteres; 3. Resumo com
no méximo 250 palavras ¢ Palavras-chave; 4. Introduglio; 5. Comentirios;

Citaghes:

. Referéncias.

Todas as citaglies presentes no texto devem fazer parte das referéncias e seguir o sistema autor-data (NBR 10520, ago. 2002). Mas citagdes onde o sobrenome
do autor estiver fora de parénteses, escrever-se-d com a primeira letra maiiscula e o restante miniscula e, quando dentro de parénteses, todas maiiscolas,
da forma que segue:

1. Citagdo direta com até trés linhas - o texto deve estar entre aspas. Ex.: Segundo Uchimura et al. (2004, p. 65) * o nsco de mormer por cancer de cérvice
utering estd aumentado a partir dos 40 anos .

2. Citagio direta com mais de 3 linhas - deve ser feito recuo de 4 cm, letra menor que o texto, sem aspas. Ex.:

() comércio de plantas medicinais e produtos fitoterdpicos encontra-se em expansio em todo o mundoe, em razdo de
diversos fatores, como o alto custo dos medicamentos industrializados e a crescente aceitagio da populagio em relagio
a produtos naturms. [..] grande parte da populagio faz uso de planias medicinms, mdependentemente do nivel de
escolandade ou padrio econdmico. (MARTINAZO; MARTINS, 2004, p. 5)

3. Citagdo indireta - 0 nome do autor ¢ seguido pelo ano entre parénteses. Ex.: Para Lianza (2001), os DORT frequentemente sdo causas de incapacidade
laborativa temporaria ou permancnic.

4. Citagin de citagio - utiliza-se a expressdo apud, e a obra onginal a que o autor consultado esti se referindo deve vir em nota de rodapé. Ex.: O
envelhecimento & uma realidade que movimenta diversos setores sociais (GURALNIK et al. apud IDE et al., 2005)

5. Citagho com até trés autores deve aparecer com ponto & virgula entre os autores, exemplo: (SILVA; CAMARGO)

6. A citaglio com mais de trés autores deve aparecer o nome do primeiro autor seguido da expressdo et al.

Arg. Ciéne. Sagde Unipar, Umuarama, v. 12, n. 1, jan.fabr. 2008

19



REFERENCIAS

As REFERENCIAS devem ser apresentadas em ordem alfabética de sobrenome e todos os autores incluidos no texto deverfdo ser listados,
As referéncias devem ser efetuadas conforme os exemplos abaixo, baseados na NBR 6023, ago. 2002, Para trabalhos com até trés autores,
citar o nome de todos; acima de trés, citar o primeiro seguido da expressio et al.

Artigos de periddico

MORAIS, L I; ROSA, M. T. 8§; RINALDI, W. O treinamento de forga e sua eficiéncia como meio de prevengio da osteoporose. Arg.
Cigne. Saade Unipar, v. 9, n. 2, p. 129-134, 2005.

OBICL A. C. et al. Degree of conversion and Knoop hardness of Z250 composite using different photo-activation methods. Polymer
Testing, v. 24, n. 7, p. 814-818, 2005.

Livros - Aufor de todo o livro
BONFIGLIO, T A EROZAN, Y. 5. Gynecologic cytopathology. New York: Lippincott Raven, 1997 350 p.
SILVA, P. Farmacologia. 5. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1998, 1314 p.

Livro - Autor de capitulo deniro de seu praprio liveo
SILVA, P. Modelos farmacocinéticos. In: - Farmacologia. 5. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1998_ p. 16-17.

Livro - Autor de capitule deniro de um livre editado por outre autor principal
CIPOLLA NETO, J.; CAMPA, A_ Ritmos biolégicos. In: AIRES, M. M. Fisiologia. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1991_p. 17-19.

Teses, dissertacdes ¢ monografias

OBICL A C. Avaliagio de propriedades fisicas e meciinicas de compisitos restauradores odontoligicos fotoativados por diferentes
métodos. 2003. 106 £ Tese (Doutorado em Materiais Dentdrios) - Faculdade de Odontologia de Piracicaba, Universidade de Campinas,
Piracicaba, 2003,

SANT ANA, D. M. G. Estude morfoligico e quantitative do plexo mioentérico do colo ascendente de ratos adultos normoalimentados
¢ submetidos & desnutrigio protéica. 1996, 30 £ Dissertacio (Mestrado em Biologia Celular) - Centro de Ciéncias Biologicas —
Universidade Estadual de Maringd, Maringa, 1996.

DANTAS, 1. 8. Levantamento da prevaléncia do tabagismo entre alunos do 2o grau noturno da Escola Estadual Manoel Romio Neto
do Municipio de Porto Rico - PR. 1997, 28 f Monografia (Especializagio em Biologia) - Universidade Paranaense, Umuarama, 1997.

Evento como um todo (em anais, periddico ¢ meio eletrinico)

ENCONTRO DE INICIACAO CIENTIFICA E FORUM DE PESQUISA, 4., 2005, Umuarama. Anais.. Umuarama: UNIPAR, 2005,
430 p.

REIJPNIA(J ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE PESQUISA ODONTOLOGICA, 20., 2003, Aguas de Linddia. Pesquisa
Odontoligica Brasileira. v. 17, 2003, 286 p. Suplemento 2.

CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA DA UFPE, 4., 1996, Recife. Anais eletrimicos_.. Recife: UFPE, 1996. Disponivel em:
<http://www_propesq.ufpe br/anais/anais htm>. Acesso em: 21 jan. 1997,

R de trabalho apr do em evento

VISCONSINI, N. 1. C. et al. Grau de translucidez de resinas compostas micro-hibridas fotopolimeriziveis: estudo piloto. In: JORNADA
ODONTOLOGICA DA UNIPAR, 10, 2005, Umuarama. Anais... Umuarama: UNIPAR, p. 8-11, 2005, CD-ROM.

OBICIL A. C. etal. Avaliagio do grau de conversio do compisito Z230 utilizando duas técnicas de leitura e virios métodos de fotoativagdio.
In: REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE PESQUISA ODONTOLOGICA, 20, 2003, Aguas de Lindbia. Pesquisa
Odontoldgica Brasileira. v. 17, p. 235, 2003 Suplemento 2.

Peridico on-line
KNORST, M. M.; DIENSTMANN, R.; FAGUNDES, L. P. Retardo no diagnéstico e no tratamento cirirgico do cincer de pulmio. J.
Preumologia, v. 29, n. 6, 2003, Disponivel em : <http:/www.scielo.br/>_ Acesso em: 10 jun. 2004,

Entidade Coletiva

BRASIL. Ministério da Saide, Instituto do Clncer, Coordenagiio de Controle de Clncer (Pro-Onco), Divisio da Educaciio. Manual de
orientacdo para o “Dia Mundial sem Tabaco”. Rio de Janeiro: Instituto Nacional de Cincer. 1994, 19 p.

Documentos de acesso exclusivo em meio eletrinico

JORGE, 8. G. Hepatite B. 2005. Disponivel em: <http://www.hepeentro.com br/hepatite_b htm>_ Acesso em: 15 fev. 2006.
BRASIL. Ministério da Sadde. Datasus: informagdes de sadde. Disponivel em: <www.datasus gov. britabnet/tabnet htm>. Acesso em: 10
fev. 2006.

Documentos juridicos

BRASIL. Lei no 10216, de 6 de abnl de 2001. Estabelece a reestruturacio da assisténcia psiquidtrica brasileira. Disirio oficial |da]
Repiiblica Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 10 abr. 2001.

Ang. Ciénc. Saide Unipar, Umuarama, v. 12, o 1, jan./abr. 2008

20



