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RESUMO

A espécie Eugenia pyriformis Cambess (Myrtaceae) é uma espécie nativa, pertencente à

família Myrtaceae. Seus frutos são utilizados no preparo de sucos e geleias, entretanto as

folhas até o momento não apresentam aplicabilidade. Desta forma, o objetivo desta pesquisa

visa investigar a atividade antiviral do extrato e frações das folhas de Eugenia pyriformis

Cambess (Myrtaceae) nas proteínas do SARS-CoV-2. O extrato bruto (EB) foi obtido a partir

das folhas secas de Eugenia pyriformis Cambess (Myrtaceae), pela técnica de maceração

dinâmica com esgotamento do solvente (etanol 90º GL) e concentrado em evaporador

rotativo. Seis gramas do EB foram fracionados em cromatografia em coluna, e eluído com

hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, as frações foram concentradas em um

evaporador rotativo (Tecnal TE-210). O EB e as frações foram identificadas por

cromatografia líquida de alta eficiência acoplado à espectrometria de massas de alta resolução

(CLAE-ESI/qTOF).Os compostos identificados no extrato bruto e frações das folhas de

Eugenia pyriformis foram avaliados através da análise bibliográfica da atividade antiviral dos

compostos investigados. O potencial inibitório in silico encontra-se em elaboração devido ao

fechamento dos laboratórios em virtude da pandemia.

PALAVRAS CHAVES: Investigação; 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 90º

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-INTRODUÇÃO

O novo coronavírus COVID-19 foi descoberto no final de 2019 na cidade de Wuhan,

província de Hubei, P.R. China. O COVID-19 apareceu de repente, levando não apenas as

autoridades de saúde, mas também a comunidade científica a agir rapidamente em relação a

ele (Khalifa et al., 2020). Decorridos 2 anos do seu aparecimento 15/11/2012),segundo dados

da Organização mundial da saúde (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 intensificação de pesquisas visando a disponibilização de

novas biomoléculas com ação anti-viral.

Nos últimos anos houve avanços na química orgânica sintética principalmente depois do

aparecimento da AIDS e da falta de métodos eficientes para evitar as doenças causadas por

vírus. Assim, apesar dos avanços conseguidos com produtos sintéticos, as florestas tropicais

brasileiras ainda permanecem como parte integrante da terapêutica moderna, devido ser a

principal fonte para o desenvolvimento de substâncias bioativas (Simoni, 2003). Existe um

vasto potencial neste campo de pesquisa no Brasil visando o aproveitamento de plantas com

valor curativo e que há muito tempo são utilizados pela farmacopeia popular como

medicamentos antibacterianos, antifúngicos, anti-inflamatórios, antitumorais e que agora

podem ser utilizados como antivirais (Pinto et al., 2002).

Substâncias bioativas com propriedades antivirais têm sido identificadas e seus mecanismos

de ação elucidados. Alcaloides, proteínas, saponinas, flavonóides encontrados em extratos de

plantas mostraram potencial antiviral. Os taninos hidrolisáveis, atraíram atenção significativa

de Khalifa et al., (2020), que investigaram 10 taninos hidrolisáveis   estruturalmente diferentes

como anti-COVID-19 natural através da ligação com a principal protease de 2019-nCoV

usando modelagem de encaixe molecular via software Molecular Operating Environment

(MOE v2009).

A espécie Eugenia pyriformis Cambess é uma espécie nativa, pertencente à família

Myrtaceae, comum nos estados de São Paulo, Paraná, 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 gênero exibem atividades antioxidantes, antimicrobianas,

anti-inflamatórias, analgésicas, antipiréticas, espasmolíticas, sendo usadas na medicina popular
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como chás, decocção e infusão dos frutos, cascas e folhas, no tratamento de infecções

ocasionadas por vírus, fungos ou bactérias, doenças cardíacas, redução dos níveis de colesterol

e triglicerídeos e distúrbios gastrointestinais (RAMIREZ et al., 2012; QUEIROZ et al., 2015)

Destaca-se no grupo de frutas nativas benéficas para saúde, pois possuem compostos com

capacidade de combater e prevenir doenças crônicas, propriedades atribuídas aos antioxidantes

presentes (SALVADOR et al., 2011). Há na literatura pesquisas de atividade antioxidantes dos

seus frutos (STIEVEN et al., 2009 ; SALVADOR, et al.,2011).As folhas deste gênero exibem

atividades antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatórias, analgésicas, antipiréticas,

espasmolíticas, sendo usadas na medicina popular como chás, decocção e infusão dos frutos,

cascas e folhas, no tratamento de infecções ocasionadas por vírus, fungos ou bactérias,

doenças cardíacas, redução dos níveis de colesterol e triglicerídeos e distúrbios

gastrointestinais (RAMIREZ et al., 2012; QUEIROZ et al., 2015)

Nosso grupo de pesquisa identificou nas folhas de Eugenia pyriformis os ácidos fenólicos:

ácido gálico, ácido p-cumárico, ácido ferúlico; e os flavonoides: miricetina, quercetina e

kaempferol. Acreditamos que existem grandes possibilidades destes compostos atuarem

como antivirais, pela presença de hidroxilas nestas moléculas que fazem pontes de hidrogênio

com a proteína do vírus.

2-MATERIAL E MÉTODOS

2.1 - Obtenção do Material Vegetal

As folhas de E. pyriformis foram coletadas na cidade de Mangueirinha - PR, região sudoeste

do estado do Paraná, Brasil, nas coordenadas Latitude: 25º 56' 28" S e Longitude: 52º 10' 32"

W, altitude de 921 m, no período de 05/2017 a 07/2017. A amostra vegetal foi identificada e

depositada no Herbário da Universidade Estadual de Maringá (UEM) sob o número 30.713. e

registrada no Sistema Nacional de Gerenciamento do Patrimônio Genético e Conhecimento

Tradicional Associado (SisGen) sob o número de registro A3DD0FF.
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2.2- Obtenção do extrato bruto  das folhas de Eugenia pyriformis

As folhas frescas de E.pyriformis foram secas em esteira à temperatura ambiente. Após,foram

pulverizadas em moinho de facas (modelo facas e martelos) até obter granulometria de 0,5

mm. O pó obtido foi submetido ao processo de maceração dinâmica com renovação do

solvente utilizando álcool etílico 96% (v /v) até o esgotamento do material vegetal (SOUZA

et al., 2013). Em seguida, o filtrado foi concentrado sob pressão reduzida em evaporador

rotativo(modelo Tecnal TE-211) à 40 ºC, até a obtenção do extrato bruto das folhas de E.

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 cromatográfica, utilizando a sílica

gel como fase estacionária 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- Análise por cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada à espectrometria de
massas de alta resolução (CLAE-ESI/qTOF)

O extrato bruto e frações foram analisados por cromatografia líquida de ultra eficiência

(CLAE)(Shimadzu, Nexera X2) acoplada com espectrômetro de massa de alta resolução

(QTOF Impact II, Bruker Daltonics Corporation, USA) equipada com uma fonte de ionização
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por eletropulverização. A tensão capilar foi operada no modo de ionização negativa, definida

em 4500 V, e com um potencial de compensação da placa final de -500 V. Os parâmetros do

gás seco foram ajustados para 8 L/min a 200 °C com uma pressão de gás de nebulização de 4

bar. A fragmentação, dissociação induzida por colisão (CID) foi realizada usando argônio

(Ar) e energia de colisão de 15 a 30 eV. Os dados foram coletados de 50-1300 m/z com uma

taxa de aquisição de 5 espectros por segundo, e os íons de interesse foram selecionados por

fragmentação automática da varredura por tandem mass spectrometry (MS/MS). A separação

cromatográfica foi realizada utilizando uma coluna C18 (75 × 2.0 mm i.d.; 1.6 μm Shim-pack

XR-ODS III). A mistura gradiente de solventes A (H2O) e B (acetonitrila) será 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

identificação desses compostos foi proposta em uma revisão do gênero E.pyriformis

(PHILLIPSON; STEYN, 2008; FERNANDEZ et al., 2017) além do valor do erro de massa e

comparação com bancos de dados como MassBank (http://www.massbank.jp/) e Human

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

3- RESULTADOS

Pela análise de CLAE-ESI/qTOF foram identificados seis compostos no EBEp (Tabela 1),

sendo três ácidos fenólicos, o íon m/z 169.0115 [M-H]- o ácido gálico , íon m/z 163.0378

[M-H]- o ácido p-cumárico e o íon m/z 193.0478 [M-H]- o ácido ferúlico . Os flavonóides

identificados no EBEp foram o flavonol miricetina (Figura 1d) como o íon m/z 317.0291

[M-H]-, o flavonoide quercetina como o íon m/z 301.0342 [M-H]- e o flavonol Kaempferol

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

Nas FR1, FR3 e FR4 foram identificados o ácido gálico e a quercetina, já na FR2 foram

identificados os flavonoides miricetina, quercetina e Kaempferol e na FR5 foi identificado o

ácido p-cumárico.
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Tabela 1.Composição química do extrato bruto e frações das folhas de Eugenia pyriformis.

Composto Fórmula
molecular

Massa
exata
teórica m/z
[M-H]-

Massa
exata
experimen
tal m/z
[M-H]-

Erro
(ppm)

Tr Amostra

Ácidos
fenólicos

Ácido gálico C7H6O5 169.0131 169.0114

169.0115

169.0116

169.0116

10.06

9.47

8.88

8.88

0.69

1.09

0.76

0.72

EB

FR1

FR3

FR4

Ácido
p-cumárico

C9H8O3 163.0389 163.0376

163.0378

7.97

6.75

1.40

1.47

FR5

FR1

Ácido ferúlico C10H10O4 193.0495 193.0478 8.81 1.54 FR1

Flavonoides
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Miricetina C15H10O8 317.0291 317.0253 11.99 1.53 FR2

Quercetina C15H10O7 301.0342 301.0305

301.0311

301.0309

301.0317

301.0318

12.29

10.29

10.96

8.30

7.97

1.71

1.58

1.68

1.73

1.72

EB

FR1

FR2

FR3

FR4

Kaempferol C15H10O6 285.0393 285.0365

285.0366

9.82

9.47

1.65

1.68

FR1

FR2

Taninos

Hamamelitanino C20H20O14 483.0769 483.1786

483.1800

210.52

213.40

1.48

1.47

FR4

FR3

1,2,6-Tri
Galloyl Glucose

C27H24O18 635.0878 635.0803 11.81 0.68 FR3

Pauciflora B C42H32O9 679.1962 679.1581 56.09 1.48 FR2

Pauciflora C C56H42O12 905.2592 905.1071 168.02 1.77 FR2

Castalagin C41H26O26 933.0628 933.2133 161.30 1.47 FR2

Prodelfinidina C30H26O14 609.1238 609.1162 12.48 1.57 FR1
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Procianidina C30H26O13 593.1289 593.1210 13.32 1.71 FR1

Ácido elágico C14H6O8 300.9978 300.9945 10.96 1.45 EB

Ácido
digalacturônico

C12H18O13 369.0664 369.0773 29.53 1.98 EB

4-DISCUSSÃO

Foram identificados 15 compostos nas folhas de Eugenia pyriformis, dentre eles a quercetina

e o Kaempferol, os quais, segundo a literatura, são compostos que possuem atividade

antiviral. A quercetina e o Kaempferol são compostos encontrados nas folhas de uvaia.

Estudos químicos com espécies de Eugenia revelaram a presença de flavonoides, taninos e

ácidos fenólicos,estudos farmacológicos realizados com extratos brutos e compostos,

comprovaram as atividades antiinflamatória, analgésica, antifúngica, antiviral antipirética,

hipotensiva, antidiabética e antioxidante (OLIVEIRA et al., 2006) Nas plantas, a quercetina é

produzida a partir da via dos fenilpropanóides e, em última análise, é derivada da fenilalanina.

É convertido em 4-coumaroil-CoA, via lisado de amônia fenilalanina, em

cinamato-4-hidroxilase e 4-coumaroil-CoA-ligase. Este é combinado com malonil-CoA em

uma proporção de 1: 3 por 7,2′-dihidroxi-4′metoxiisoflavona sintase para formar

tetrahidroxicalcona. Este, por sua vez, é convertido em naringenina e eriodictiol por meio do

flavonóide 3′-hidroxilase. Finalmente, o eriodictiol é 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 glicoproteína do envelope ou

capsídeo viral interferindo na ligação e penetração do vírus na célula,além da síntese de

DNA,também é identificada a interferência dos flavonoides na inibição de proteases celulares

dificultando a formação de vírus maduro (FORMICA & REGELSON 1995).

Li et al (2004) investigaram a ação antiviral de ácidos fenólicos e flavonóides. Estes autores

sugeriram que a presença de hidroxilas nestas moléculas fazem ligações ponte de hidrogênio

com a proteína viral.Estes autores verificaram que estes compostos fenólicos foram capazes

de bloquear a entrada do SARS-CoV-2 em células Vero E6 em uma concentração

semi-efetiva (EC50) de 83,4 μM, e com baixa citotoxicidade (EC50 3,32 mM), indicando ser

promessa no tratamento clínico do SARS.Estudo realizado por Gu et al. (2021). Demonstra

que a quercetina é um flavonóide naturalmente abundante que se distribui amplamente em

vários medicamentos fitoterápicos, tendo sido previsto como uma das drogas antivirais

potenciais que podem interromper a infecção por coronavírus por meio de múltiplas vias de

sinalização.

Kaempferol é um flavonol amarelo amplamente encontrado em várias frutas e vegetais da

dieta humana na forma glicosilada ou aglicona que demonstrou atividade antioxidante,

antiinflamatório e atividades antivirais (CALDERON-MONTANO et al., 2011).Usando

xenopus oócito, 3ª proteína de SARS-CoV foi expressa para avaliar o efeito inibitório do

kaempferol e seus derivados. Apesar da inibição significativa de kaempferol em 3a proteína,

kaempferol glicosídeos com melhor solubilidade exibiu inibição mais forte.A eficácia de

todos os compostos foi medida por Ba+2- corrente sensível. Juglanin, um glicoside de

kaempferol com moiety arabinose, potencialmente inibido 3ª proteína atividade com valor de

2,3 μM de IC50 (SCHWARZ et al., 2014).

16



5-CONCLUSÃO

Quinze compostos foram identificados por CLAE-ESI/qTOF no extrato bruto e frações das

folhas de Eugenia pyriformis e destes dois possivelmente podem apresentar atividade antiviral

sobre o SARS-CoV: Quercetina e o kaempferol .Os resultados deste estudo indicam que

provavelmente estes compostos possam vir a ser favoráveis para a prevenção e tratamento do

coronavírus, indicando que as folhas de Eugenia pyriformis podem ser incluídas como

plantas com potencial antiviral.
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