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RESUMO

No Brasil, a espécie Tetradenia riparia, foi inserida como planta ornamental exótica,

proveniente de um aroma intenso, agradável e cultivada em parques, jardins, residenciais e

hortos. O objetivo do presente projeto visa a obtenção do extrato bruto das folhas da espécie

T. riparia, e análise por cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada à espectrometria de

massas de alta resolução. As folhas foram coletadas e secas, e o extrato bruto foi preparado

utilizando álcool etílico 80% pela técnica de maceração dinâmica com esgotamento do

solvente, e após concentrado em evaporador rotativo. A composição química do extrato bruto

foi analisada por cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada à espectrometria de

massas de alta resolução (UHPLC-ESI/qTOF). Foram identificados 31 compostos, e estes

foram investigados através de levantamento bibliográfico quanto ao potencial antiviral. O

rosmanol, procianidina, cianidina, betulina, ácido betulínico e o ácido sagerínico,

provavelmente apresentaram atividade antiviral sobre o SARS-CoV-2. Esta investigação é

promissora, indicando possivelmente que no extrato bruto das folhas de T. riparia existem

compostos que podem combater o SARS-CoV-2. Neste sentido, estudos de ancoramento

molecular (docking) através da análises in silico sobre a proteína Mpro do vírus SARS-CoV-2

deverão ser realizadas corroborando desta forma para a ação dos compostos identificados.

PALAVRAS CHAVE: Mirra brasileira; Investigação; UHPLC-ESI/qTOF; Covid-19



ABSTRACT

In Brazil, a Tetradenia riparia species was inserted as an exotic ornamental plant, originating

from an intense, pleasant aroma and cultivated in parks, gardens, residential and vegetable

gardens. The aim of this project is to collect the crude extract from the leaves of the T. riparia

species, and analyze it by ultra-efficiency liquid chromatography coupled with high-resolution

mass spectrometry. The leaves were collected and dried, and the crude extract was prepared

by using 80% ethyl alcohol using the dynamic maceration technique with solvent depletion,

and then concentrated in a rotary evaporator. The chemical composition of the crude extract

was analyzed by ultra performance liquid chromatography coupled with high resolution mass

spectrometry (UHPLC-ESI / qTOF). Thirty-one compounds were identified, and these were

investigated through a literature review for antiviral potential. Rosmanol, procyanidin,

cyanidin, betulin, betulinic acid and sagerinic acid probably showed antiviral activity on

SARS-CoV-2. This investigation is promising, possibly indicating that the crude extract of T.

ripária leaves contains compounds that can fight SARS-CoV-2. In this sense, molecular

anchoring studies (docking) through in silico analysis on the Mpro protein of the

SARS-CoV-2 virus should be carried out, thus corroborating the action of the identified

compounds.

KEYWORDS: Brazilian myrrh; Investigation; UHPLC-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).

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 como 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 farmacopéia popular como medicamentos

antibacterianos, antifúngicos, antiinflamatórios, 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, flavonoides 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 Tetradenia riparia Hochsteter codd. conhecida também como Iboza riparia N. E.

BR., Moschosma riparium e Tetradenia riparia (Hochst.) N. E. BR., pertence à família

Lamiaceae, sendo originária da África do Sul. Neste continente é uma das mais aromáticas e

populares plantas medicinais (CAMPBELL et al., 1997; VAN PUYVELDE et al., 1986; 1987;

1988). No Brasil, a espécie Tetradenia riparia, foi introduzida como planta ornamental exótica

e encontra-se bem adaptada em todos os estados.

Há relatos na literatura de atividades biológicas do extrato T. riparia como a atividade

antioxidante (AMOO et al., 2012; SADASHIVA et al., 2014), antibacteriana (VLIETINCK et

al; NGULE et al., 2014), antifúngica, anti-helmíntica (OKEM et al., 2012) e antiparasitária

(WASSWA; OLILA, 2006).
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No extrato bruto das folhas Fernandez et al., (2017) identificaram os compostos

abieta-7,9(11)-dien-13b-ol), Ibozol, (8 (14), 15-sandaracopimaradiene-2a, 8 (14),

15-sandaracopimaradiene-7a, 18-diol, astragalina, boronolide e Luteolina, com alto teor de

fenóis totais. Estes compostos encontrados no extrato bruto de T. riparia, são fundamentais

para a investigação in silico sobre o coronavírus.

Dezembro de 2019 o mundo parou em decorrência de um vírus que vem dizimando a

população. Segundo dados da organização mundial da saúde (OMS), existem 5.094.826

mortos em todo mundo, e no Brasil 611.222 mortos (15/11/2021). Desta forma, torna-se

imperiosa a intensificação de pesquisas visando a disponibilização de novas biomoléculas

com ação anti-viral. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi a obtenção do extrato

bruto das folhas da espécie T. riparia e análise por cromatografia líquida de ultra eficiência

acoplada à espectrometria de massas de alta resolução.

1. MATERIAL E MÉTODOS

2.1 - Obtenção do Material Vegetal

Foram coletadas folhas de T. riparia no horto Medicinal da UNIPAR – Umuarama - PR;

região noroeste do estado do Paraná, Brasil, em 2019 no período do inverno época de floração

nas coordenadas S23º 46.225’ e WO 53º 16.730’, altitude de 391m . A identificação botânica

desta espécie já foi realizada pela Profª. Drª. Ezilda Jacomassi, e uma exsicata está catalogada

sob o número 2502 no Horto Medicinal da Universidade Paranaense, e está registrada no

Sistema Nacional de Gerenciamento do Patrimônio Genético e Conhecimento Tradicional

Associado (SisGen) sob o número de registro A80EA0F.

2.2 - Obtenção do extrato bruto  das folhas de Tetradenia riparia

As folhas (100g) foram secas em esteira à temperatura ambiente, processados em

liquidificador até obter granulometria de 850 μm, e submetidos ao processo de maceração

dinâmica com renovação do solvente utilizando álcool etílico 80% (volume/volume) até o

esgotamento do material vegetal (FERNANDEZ et al., 2017). O filtrado foi concentrado sob

pressão reduzida em evaporador rotatório (modelo Tecnal TE-211) à 40 °C até a obtenção do

extrato bruto das folhas.
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2.3 - Análise por cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada à espectrometria de

massas de alta resolução

O extrato bruto obtidas das folhas, foram analisados por cromatografia líquida de ultra

eficiência (UHPLC) (Shimadzu, Nexera X2) acoplada com espectrômetro de massa de alta

resolução (QTOF Impact II, Bruker Daltonics Corporation, USA) equipada com uma fonte de

ionização 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) foi 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 Tetradenia (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/).
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3. RESULTADOS

A identificação química por LC-MS do extrato bruto das folhas encontra-se discriminada na

Tabela 1.

Composto Fórmula
molecular

Massa exata
teórica m/z

Massa exata
experimental
m/z

Erro Tr (min)

Sandaracopimaradienolal C20H30O2 303.2318
[M+H]+ 303.2307

3.63

4.52

14-hidroxi-humuleno C15H24O 221.1899
[M+H]+ 221.1894

2.26
5.31

Abieta-7,9 (11)
-dien-13-b-ol

C20H32O 289.2525
[M+H]+

289.2517

2.77

8.82

8(14),5-sandaracopimaradi
ene-2a, 18-diol

C20H32O2 305.2475
[M+H]+

305.2463

3.93

6.55

Campesterol C28H48O 423.3597
[M+H]+

423.3601
-0.9
4

13.87

Ácido carnósico C20H28O4 333.2060
[M+H]+

333.2053
2.1
0

7.02

Carnosol C20H26O4 331.1903
[M+H]+

331.1892

3.32

6.94

Rosmanol C20H26O5 347.1853
[M+H]+

347.1843

2.88

6.62
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Rosmarinidifenol C20H28O3 317.2111
[M+H]+

317.2100

3.47

6.13

Ácido betulínico C30H48O2 441.3727
[M+H]+

441.3706 4.76 10.04

Betulina C30H50O2 443.3883
[M+H]+

443.3869

3.16

11.45

Ácido ceto betulínico C30H46O4 471.3468
[M+H]+

471.3451

3.61

5.21

Ácido maslínico C30H48O4 473.3625
[M+H]+

473.3609

3.38

6.57

Sandaracopimaradienediol C20H32O2 305.2475
[M+H]+

305.2464

3.60

5.46

Ácido sandaracopimárico C20H30O2 303.2318
[M+H]+

303.2312

1.98

5.68

6,7-desidroroileanona C20H26O3 315.1954
[M+H]+

315.1930
7.61

5.67

Ácido rosmarínico C18H16O8 361.0917
[M+H]+

361.0905

3.32

4.11

Pelargonidin C15H11O5
+ 271.0601

[M]+
271.0594

2.58

4.41

Cianidina C15H11O6
+ 287.0550

[M]+
287.0542

2.79

4.27
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Malvidina C17H15O7
+ 331.0812

[M]+
331.0804

2.42

4.48

Ácido sagerínico C36H32O16 721.1763
[M+H]+

721.1734

4.02

4.12

Astragalina C21H20O11 447.0921
[M-H]-

447.0903

4.03

4.21

Luteolina C15H10O6 285.0393
[M-H]-

285.0389

1.40

5.16

Apigenina C15H10O5 269.0444
[M-H]-

269.0439

1.86

5.40

Procianidina C30H26O13 593.1289
[M-H]-

593.1266 3.88 5.46

Ácido sagerínico C36H32O16 719.1606
[M-H]-

719.1573 4.59 5.09

Ácido 4-hidroxibenzoico C7H6O3 137.0233
[M-H]-

137.0233

0

4.03

Ácido p-cumárico C9H8O3 163.0389
[M-H]-

163.0389

0

4.58

Ácido ferúlico C10H10O4 193.0495
[M-H]-

193.0492

1.55

4.72

Ácido protocatecuico C7H6O4 153.0182
[M-H]-

153.0182 0 4.78
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Ácido cafeico C9H8O4 179.0350
[M-H]-

179.0336

7.82

4.29

4. DISCUSSÃO

Foram identificados 31 compostos no extrato bruto das folhas de T. riparia, e destes seis

demonstraram atividade antiviral relatada na literatura. O rosmanol um polifenol natural

encontrado na espécie T. riparia apresenta capacidade antiviral, segundo Salman (2020) que

realizou um estudo para análise de compostos medicinais imunomoduladores que possuem

capacidade antiviral, e dentre os compostos avaliados o rosmanol apresentou interação

significativa com as proteínas virais do SARS-CoV-2. Este autor avaliou o rosmanol contra

proteases SARS, proteína spike e proteínas não estruturais (NSP-9, 15) usando Autodock vina

um software de simulação de modelagem molecular. O rosmanol mostrou interação

significativa com as proteínas virais da SARS, formando ligações de hidrogênio com os

resíduos do sítio ativo com baixa energia de ligação.

Nas folhas de T. riparia também foram encontrados as procianidinas, e segundo estudos

realizados por Zhuang et al., (2020) a procianidina A2 e a procianidina B1 apresentaram

atividade moderada anti-SARS-CoV.

Cianidina é outro composto interessante, é um metabólito secundário presente na T. ripária,

tem potencial antiviral contra várias doenças como o vírus do herpes bovino tipo 1, poliovírus

tipo 1, vírus da peste, vírus da dengue tipo 2 e ajuda no tratamento de febre, tosse, asma e

diarreia, que também são relatados como sintomas clínicos comuns da COVID-19 (DA

SILVA et al., 2020).

Estudos farmacológicos forneceram evidências que sustentam as atividades antibacteriana,

antiparasitária, antiviral, antiinflamatória, anticâncer, neuroprotetora e imunomoduladora de

preparações dos derivados de betulina. O extrato de Fomitopsis betulina comprovado por uma

série de equipes de pesquisa em diferentes modelos e técnicas merecem atenção especial, são

úteis na prevenção e tratamento de doenças virais e bacterianas, ou seja, herpes, influenza, a

síndrome respiratória aguda grave (SARS), hepatite, tuberculose e infecções

(PLESZCZYŃSKA et al., 2019). Os triterpênicos, entre eles, o ácido betulínico e a betulina
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apresentam uma variedade de atividades biológicas e farmacológicas, incluindo atividade

antiviral (ATIK et al., 2016).

Após uma extensa análise de triagem Dahab (2020), identificou 20 compostos, dentre estes o

ácido sagerínico que exibiu afinidade de ligação para os 4 alvos (6M0K, 6Y2F, 7BQY e

7bV2) do SARS-CoV-2, podendo  ser explorado para o tratamento desta doença.

Esta investigação é promissora, indicando que no extrato bruto das folhas de T. riparia

existem compostos que podem combater o SARS-CoV-2. Neste sentido, estudos de

ancoramento molecular (docking) através da análises in silico sobre a proteína Mpro do vírus

SARS-CoV-2 deverão ser realizadas corroborando desta forma para a ação dos compostos

identificados.

5. CONCLUSÃO

No extrato bruto das folhas de T. riparia foram identificados por UHPLC-ESI/qTOF 31

compostos e destes, seis, provavelmente apresentaram atividade antiviral sobre o

SARS-CoV-2: rosmanol, procianidina, cianidina, betulina, ácido betulínico e o ácido

sagerínico. Os resultados possivelmente indicam que esses compostos são favoráveis para

prevenção e tratamento do coronavírus e que as folhas de T. riparia podem ser incluídas como

plantas com potencial antiviral.
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