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RESUMO: Eugenia pyriformis Cambess (Myrtaceae), conhecida popularmente como uvaia. Em seus
frutos sdo encontrados compostos fendlicos com acao antioxidante e nas folhas foram detectados altos
teores de flavonoides e taninos hidrolisados que se mostraram inibidor da protease de 2019 - nCoV e
SARS-CoV. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi a obtengdo do extrato bruto das folhas, a analise
da composicdo quimica e a possibilidade da acdo antiviral frente ao SARS COV-2. O extrato bruto
(EB) foi obtido a partir das folhas secas de E. pyriformis, pela técnica de maceracdo dinamica 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 fragdes foram concentradas em um evaporador rotativo (Tecnal TE-210). O EB e as
fracGes foram identificadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia a espectrometria de massas
de alta resolucdo (CLAE-ESI/gqTOF). A identificacdo quimica do extrato bruto e fracGes das folhas
de E. pyriformis evidenciou a presenca de compostos fendlicos destacando os &cidos fendlicos,
flavonoides e taninos. De forma complementar, foi realizado um levantamento bibliografico sobre a
provavel acdo antiviral dos compostos fendlicos e taninos presentes nas folhas de uvaia. Os resultados
evidenciaram que os flavonoides quercetina e kaempferol possuem acdo antiviral quando se ligam a
glicoproteina do envelope ou capsideo viral interferindo na ligagéo e penetragdo do virus na célula.
Este resultado coloca as folhas de E. pyriformis na lista de plantas com acgéo antiviral.
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Estudo do potencial antiviral...

STUDY OF THE ANTIVIRAL POTENTIAL ON SARS COV-2 OF COMPOUNDS
IDENTIFIED IN THE LEAVES OF THE GROSS EXTRACT OF EUGENIA PYRIFORMIS

ABSTRACT: Eugenia pyriformis Cambess (Myrtaceae), popularly known as uvaia. In its fruits,
phenolic compounds with antioxidant action are found and in the leaves, high levels of flavonoids
and hydrolyzed tannins were detected, which proved to be an inhibitor of the 2019 protease - nCoV
and SARS-CoV. In this sense, the objective of this study was to obtain the crude extract of the leaves,
the analysis of the chemical composition and the possibility of antiviral action against SARS COV-
2. The crude extract (EB) was obtained from the dried leaves of E. pyriformis, by the dynamic
maceration technique with solvent exhaustion (ethanol 90° GL) and concentrated in a rotary
evaporator. Six grams of EB were fractionated in column chromatography, and eluted with hexane,
dichloromethane, ethyl acetate and methanol, the fractions were concentrated on a rotary evaporator
(Tecnal TE-210). EB and fractions were identified by high performance liquid chromatography using
high resolution mass spectrometry (HPLC-ESI/qTOF). The chemical identification of the crude
extract and fractions of E. pyriformis leaves evidenced the presence of phenolic compounds,
highlighting phenolic acids, flavonoids and tannins. In addition, a bibliographic survey was carried
out on the probable antiviral action of phenolic compounds and tannins present in uvaia leaves. The
results showed that the flavonoids quercetin and kaempferol have antiviral action when they bind to
the envelope glycoprotein or viral capsid, interfering with the binding and penetration of the virus
into the cell. This result places E. pyriformis leaves in the list of plants with antiviral action.
KEYWORDS: Uvaia; Quercetin; Kaempferol; Hydrolyzed tannins; HPLC-ESI/qTOF.

ESTUDIO DEL POTENCIAL ANTIVIRAL SOBRE SARS COV-2 DE LOS COMPUESTOS
IDENTIFICADOS EN LAS HOJAS DEL EXTRACTO CRUDO DE EUGENIA
PYRIFORMIS

RESUMEN: Eugenia pyriformis Cambess (Myrtaceae), conocida popularmente como uvaia. En sus
frutos se encuentran compuestos fendlicos con accion antioxidante y en las hojas se detectaron altos
contenidos de flavonoides y taninos hidrolizados que demostraron inhibir la proteasa de 2019 - nCoV
y SARS-CoV. En este sentido, el objetivo de este estudio fue obtener el extracto crudo de las hojas,
el analisis de la composicién quimica y la posibilidad de accién antiviral contra el SARS COV-2. El
extracto crudo (EB) se obtuvo a partir de las hojas secas de E. pyriformis, mediante la técnica de
maceracion dinamica con agotamiento del disolvente (etanol 90° GL) y se concentrd en evaporador
rotatorio. Seis gramos de EB se fraccionaron en cromatografia en columna, y se eluyeron con hexano,
diclorometano, acetato de etilo y metanol, las fracciones se concentraron en un evaporador rotatorio
(Tecnal TE-210). EI EB y las fracciones se identificaron mediante cromatografia liquida de alta
resolucion a espectrometria de masas de alta resolucion (HPLC-ESI/qTOF). La identificacion
quimica del extracto crudo y de las fracciones de las hojas de E. pyriformis mostro la presencia de
compuestos fenolicos destacando los acidos fendlicos, los flavonoides y los taninos. De forma
complementaria, se realizd un estudio bibliografico sobre la probable accion antiviral de los
compuestos fendlicos y los taninos presentes en las hojas de la uva. Los resultados mostraron que los
flavonoides quercetina y kaempferol tienen accion antiviral cuando se unen a la glicoproteina de la
envoltura o capside viral, interfiriendo en la unién y penetracion del virus en la célula. Este resultado
situa a las hojas de E. pyriformis en la lista de plantas con accién antiviral.

PALABRAS CLAVE: Uva; Quercetina; Kaempferol; Taninos hidrolizados; CLAE-ESI/qTOF.

1. INTRODUCAO
Nos Ultimos anos houve avangos na quimica organica sintética principalmente depois do
aparecimento da AIDS e da falta de métodos eficientes para evitar as doencas causadas por virus.

Assim, apesar dos avancos conseguidos com produtos sintéticos, as florestas tropicais brasileiras
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ainda permanecem como parte integrante da terapéutica moderna como 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 hd muito tempo
sdo utilizados pela medicina popular como medicamentos antibacterianos, antiflngicos, anti-
inflamatdrios, anti tumorais e que agora podem ser utilizados como antivirais (PINTO et al., 2002).

Substancias bioativas com propriedades antivirais tém sido identificadas e seus mecanismos
de acdo elucidados. Alcaloides, proteinas, saponinas, flavonoides encontrados em extratos de plantas
mostraram potencial antiviral. Os taninos hidrolisaveis, atrairam atenc¢do significativa de Khalifa et
al., (2020), que investigaram 10 taninos hidrolisaveis estruturalmente diferentes como anti-COVID-
19 natural através da ligacdo com a principal protease de 2019-nCoV usando modelagem de encaixe
molecular via software Molecular Operating Environment (MOE, 2009).

Neste sentido, a busca por plantas ricas em taninos que possam ter agdo antiviral tem sido o
foco de muitas pesquisas. Dentre as espécies vegetais ricas em taninos destaca-se E. pyriformis
Cambess nativa do bioma Mata Atlantica, pertencente a familia Myrtaceae, comum nos estados de
Séo Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio grande do Sul, conhecida pelo nome popular de uvaia, uvalha
ou uvalha-do-campo (ARMSTRONG; DUARTE; MIGUEL, 2012). Suas folhas séo utilizadas, em
algumas regifes, para o tratamento de excesso de acido Urico e também apresenta atividade
antimicrobiana relacionada a alguns grupos de microrganismos (CHAVASCO; DIAS, 2014). Esta
espécie é conhecida por pertencer ao grupo de frutas nativas benéficas para satide (SALVADOR et
al., 2011), sendo comprovado pela riqueza de compostos fendlicos com acdo antioxidantes dos seus
frutos (STIEVEN; MOREIRA; SILVA, 2009). Além dos frutos, as folhas também contém alto
percentual de compostos fendlicos, destacando os &cidos fendlicos: galico, p-cumarico, ferulico; e 0s
flavonoides: miricetina, quercetina e kaempferol, que foram identificados neste estudo.

No que diz respeito a potencial atividade antiviral dos compostos fendlicos, presume-se que
eles poderiam atuar através da associacdo com proteinas das particulas virais e/ou das superficies das
celulas hospedeiras, resultando na redugéo ou prevencédo da adsorcdo viral. A presenga e localizagdo
das hidroxilas nas moléculas influenciam sua genotoxicidade, atividades antioxidante e antiviral
(SAVI, 2004).

Neste sentido, o objetivo deste estudo foi a obtencdo do extrato bruto das folhas de E.
pyriformis, a analise da composicao quimica, e a possibilidade da acdo antiviral frente ao SARS COV-
2.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencgdo do Material Vegetal

Foram coletadas folhas de E. pyriformis no horto Medicinal da UNIPAR — Umuarama - PR;
regido noroeste do estado do Parana, Brasil, nas coordenadas S23° 46.225” e WO 53° 16.730’, altitude
de 391m. A identificacdo botanica foi realizada pela Prof?. Dr2, Ezilda Jacomassi, € uma exsicata esta
catalogada sob o nimero 2502 no Horto Medicinal da Universidade Paranaense, foram registradas no
Sistema Nacional de Gerenciamento do Patriménio Genético e Conhecimento Tradicional Associado
(SisGen) sob o nimero de registro ASOEAOF.

2.2 Obtencéo do extrato bruto das folhas de E. pyriformis

As folhas (100 g) foram secas em esteira a temperatura ambiente, pulverizadas e o p6 foi
padronizado a uma granulometria de 850 pum. Este foi submetido ao processo de macera¢ao dinamica
com renovacdo do solvente utilizando alcool etilico 80% (volume/volume) até o esgotamento do
material vegetal (FERNANDEZ; ROSA; FERNANDEZ, 2017). O filtrado foi concentrado sob
pressao reduzida em evaporador rotatério (modelo Tecnal TE-211) a 40 °C até obtencdo do extrato
bruto das folhas de uvaia.

2.3 Fracionamento do extrato bruto das folhas de E. pyriformis

Duas gramas (2,0 g) do extrato bruto das folhas foram submetidos ao fracionamento em coluna
cromatografica, utilizando a silica gel como fase estacionéria 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 Analise por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
de alta resolugédo

O extrato bruto e fragdes foram analisados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(UHPLC) (Shimadzu, Nexera X2) acoplada com espectrometro de massa de alta resolucdo (QTOF
Impact Il, Bruker Daltonics Corporation, USA) equipada com uma fonte de ionizagdo por
eletropulverizagéo. A tenséo capilar foi operada no modo de ionizac&o negativa, definida em 4500 V,
e com um potencial de compensacdo da placa final de -500 V. Os parametros do gas seco foram
ajustados para 8 L/min a 200 °C com uma pressao de gas de nebulizacdo de 4 bar. A fragmentacéo,
dissociagdo 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¢do de 5 espectros por

segundo, e os ions de interesse foram selecionados por fragmentacdo automatica da varredura por
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tandem mass spectrometry (MS/MS). A separacdo cromatografica sera realizada utilizando uma
coluna C18 (75 x 2.0 mm i.d.; 1.6 um Shim-pack XR-ODS III). A mistura gradiente de solventes A
(H20) e B (acetonitrila) sera 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 identificacdo desses compostos serd proposta em uma revisdo do
género E. pyriformis (PHILLIPSON; STEYN, 2008; FERNANDEZ; ROSA; FERNANDEZ, 2017)
além do valor do erro de massa e comparagdo com bancos de dados como MassBank

(http://www.massbank.jp/) e Human Metabolome Database ( http://www.hmdb.ca/).

3. RESULTADOS
A identificacdo quimica por LC-MS do extrato bruto das folhas encontra-se discriminada na
Tabela 1.

Tabelal: Identificacdo quimica por LC-MS do extrato bruto das folhas de Eugenia pyriformis.

, Formula Massa exata Massa exata Erro(ppm) Tr Amostra
molecular tedrica experimental
m/z [M-H] m/z [M-HJ

Acidos fenélicos

Acido galico C7HsOs 169.0131 169.0114 10.06 069 EB
169.0115 9.47 1.09 FR1
169.0116 8.88 076 FR3
169.0116 8.88 072 FRH
Acido p-cumérico CoHsO3 163.0389 163.0376 7.97 1.40  FR5
163.0378 6.75 1.47 FR1
Acido ferlico C10H1004 193.0495 193.0478 8.81 154 FR1
Flavonoides
Miricetina C15H100s 317.0291 317.0253 11.99 153 FR2
Quercetina Ci5H1007 301.0342 301.0305 12.29 1.71 EB
301.0311 10.29 1.58 FR1
301.0309 10.96 168 FR2
301.0317 8.30 173 FR3
301.0318 7.97 1.72 FRH
Caempferol C15H1006 285.0393 285.0365 9.82 165 FR1
285.0366 9.47 168 FR2
Taninos
Hamamelitannin Ca0H20014 483.0769 483.1786 210.52 148 FRH
483.1800 213.40 147 FR3
1,2,6 Trigalloylglucose Ca7H24015 635.0878 635.0803 11.81 0.68 FR3
Pauciflorol B Cu2H3204 679.1962 679.1581 56.09 148 FR2
Pauciflorol C Cs6Ha2012 905.2592 905.1071 168.02 177 FR2
Castalagin Cu1H26026 933.0628 933.2133 161.30 147 FR2
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Prodelphiniline C3zoH26014 609.1238 609.1162 12.48 1.57 FR1

Procyanidin C30H26013 593.1289 593.1210 13.32 1.71 FR1

Elagic acid C14Hs0Osg 300.9978 300.9945 10.96 1.45 EB

Digalacturonic acid C1oH18013 369.0664 369.0773 29.53 1.98 EB
4. DISCUSSAO

Estudos quimicos com espécies pertencentes ao género Eugenia revelaram a presenca de
flavonoides, taninos e acidos fenolicos, e os estudos farmacologicos realizados com extratos brutos e
compostos isolados das espécies comprovaram as atividades anti-inflamatoria, analgésica,
antifangica, antiviral, antipirética, hipotensiva, antidiabética e antioxidante (OLIVEIRA et al., 2006;
HASLAM, 2007).

Nas folhas de E. pyriformis foram identificados 15 compostos fenolicos pertencentes as
classes dos acidos fendlicos, flavonoides e taninos. Através do levantamento bibliografico sobre a
atividade antiviral dos compostos identificados (Tabela 1), os flavonoides quercetina e kampferol se
destacaram por apresentarem atividade antiviral relatada na literatura.

Segundo Formica; Regelson (1995) nas plantas, a quercetina € produzida a partir dos
fenilpropandides e sua atividade antiviral relaciona-se com a sua capacidade de realizar a ligacdo com
a glicoproteina do envelope ou capsideo viral interferindo desta forma na ligacdo e penetracdo do
virus na ceélula, consequentemente interferindo na sintese de DNA, sendo também identificada a
interferéncia dos flavonoides na inibicdo de proteases celulares dificultando a formacdo do
desenvolvimento viral.

Varios virus codificam canais seletivos de ions que se incorporam na membrana da célula
infectada. A ativacao de tais canais parece estar envolvida no processo de producdo e liberacdo do
virus. Assim, substancias que promovam a inibicdo da ativacdo do canal ibnico neutralizam a
producdo de virus; permitindo que o corpo infectado possa aumentar ou fortalecer seu préprio sistema
imunoldgico. O canal idnico viral sera, portanto, um candidato potencial para o desenvolvimento de
novos medicamentos antivirais. Neste contexto, o flavonol kaempferol e seus glicosideos foram
relatados como tendo alta atividade antiviral por atuarem blogueando os canais ibnicos virais
(SCHWARZ et al., 2014).

Neste sentido, a presenca de compostos fenolicos nas folhas de E. pyriformis, abrem novas
perspectivas para a continuidade das investigagOes do potencial antiviral, propondo 0os mecanismos
de acdo, bem como a possibilidade de desenvolvimento de fa&rmacos com o extrato das folhas de

uvaia.
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5. CONCLUSAO

Os flavonoides quercetina e kaempferol identificados no extrato bruto das folhas de E.
pyriformis mostraram possuir acéo antiviral por se ligarem a glicoproteina do envelope ou capsideo
viral, causando interferéncia na ligacao e penetracdo do virus na célula. Este resultado coloca as folhas

de E. pyriformis na lista de plantas com acdo antiviral.
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