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Aproveitamento das folhas de Annona mucosa

Utilization of leaves Annona mucosa
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RESUMO

O biribazeiro (Annona mucosa) é uma planta frutifera da regido amazonica, apreciada pelo seu fruto,
0 biriba, sendo bastante estudada devido aos seus componentes quimicos. Neste trabalho, as folhas
foram submetidas a extracdo hexanica, para a obtencao do extrato hexanico alcaloidico, visando a sua
caracterizacdo via CLAE e Espectrometria de massas, dando como resultado a presenca do alcaloide
do tipo aporfinico, anonaina.

Palavras-chave: Alcaloide, anonaina, aporfina.

ABSTRACT

The biribazeiro (Annona mucosa) is a fruitful plant from the Amazon region, appreciated for its fruit,
the biriba, and has been extensively studied due to its chemical components. In this work, the leaves
were subjected to hexane extraction, to obtain the alkaloid hexane extract, aiming at its characterization
via HPLC and Mass Spectrometry, resulting in the presence of the aporphine alkaloid, anonaine.

Keywords: Alkaloid, anonaine, aporphine.

1 INTRODUCAO

A Floresta Amazonica é bastante conhecida por varios fatores, dentre eles devido a sua grande
biodiversidade que é reconhecida mundialmente. As plantas sdo um dos componentes que possuem 0
maior apelo dentro e fora da nossa regido. Sendo as anonaceas uma das familias vegetais mais antigas
e que sera abordada aqui.

As anonaceas sdo formadas por varios géneros, entre eles pode-se destacar os géneros, Annona,
Duguetia, Guatteria, Rollinia e Xylopia. Em nossa regido, Estado do Para (Brasil) principalmente na
zona rural e na capital Belém, podem ser encontradas as espécies como a fruta do Conde (ata), o biriba,
e a graviola, elas sdo comumente utilizadas para fazer sucos, sorvetes (graviola), entre outras utilidades
(Figura 1).
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Figura 1- Frutos de Anonaceas, a: ata, b: biriba e c: graviola

L L

- _8n.n

.0

O biribazeiro, cientificamente chamado de Annona mucosa (Rollinia mucosa), é uma arvore
originaria do ocidente da Amaz6nia e da Mata Atlantica pluvial (do Rio de Janeiro a Pernambuco),
bastante apreciada pelo seu fruto, o biriba (Figura 2). A espécie em questdo pertence a familia das
Annonaceae (LEBOEUF et al., 1982) e possui varios sindnimos, como Rollinia deliciosa Saff.; Rollinia

sieberi A. DC (FALCAO et al., 1981) e Annona hypoglauce (RINALDI et al., 2017), entre outros.

Figura 2- Fruto do biribazeiro, biriba
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Estudos fitoquimicos dessa espécie constataram a presenca de substancias quimicas de grande
interesse, como as acetogeninas e os alcaloides, principalmente. As acetogeninas, que geralmente
apresentam dois anéis tetraidrofuranicos em suas estruturas, possuem uma gama de atividade, como a
atividade citotdxica in vitro contra células cancerigenas, de leucemia, cancer do colo do Utero,

melanoma, cancer de ovario, cancer renal, como é o caso da rollinicina (Figura 3), isolada de Rollinia
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papilionella (DABRAH e SNEDEN, 1984), que apresentou atividade citotdxica in vivo contra células
de leucemia linfocitica P-388 de camundongos. Varias acetogeninas foram isoladas de R. mucosa, a
rolliniastatina, isolada do extrato hexanico das sementes (PETITT et al., 1987). A Desacetil-uvaricina,
com atividade anticancer hepatico pela restauracdo da P53 (VINCENT e LOS, 2011). A rollitacina,
rollinacina e javoricina ativa contra linhas de tumores sélidos (SHI; MACDOUGAL; MCLAUGHLIN,
1997) e as acetogeninas mono-Tetraidrofuranicas, rollinecina A e B (SHI et al., 1996). Essas
substancias provavelmente atuam pela deplecdo dos niveis de ATP via inibicdo do complexo | de
mitocondrias e inibicdo da NADH oxidase de membranas plasmaticas de células tumorais (ALALLI;
LIU; MCLAUGHLIN, 1999).

Figura 3- Férmula estrutural de acetogeninas.
4
Me(CH);, ~ V/:)_/-D\/(CH:); NN /0
OH OH U %

rollinicina
CH,
CHy

’

OH F
M
.\Ie(CH;)-\/\/m _(CHRA/\/ “/0

: 0 (o) : A
= rollinastatina OH
Com relacdo aos alcaloides podem ser citados os do tipo aporfinicos, oxoaporfinicos e 0s
tetraidroprotoberberinicos (Figura 4) (GOTTLIEB et al.,, 1978), que apresentam atividades
antimicrobioldgicas, anticancerigenas (WARTHEN; GOODEN; JACOBSON, 1969), antifangicas e
atividade leishmanicida (DE LIMA et al., 2012), entre outras.

Figura 4- Estrutura quimica geral dos alcaloides aporfinicos, oxoaporfinicos e tretahidroprotoberberinicos.
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Foram isolados de R. mucosa, os alcaloides anonaina, palidina, liriodenina (Figura 5),

atherospermidina, actinodafinina, isoboldina e nornuciferina (RINALDI et al., 2017), lanoguinosina,
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N-formil-anonaina (CAETANO e DADOUN, 1987), romucosine (KUO et al., 2004) um alcaloide com
um grupo N-(metoxicarbonila), glaucina, purpureina, oxoglaucina, oxopurpureina, berberina, and
tetrahidroberberina (CHEN; CHANG; WU, 1996). Atividade leishmanicida dos extratos das folhas e
sementes e do alcaloide oxoaporfinico liriodenina (TAYLOR, 1961) foram avaliadas in vitro contra
formas promastigotas de trés espécies de Leishmania, e formas amastigotas intracelulares de
Leishmania amazonenses dando resultado positivo. A atividade citotoxica foi avaliada contra
macrofagos peritoneais de camundongos (DE LIMA et al., 2012). Outras substancias sdo reportadas a
R. mucosa, como lignanas (ESTRADA-REYES et al., 2002), yangambina magnolina, eudesmina e
membrina (CHEN; CHANG; WU, 1996).

Figura 5- Estrutura quimica da anonaina, palidina, liriodenina e romucosina
O
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Levando em consideracdo que existem plantacGes dessas espécies Annona muricata (graviola;
BITENCOURT etal., 2020), Annona mucosa (biriba) e Annona squamosa (fruta-do-Conde) para venda
de frutos; que ha a presenca de substancias de interesse cientifico nessas espécies vegetais, para a busca
de novos medicamentos; que a disciplina de Quimica Orgéanica Experimental faz uso de métodos de
extracdo; pode ser proposto a viabilidade de aproveitamento das folhas dessas plantas, uma vez que a
planta é de porte médio e as folhas sdo descartadas, mas renovéveis. Devido a isso foi feito o estudo
do extrato alcaloidico hexanico das folhas dessa espécie, Annona mucosa (biriba) e sua analise

utilizando CLAE, visando o seu aproveitamento futuro.

2 MATERIAL E METODO
2.1 EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

Espectrometro de massas Waters Acquity TQD e Cromatdgrafo da linha Alliance €2695
(Waters) (Pos-Graduacdo em Quimica/UFPA).
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2.2 REAGENTES E SOLUCOES
Os reagentes utilizados foram das marcas Aldrich, Vetec ou Nuclear, todos PA.

2.3 PROCEDIMENTO CROMATOGRAFICO POR CLAE/DAD

O desenvolvimento do método cromatogréfico para analise do extrato alcaloidico foi realizado
em cromatografo da linha Alliance 2695 (Waters), com um sistema de bomba binério e injetor
automatico acoplado a um detector de UV/Vis com arranjo de diodo abrangendo a faixa de
comprimento de onda de 210 — 600 nm. A fase estacionaria foi uma coluna de fase reversa Sunfire C18
(150 x 4,6 mm, 5um), com coluna de guarda Sunfire C18 (20 mm x 4,6 mm, 0,5 um) e fluxo de
ImL/min em forno termostatico a 40°C. O extrato hexanico alcaloidico das folhas foi eluido em
metanol grau HPLC (Jt Baker®) e posteriormente filtrado em membranas filtrantes de nylon com poros
de 0,45 pm, da marca Millipore (Tullagreen, Carrigtwohill, Irlanda). A fase mdvel constituiu-se de
uma mistura binaria de agua ultrapura (GEHAKA) e MeOH filtrado, em gradiente exploratorio linear
de eluicdo na proporcdo do método de H20-MeOH 90:10 a 0:100 de B em 60 min. A amostra foi

injetada com um volume de 20 pL.

2.4 OBTENCAO DO EXTRATO ALCALOIDICO

Coleta: foram coletadas folhas verdes de planta oriunda de plantacéo da cidade de Belém-PA.
As folhas foram secas (41,5g) em local arejado ao abrigo da luz a temperatura de 40°C e a pressao
ambiente durante 7 dias. Posteriormente, foram triturados a fragmentos pequenos.

Preparacdo do Extrato Hexanico das Folhas: o extrato foi obtido a partir do material botanico

triturado e seco (41,5g), que foi colocado em um recipiente de vidro com tampa e encoberto com
hexano PA, durante 48hs. A solugdo hexanica obtida, foi filtrada e evaporada, fornecendo um residuo
(residuo 1) semi-solido de massa igual a 12,19 (29,0%).

Preparacdo do Extrato Alcaloidico das Folhas: o residuo 1 (12,1g), obtido da solucdo hexanica

foi dissolvido em CH2CI2 PA e submetido a particdo em ampola de decantacdo de 250 mL, com
solucéo de acido citrico 5%, trés vezes, para obtencdo da solucédo acida, com os alcaloides. A solucéo
diclorometanica foi lavada com &gua destilada (3 vezes) e secada com Na2SO04 anidro, filtrada e
evaporada, fornecendo um residuo (residuo 2) de massa igual & 0,5g, ndo alcaloidico. A solucéo &cida
coletada, foi basificada com NH40OH PA e submetida a extracdo novamente com CH2CI2 PA em

ampola de decantacdo de 250 mL, trés vezes, para obtencdo da solucdo diclorometanica contendo os
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alcaloides. Essa solucdo diclorometanica foi lavada com agua destilada (3 vezes) e secada com Na2SO4
anidro, filtrada e evaporada, fornecendo o extrato hexanico alcaloidico de massa igual a 0,1g.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato hexanico alcaloidico das folhas de biriba (EHAFB) obtido foi analisado via
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE; Figura 6a) e foi verificada a presenca de um pico
intenso com uma absor¢ao na regido do ultravioleta de [ 239 nm (Figura 6b). Indicando tratar-se de
um sistema insaturado do tipo aporfinico (SHAMMA, 1972).

O espectro de massas do extrato alcaloidico, indicou a presenca de um fragmento com m/z igual
a 265,3. Com base nessas informag0es e verificando a literatura, pode-se propor que o alcaloide em
questdo é a anonaina (mm 265g/mol; C17H15NO2; Figura 6¢) sendo bastante comum nesse género
(EGYDIO-BRANDAO et al., 2017). Pelo espectro de massas pode-se entdo verificar os demais
fragmentos relativos aos ions negativos obtidos pela quebra da molécula neste tipo de método.

Figura 6- Cromatograma do Extrato alcaloidico (esquerda; a), espectro no ultravioleta de anonaina (superior a direita; b) e
espectro de massas de anonaina (inferior a direita; c).
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4 CONSIDERACOES FINAIS
O método de analise por CLAE em questdo, demonstrou ser bastante eficiente, pelos dados
obtidos, sem a necessidade de se fazer colunas de cromatografia classica, bem como a espectrometria

de massas, devido proporcionar a massa molar e os fragmentos da substancia presente, indicando tratar-
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se do alcaloide anonaina, substancia ja relatada na literatura para esta espécie, com isso pode-se utilizar
as folhas como fonte desse alcaloide, ou para outras finalidades.
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