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Resumo

Devido a pandemia do SARS-CoV-2, foi evidenciada a urgéncia de buscar meios de combate ao
virus. O MHV-3 é um modelo viral alternativo aos estudos empregando SARS-CoV-2, devido a sua
biosseguranca. Tem-se como objetivo investigar a composicdo fitoquimica de extratos de folhas
de goiabeira (Psidium guajava) e seu potencial in vitro frente ao virus MHV-3. Foram produzidos
extratos com agua, acetato de etila e alcool etilico. A triagem fitoquimica identificou cumarinas,
taninos, flavonoides e saponinas. Ensaios de citotoxicidade indicaram as concentracdes nao
toxicas dos extratos, que foram utilizadas no ensaio virucida. Os resultados indicaram que o
extrato de etanol, na concentracdo de 1%, e o0 aquoso, nas concentragdes de 1; 2,5; 5; e 10%,
apontaram efeito virucida pleno nas duas concentragdes virais testadas. Portanto, foi
comprovado o potencial virucida dos extratos de goiabeira de etanol e, em especial, o extrato
aquoso.
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Abstract

Due to the SARS-CoV-2 pandemic, the urgency of finding ways to combat the virus was
highlighted. MHV-3 is an alternative viral model to studies using SARS-CoV-2, due to its biosafety.
The objective is to investigate the phytochemical composition of guava tree leaves extracts
(Psidium guajava) and their in vitro potential against the MHV-3 virus. Extracts were produced
with water, ethyl acetate and ethanol. Phytochemical screening identified coumarins, tannins,
flavonoids and saponins. Cytotoxicity assays indicated non-toxic concentrations of the extracts,
which were used in the virucidal assay. The results indicated that the ethanol extract, at a
concentration of 1%, and the aqueous extract, at concentrations of 1; 2.5; 5; and 10%, showed
full virucidal effect in the two viral concentrations tested. Therefore, the virucidal potential of
ethyl alcohol guava-tree extracts and, in particular, the aqueous extract, was proven.
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1 Introducao

O enfoque do trabalho fixa-se em investigar a composicdo fitoquimica de extratos de
folhas de goiabeira (Psidium guajava) e seu potencial in vitro no combate ao virus MHV-3. A
goiabeira tem um histdrico de uso, na medicina tradicional, para o tratamento de varias doencas.
E utilizada como anti-inflamatdrio, para o tratamento de diabetes, hipertensdo, cdries, feridas,
doencas bacterianas e febre (Gutiérrez; Mitchell; Solis, 2008). As folhas de Psidium guajava tém,
em sua composicdo, diversos compostos fendlicos, incluindo flavonoides, taninos e terpenoides
(Marques et al., 2020).

A pandemia de SARS-CoV-2 evidenciou a urgéncia de estudar e buscar novos meios de
combate ao virus (Caetano et al., 2021). O virus MHV-3 é um virus causador da hepatite murina
e pertence ao grupo Il dos coronavirus (Grippo, 2006). Estudos com virus MHV-3 sdo uma
alternativa a estudos empregando o SARS-CoV-2 devido ao seu menor nivel de biosseguranca,
cujos experimentos podem ser realizados em laboratérios de nivel 2. Visto que os virus MHV-3 e
SARS-CoV-2 fazem parte do mesmo género, espera-se que os resultados de estudos com MHV-3
possam predizer os resultados obtidos para SARS-CoV-2 (Oliveira; Kroon, 2021).

Somado a isto, percebe-se uma nova tendéncia da populagdo em consumir produtos
naturais, sustentdveis, que causem menos prejuizos ao meio ambiente (Venancio; Pandolfi,
2020). Portanto, se comprovada sua eficiéncia, esses extratos poderiam ser empregados em
produtos naturais sanitizantes de baixo custo e menor impacto ambiental.

2 Referencial teodrico

2.1 Psidium guajava

A Psidium guajava L, popularmente conhecida como goiabeira, faz parte da familia
Myrtaceae, uma das mais importantes familias de angiospermas do Brasil. Originou-se no norte
da América do Sul e se disseminou para todas as regiGes tropicais (Risterucci et al., 2005). A
arvore de goiabeira é classificada como de médio porte e pode atingir no maximo 10 metros de
altura. As folhas da goiabeira sdo simples, ou seja, ndo apresentam o limbo dividido, tém cerca
de 8-12 cm de comprimento e 3-6 cm de largura e apresentam textura coridcea (Gutiérrez;
Mitchell; Solis, 2008). Na composicao de suas folhas, hd compostos fendlicos, triterpenoides,
taninos, 6leos essenciais, saponinas, cumarinas, isoflavonoides e flavonoides, como a quercetina
(Kumar, M. et al., 2021). Estudos comprovam que os compostos fendlicos podem apresentar
efeitos de acdo anti-inflamatdria, antimicrobiana, hipolipidémica, anticarcinogénica e atividade
antioxidante (Haida et al., 2015).

Saponinas apresentam, em sua estrutura, uma parte lipofilica, denominada aglicona ou
sapogenina, e uma parte hidrofilica, constituida por um ou mais aglcares e outras moléculas,
principalmente proteinas e polissacarideos (Schenkel; Gosmann; Athayde, 2001).

Taninos (figura 1) sdo divididos em dois grupos: hidrolisaveis e condensados. Taninos
hidrolisaveis, como o tanino galico e o tanino eldgico, apresentam um grupo poliol central e
hidroxilas esterificadas pelo acido galico, que formam a parte fendlica. Os taninos condensados
tém variacdo em sua estrutura, mas no geral sdo constituidos de anéis aromaticos e hidroxilas
(Monteiro et al., 2005).
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Figura 1 — Taninos condensados

I

aH

oH

Fonte: Castejon (2011).

A classe dos flavonoides (figura 2) apresenta como estrutura basica um nucleo
fundamental, com 15 dtomos de carbono arranjados em trés anéis fendlicos (Dornas et al., 2007).

Figura 2 — Estrutura dos flavonoides

Fonte: Martins e Costa. (2011).

Constituidas de heterociclos organicos caracterizados como 1,2 benzopirona, as
cumarinas (figura 3) consistem em um anel pirano fundido a benzeno com a carbonila da pirona
na posicdo 2 (Franco et al., 2021).

Figura 3 — Estrutura quimica das cumarinas
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Fonte: Franco (2021).

2.2 SARS-CoV-2 e MHV-3

No final de 2019, em Wuhan, na China, foi descoberto o SARS-CoV-2, que é o coronavirus
causador da sindrome respiratdria aguda grave 2. Em margo de 2020, a Organizagao Mundial da
Saude (OMS) caracterizou a doenca infecciosa covid-19 como pandemia devido aos altos niveis
de contaminacdo pelo SARS-CoV-2, disseminacdo, gravidade da doenca e poucas agdes de
combate (Sequinel; Lenz; Silva, 2020).
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Os coronavirus, de acordo com o Comité Internacional da Taxonomia de Virus, pertencem
a ordem Nidovirales, familia Coronaviridae, subfamilia Coronavirinae. Essa subfamilia é
subdividida em quatro géneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e
Deltacoronavirus (Sun et al., 2020). Os coronavirus sdo virus com envelopes glicolipidicos,
pleomdrficos ou esféricos e apresentam cerca de 80-220 nm de didmetro. O genoma do virus é
constituido por uma molécula de RNA de fita simples linear de sentido positivo (Li et al., 2020),

conforme ilustra a figura 4.
Figura 4 — Estrutura do coronavirus
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Fonte: Taniguti (2023).

O contagio ocorre da seguinte maneira: a proteina Spike do SARS-CoV-2 reconhece a
enzima conversora de angiotensina humana Il como um receptor de entrada e infecta as células
epiteliais pulmonares. O dominio de ligacdo ao receptor da proteina Spike se liga ao receptor
ACE2, e, em seguida, a protease TMPRSS2 do hospedeiro quebra a proteina Spike para expor os
peptideos de fusdo capazes de fundir as membranas viral e celular. O receptor de entrada do
SARS-CoV-2 é o ACE2. Ela é expressa em pulmdes, intestino delgado, rins, coracdo e tecido
adiposo (Velavan; Meyer, 2020).

A transmissao direta do SARS-CoV-2 por meio de aerossdis é a via de infeccdo mais
importante, embora existam outras formas de transmissdo (Silva, 2023). O virus contido em
pequenas goticulas pode depositar-se em superficies inertes e manter sua capacidade infecciosa.
Estudos indicam que os coronavirus podem sobreviver de duas horas a nove dias em superficies
como metal, plastico e vidro. A presenca de SARS-CoV-2 foi detectada em dreas hospitalares, em
objetos de unidades de terapia intensiva e em banheiros (Barrera-Nunez et al., 2021).

O virus da hepatite murina (MHV) pertence ao mesmo género que o SARS-CoV-2 e é um
betacoronavirus de RNA de fita simples de sentido positivo e envelopado (Mahida; Vaughan;
Boswell, 2013). Enquanto o SARS-CoV-2 pode ser manipulado somente em laboratdrios de
biosseguranca 3, o MHV-3 pode ser manipulado em um laboratdrio de nivel de biosseguranca 2,
ja que ndo é patogénico para seres humanos. O MHV é o melhor substituto para a utilizacdo em
experimentos visando a substituicdo do SARS-CoV-2, pois os dois apresentam as mesmas
caracteristicas fisico-quimicas (Zhou et al., 2020).

3 Materiais e métodos

3.1 Colheita e secagem das folhas
As folhas utilizadas no presente trabalho foram colhidas no municipio de Ivoti, Rio Grande

do Sul, Brasil, na seguinte localizagdo: -29.62227553569907°N, -51.155567104737926°E. Apds a
colheita, as folhas foram higienizadas com agua a temperatura ambiente e detergente e
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posteriormente foram colocadas em estufa a 60°C por 24 horas para secar. Depois de secas, as
folhas foram moidas em liquidificador. As folhas secas e trituradas foram armazenadas em
frascos fechados e protegidos da luz até o momento da producao dos extratos.

3.2 Producdo dos extratos

A partir das folhas secas da planta, foram produzidos trés extratos utilizando como
solventes dgua purificada, acetato de etila (Grupo quimica®) e alcool etilico absoluto (Exodo

cientifica®). Todos os extratos foram obtidos através do método de maceracao.

O extrato aquoso foi produzido na proporgdo de 7,5% (p/v), utilizando agua a 90°C, com
o tempo de maceragao de 15 minutos. Apds, o extrato foi filtrado por filtragao simples, utilizando
papel filtro de 80g/m? e armazenado em tubo de polipropileno na geladeira.

Os extratos de dlcool etilico e acetato de etila foram preparados na concentracdo de 25%
(p/v). Os solventes ficaram em contato com as folhas por cinco dias e, apds o tempo de
maceragao, os extratos foram filtrados e posteriormente colocados em rotaevaporador, onde os
solventes foram evaporados a 802C sob 500 mmHg de pressao negativa.

Para secagem completa do material extraido no rotaevaporador, os extratos de alcool
etilico e de acetato de etila foram mantidos por 24 h em estufa a 502C. Depois de secos, 0s

extratos foram ressuspendidos em 6 mL de agua e 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO, Synth®)
utilizando um banho de ultrassom aquecido a 452C. Em seguida, foram armazenados em tubos
plasticos na geladeira.

3.3 Triagem fitoquimica

A triagem fitoquimica qualitativa de todos os extratos foi realizada conforme adaptacao
do protocolo descrito por Radi e Terrones (2007), com o objetivo de verificar a presenca de
metabdlitos secunddrios. Foram analisadas as classes de saponinas, taninos, flavonoides e
cumarinas.

Flavonoides: a ImL do extrato, adicionaram-se 5 mL de 4gua destilada e 4 gotas de cloreto
férrico 2% em agua.

Taninos: a 2 mL do extrato, adicionaram-se 10 mL de agua destilada e duas gotas de
solucdo de cloreto férrico 1% em metanol.

Saponinas: a 2 mL do extrato, adicionaram-se 5 mL de agua destilada fervente. Apds o
resfriamento, agitou-se, vigorosamente, deixando em repouso por 20 minutos.

Cumarinas: tubos de ensaios contendo 2 mL de extrato foram cobertos por papel de filtro
embebidos em NaOH 10% e, em seguida, fervidos em banho maria a 100°C por 10 minutos. O
papel foi analisado sob luz UV.

3.4 Cultivo das células

Foram utilizadas células L929, provindas do tecido adiposo de camundongos (Mus
musculus), mantidas em atmosfera umedecida e controlada a 372C e 5% de CO;. A linhagem
celular foi escolhida por ser permissiva a replicacdo in vitro do virus MHV-3 (Oliveira; Kroon,
2021). A linhagem celular foi originalmente obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ)
e faz parte do acervo do Laboratério de Citotoxicidade da Universidade Feevale. Para o cultivo,
as células foram incubadas em frasco estéril de poliestireno de 75 cm? contendo o meio de
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cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco®) suplementado com 7,5% de Soro

Fetal Bovino (SFB, Gibco®).

Para obtencao de subculturas e realizagao dos experimentos, foi realizada a tripsinizagao,
processo que consiste na remog¢ao do meio de cultivo do frasco e adigdao da enzima tripsina, a
qual hidrolisa cadeias polipeptidicas e promove a desagregacao celular (Guimaraes et al., 2010).

Ap0s a adicdo da tripsina, foi realizado o processo de desagregacdao mecanica do tapete
celular, e as células foram adicionadas em tubos contendo o dobro de meio de cultivo em relagdo
a quantidade de enzima adicionada. O tubo foi centrifugado a 1000 RPM por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado, e o precipitado de células foi ressuspendido em DMEM. Entdo, a
fracdo da suspensado necessdria para manutencao do cultivo foi transferida de volta para o frasco
de cultivo, contendo 20 mL de DMEM.

3.5 Plagueamento

Para realizar os testes de citotoxicidade e virucida, foi necessario realizar o plagueamento
das células. Elas foram tripsinizadas e contadas em camara de Neubauer. Foram feitas placas de
96 pogos, e a densidade celular para ambos os testes foi de 100.000 células por pogo. Para
ocorrer a adesao das células nas placas, elas foram incubadas em estufa a 37°C em atmosfera
padrdo por 24h antes da realizacdo dos ensaios.

3.6 Diluicdo dos extratos para teste de citotoxicidade

Para os testes de citotoxicidade, os trés extratos foram previamente filtrados com filtros
de seringa de 0,22 um e, em seguida, diluidos de forma sequencial em DMEM. As concentracdes
utilizadas foram de 25; 10; 7,5; 5; 2,5; 1; e 0,1%.

3.7 Teste de citotoxicidade

A exposicdo dos extratos as células iniciou 24h apds a realizacdo do plagueamento. Para
exposicdo das células aos extratos, o meio de cultivo foi retirado dos pocos por inversdo, e sobre
as culturas de células L929 foram adicionados 200 uL das concentragées de 25; 10; 7,5; 5; 2,5; 1;
e 0,1% de cada um dos trés extratos, de forma individual, e todas as concentracdes foram
avaliadas em quadruplicatas.

Para os controles, foram adicionados 200 puL do meio DMEM tanto positivo, quanto
negativo, ao invés da adicdo da diluicdo dos extratos puros. Para o controle positivo, foram
adicionados 75 uL de perdxido de hidrogénio 10 V na ultima hora de incubacgdo. As placas foram
incubadas a 37°C em atmosfera padrao. O periodo de incubacao foi de 48 h, tendo em vista que
esse é o tempo necessario para visualizar o efeito citopdtico sobre as monocamadas celulares.

3.8 Ensaio MTT

O ensaio de reducdo do MTT (Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2-il
tetrazolio) é utilizado para avaliar a viabilidade celular. E baseado no fato de que as enzimas
desidrogenase mitocondriais, que estdo presentes apenas em células metabolicamente vidveis,
reduzem o sal MTT em formazan, o qual é insoluvel em 3agua e se acumula nas células.
Posteriormente as células vidveis sdo quantificadas por espectrofotometria (Bisetto, 2020).
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O ensaio foi executado de acordo com a metodologia descrita por Mosmann (1983). Para
realizacdo do teste, apds 48 h de exposicao as diferentes concentra¢des dos extratos, o meio foi
removido, e os pocos foram lavados cinco vezes com solucdo tampao fosfato. Apds, adicionou-
se a cada po¢o 200 pL de solugdo de DMEM contendo 4% de MTT 5 mg/mL (Sigma®), ao abrigo
da luz, pois o MTT é fotossensivel. Apds 2 h de incubacgdo a 372C em atmosfera padrdo, o meio

foi substituido por 200 uL de DMSO (Synth®). As amostras foram homogeneizadas utilizando
micropipeta multicanal, e o conteudo da placa foi transferido para uma placa de leitura. Por fim,
a leitura foi realizada em espectrofotémetro em 570 nm. Os valores de absorbancia foram
transformados em porcentagens de viabilidade celular (X%) em relagdo ao controle negativo
(CN), que equivale a 100% de viabilidade, de acordo com a seguinte equacao:

Absorbancia do extrato x 100
Absorbancia do CN

X% =

3.9 Teste virucida

O teste iniciou-se 24 h apds a realizacdo do plagueamento em placas de 96 pocos e foi
feito em duplicata. As concentracdes selecionadas dos extratos foram baseadas nos resultados
dos testes de citotoxicidade. Com os extratos diluidos no meio de cultivo, adicionou-se indculo
do virus MHV-3 em duas proporgdes, 1:10 e 1:20. A partir dessas concentracdes, foram feitas
diluicdes seriadas de 102; 103; 10*; 10 ; 10° (método TCIDsp). Antes de serem colocados nas
placas, os extratos com virus foram incubados por 30 minutos em banho a 37°C. Além disso,
culturas em que foi adicionado somente DMEM constituiram o controle negativo (para confirmar
auséncia de citotoxicidade), enquanto os controles de infec¢do viral consistiram em pogos com
células em que foi adicionado o indculo viral em suas duas concentracGes. Em seguida, foram
adicionados 50 uL das diluicdes do virus nas placas e elas foram incubadas a 37°C por 1 hora.
Depois desse tempo, o indculo viral foi retirado, foram adicionados aos poc¢os 200 uL de DMEM,
e as placas foram incubadas em estufa a 37°C em atmosfera padrao por 48 h.

Depois do tempo de incubacdo, as placas foram visualizadas em microscépio invertido,
para verificar o efeito citopatico, ou seja, as alteracdes degenerativas causadas pelos virus em
células infectadas, ja que ha desagregacao do tapete celular. Quando as células ndo sao afetadas
pelo virus, sua estrutura é preservada, conforme ilustra o quadro 1.

Quadro 1 — Efeito citopatico

Célula ndo infectada Célula infectada

Fonte: As autoras (2023).
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Depois da andlise no microscépio, as placas foram coradas com o corante cristal violeta
da seguinte forma: foram adicionados nas placas 20 pL de formaldeido, para ocorrer a adesao do
tapete celular no fundo dos pogos, sendo mantidas em agitagao orbital a 5 RPM por 30 minutos.
Em seguida, o conteudo das placas foi descartado e foram adicionados 50 puL de cristal violeta
0,4%, com agitacao orbital por mais 30 minutos. Para calcular a reducado do titulo viral (Y%), foi
utilizada a seguinte equacao:

n° de pogos infectados X 100

Y% = 100 —
n° total de pogos

4 Resultados e discussoes
4.1 Triagem fitoquimica

O extrato aquoso apresentou maior evidéncia de saponinas, taninos e flavonoides; o
etandlico, de flavonoides, taninos e cumarinas; e o de acetato de etila, de taninos, conforme

tabela 1. Os extratos podem ter composicdes diferentes devido as suas diferencas de polaridade,
sendo 0 aquoso o mais polar e o de acetato de etila, o menos polar.

Tabela 1 — Triagem fitoquimica

Flavonoides Taninos Cumarinas Saponinas
Aguoso ++ ++ - ++
Alcool etilico ++ ++ ++ +
Acetato de etila + ++ + -

Legenda: (++) maior evidéncia; (+) evidéncia; (-) ndo evidéncia
Fonte: As autoras (2023).

4.2 Ensaio de citotoxicidade

Na tabela 2, estdo apresentados os resultados do ensaio MTT, ap6s exposicao de 48h dos
trés extratos em diferentes concentragdes em linhagem celular 1L929.

Tabela 2 — Viabilidade celular (%) dos extratos

Concentracdes (%) Acetato de etila  Alcool etilico Aquoso

CN 100,00 + 6,03 100,00 +6,03 100,00 + 6,03
0,1 107,35+ 1,98 121,11+ 2,54 89,48 + 1,84

1 98,04 £ 6,63 96,33 £ 3,75 113,78 £ 2,63
2,5 79,96 £ 0,95 66,84 + 2,52 95,71 £ 5,64
5 62,71+2,21 29,6 £5,83 84,62 + 3,48
7,5 44,29 £ 8,96 24,91 5,75 69,42 + 4,27
10 18,07 £9,11 25,84 + 3,79 66,50 £ 5,47
25 9,63+6,42 30,11+ 4,12 27,16 £ 8,58

Resultados expressos em média * desvio padrao

Fontes: As autoras (2023).
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Para dar continuidade aos testes, é necessdrio estabelecer quais concentracdes foram
toxicas, ja que o teste virucida sé pode ser realizado com concentracdes ndo toxicas dos extratos.
Conforme estabelece a literatura, um composto é considerado téxico quando a viabilidade
celular fica abaixo de 70% (Magalhdes; Tha; Leme, 2018); portanto, pode-se inferir que as
concentracgdes de 0,1 e 1% do extrato de dalcool etilico, 0,1 a 2,5% do extrato de acetato de etila
e todas as concentracdes até 10% do extrato aquoso podem ser utilizadas para o ensaio virucida,
por atenderem ao percentual minimo de viabilidade celular, quando considerado o desvio-
padrdo. Além disso, por meio dos dados da tabela 2, pode-se perceber que o extrato de alcool
etilico foi o mais tdxico, visto que acima de 1% o extrato foi toxico, enquanto o aquoso, 0 menos
téxico, pois apenas na concentracdo de 25% apresentou viabilidade celular abaixo de 70%. Ainda,
verifica-se que o efeito toxico é dose-dependente, ja que, com o aumento da concentracdo,
ocorre diminuicdo da viabilidade celular.

4.3 Teste virucida

A andlise dos resultados foi feita a partir da identificacdo das col6nias ndo infectadas com
a coloragdo com cristal violeta. As células que ndo sofreram o efeito do virus tém o tapete corado
com o cristal violeta, ja aquelas que sofreram o efeito ndo coram. Isso é possivel de ser
observado, j4 que hd o rompimento na coloracdo. O extrato aquoso foi capaz de reduzir a
adsorcdo da particula viral, impedindo a sua entrada nas células, em todas as suas concentragdes
(2,5; 5; 7,5; 10%) e nas duas concentragdes do indculo viral. O extrato de alcool etilico 1% inibiu
a infeccdo viral também para ambas as concentragdes do indculo viral, e o extrato de alcool
etilico 0,1% somente ndo inibiu o indculo viral 1:10 em umas das diluicdes testadas (1072),
atingido 80% de reducgdo do titulo viral. O extrato de acetato de etila ndo inibiu nem o indculo
1:10 nem o0 1:20. Esses resultados sdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3 — Reducdo do titulo viral

Reducdo do titulo viral (1:10) Reducdo do titulo viral (1:20)

Ac. Etila 1% 60% Ac. Etila 1% 60%
Ac. Etila 2,5% 60% Ac. Etila 2,5% 60%
Alcool 0,1% 80% Alcool 0,1% 100%
Alcool 1% 100% Alcool 1% 100%
Aquoso 2,5% 100% Aquoso 2,5% 100%
Aquoso 5% 100% Aquoso 5% 100%
Aquoso 7,5% 100% Aquoso 7,5% 100%
Aquoso 10% 100% Aquoso 10% 100%

Fonte: As autoras (2023).

O efeito virucida ocorre baseado na interacdo de uma amostra com o envelope ou
proteinas do capsideo viral, interferindo diretamente na estrutura do virus e reduzindo a sua
infeccao (Zhou et al., 2020). No teste virucida, é analisado se ha inibigao direta das particulas
virais antes de ocorrer o contato com as células, por isso que as amostras de virus com extrato
foram incubadas por 30 minutos a 37°C antes de serem adicionadas as células, ja que é nesse
periodo que ocorre, ou ndo, a inibicdo das particulas virais. A composicdo fitoquimica dos
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extratos pode estar diretamente relacionada a capacidade de reduzir a adsorgdo da particula
viral, impedindo a sua entrada nas células.

Devido a caracteristica quimica das saponinas, pode-se explicar a atividade virucida dos
extratos alcodlico e, principalmente, aguoso. Por apresentarem uma parte lipofilica, as saponinas
podem ter sido capazes de permeabilizar o envelope viral e, consequentemente, expor o RNA ao
ambiente, causando sua morte.

Os trés extratos estudados apresentaram taninos em sua composi¢do. Em suas duas
variacOes, sdo capazes de desnaturar proteinas (Monteiro et al., 2005) e, devido a essa
propriedade, essa pode ser uma possivel explicacdo da acdo virucida dos extratos.

Nos trés diferentes extratos, foi identificada a classe dos flavonoides. Kumar N. et al.
(2021) identificaram em extrato aquoso de goiabeira as classes de glicosideos, flavonoides,
saponinas, fendis, terpenoides e taninos, além da presenca de esculina e quercetina. Silva-Vega
et al. (2020) encontraram, em extratos alcodlicos de goiabeira, quercetina e carvacrol.

A quercetina possui atividade antiviral e antibacteriana, anti-inflamatéria,
antiplaguetdria, anti-hipertensiva, antitumoral, efeito neuroprotetor, efeito cardioprotetor,
efeito gastroprotetor, anti-histaminico natural, hepatoprotetor e antiprotozoario. Também
demonstrou efeito contra o SARS-CoV-2, bloqueando a interagdo da proteina Spike e demonstrou
um efeito promissor na melhoria clinica dos sintomas respiratérios em individuos com COVID-19
(Rizky; Jihwaprani; Mushtaq, 2022).

Compostos fendlicos apresentam capacidade de romper a membrana externa do virus e
inativar sistemas enzimaticos essenciais (Lima et al., 2020). Servem como compostos bioativos
com propriedades antioxidantes e hipoglicémicas, além de desempenharem um papel
importante em atividades metabdlicas e fisioldgicas do corpo humano. Kumar M. et al. (2021)
identificaram setenta e dois compostos fendlicos diferentes em folhas de goiabeira, usando
cromatografia liquida de alto desempenho. A quercetina é o principal composto fendlico bioativo
nos extratos de goiabeira. Quercetina, apigenina e miricetina foram identificados em extratos de
acetato de etila (Kumar, M. et al., 2021).

As cumarinas foram identificadas nos extratos de acetato de etila e alcool etilico.
Khomenko et al. (2017) descobriram um composto cumarinico promissor com atividade anti-
influenza, afetando culturas de células infectadas nos estagios iniciais de reprodugdo viral.
Shokoohinia et al. (2014) encontraram que cumarinas demonstraram efeitos anti-HIV através da
inibicdo das enzimas transcriptase reversa. Além disso, efeitos anti-influenza, anti-HIN1 e anti-
HBV foram observados em diferentes cumarinas.

5 Conclusdo

A presente pesquisa investigou a composicdo fitoquimica, a citotoxicidade e a agao
virucida de extratos de folha de Psidium guajava. Os resultados indicaram que o extrato de alcool
etilico, na concentracdo de 1%, e o extrato aquoso, nas concentra¢des de 1; 2,5; 5; e 10%,
apontaram efeito virucida pleno nas duas concentracgdes virais testadas, sendo o extrato aquoso
0 que mais demonstra a¢dao virucida. Esses extratos apresentaram flavonoides, taninos e
saponinas, que se relacionam com sua atividade virucida. Por sua vez, o extrato de acetato de
etila ndo apresentou efeito virucida.

Os resultados obtidos apontam para o grande potencial fitoquimico da Psidium guajava
enquanto agente virucida. O presente estudo é um trabalho inicial, com pesquisas in vitro, sendo
necessarios estudos extras para validacdo e implementacdo de produtos baseados nas
informacgdes contidas neste trabalho, a exemplo do estudo do tempo de prateleira e formulacdes
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seguras. Pode-se sugerir que os extratos de dlcool etilico e aquoso obtidos das folhas de Psidium
guajava apresentaram potencial virucida, porém, devido a facilidade de produgdo e resultados
mais promissores, o extrato aquoso poderia ser mais amplamente investigado para potencial
aplicacdo em sanitizantes naturais tanto para o virus MHV-3, quanto para o SARS-CoV-2.
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