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ABSTRACT.—The fractionation of the cytotoxic MeOH extract of the seeds of Rollinia
membranacea (Annonaceae) led to the isolation of two new adjacent bis-tetrahydrofuran acetoge-
nins, rioclarin {1} and membranacin {2}, and two other known acetogenins, squamocin [3} and
rolliniastatin 1 {4]. In addition to these bicactive acetogenins, a new furofuranic lignan (mem-
brin {5}) and a known one (magnolin [6]), have been obtained. Rioclarin {1} is an original tet-
rahydroxylated bis-tetrahydrofuran acetogenin. Its structure was established on the basis of ms
and 1D and 2D nmr experiments.

Parmi les espéces du genre Rollinia (Annonaceae), quatre contiennent des
acétogénines ‘y-lactones tétrahydrofuraniques (THF): Rollinia papilionella (1—4), Rol-
linia mucosa (5,6), Rollinea wlei (7,8), et Rollinia sylvatica (9). La plupart des
acétogénines isolées chez les Rollinia comportent un systéme bis-THF et montrent une
importante cytotoxicité sur différentes lignées cellulaires (10). L'espéce que nous avons
étudiée, Rollinia membranacea Tr. & PL. n’a fait auparavant I'objet d’aucune étude
chimique ou pharmacologique. Elle a été récoltée en Colombie, dans la région d’An-
tioquia, sur le cafion du “rio Claro.”

Dans le présent travail, nous décrivons l'isolement de quatre acétogénines bis-THF
cytotoxiques, deux originales: la rioclarine {1} et la membranacine {2}, et deux con-
nues: la squamocine {3] et la rolliniastatine 1 [4}; de plus, deux lignanes
furofuraniques, I'un nouveau, la membrine {5}, et l'autre connu, la magnoline [6}, ont
aussi été isolés des graines de R. membranacea.
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RESULTATS ET DISCUSSION

L’extrait méthanolique des graines de R. membranacea (A) présente une importante
activité toxique envers les larves d’ Artemia salina (11). Le fractionnement de I'extrait est
effectué dans un premier temps par partage liquide/liquide entre 'extrait méthanolique
(additionné de 5% d’eau) et I'hexane. La solution hydrométhanolique est réextraite en-
suite par le CH,Cl,. La phase organique (B) conserve 'activité larvicide et cytotoxique
de A. Par chromatographies successives de B sur colonne, on obtient quatre
acétogénines 1—4 et deux lignanes furofuraniques 5 et 6.

Larioclarine {1} présente sur le smic (isobutane) un pic & m/z 639 IMHIT correspon-
dant 2 une formule moléculaire C;;Hg,Og; le smic (NH;) présente un pic a m/z 656
M+ NH4]+ et un autre 2 m/z 639 [IMH1". Les pertes successives de quatre molécules
d’eau 2 partir du pic 4 m/z 639 laissent penser que 1 posseéde quatre OH. Ceci est con-
firmé par la préparation a partir de 1 (Ac,O/pyridine) d’un dérivé cétraacétylé {1a].

Par analyse des spectres 1D-rmn (*H rmn et 13C rmn SPIN ECHO) et 2D-rmn (*H-
'H COSY 45 et 'H-'2C XH CORR) de la rioclarine {1}, on observe d’abord les signaux
caractéristiques d’une y-lactone o, B-insaturée, 28 7,17 (CH-35), 8 5,03 (CH-36), et &
1,39 (CH;-37), enrmn de 'H, corrélés (XH CORR) avec les résonances des carbones 4 &
151,80, 8 77,90, et & 18,96, respectivement. Ensuite, un systéme ABX est mis en évi-’
dence sur le spectre "H-rmn, entre les signaux 2 3 2,38 et 2,52 (CH,-3) et 2 § 3,81
(CH-4), corrélés (XH CORR) avec les carbones 2 8 33,09 et & 69,72 respectivement; ce
systéme est toujours observé chez les acétogénines hydroxylées en position 4 (10,12)
(voir Figure 1).

En ce qui concerne les autres résonances de méthine oxygéné détectées en B3C-rmn,
quatre 2 8 83,25, 882,72, 8 82,48, et d 82,06 correspondent aux deux noyaux THF, et
deux 2 8 74,03 et & 71,36 sont attribuables aux carbones hydroxylés adjacents aux cy-



March 1993}  Saezeral.: Acetogenines Bis-tetrahydrofuraniques 353

141d—

(5,03) 311
(1,39) 77,90
18,96

(3,81) (3.40)
69,72 74,03 N : 1.5
. 7 ' /
/ \ (3.84) HO
, , 21,96 22,51
ho (CH,), 18 u . (CH)a "\ &
37,34 32,97 3231 3724 [37,00 31,76 CHy
(1,44) (1,44) |(1,44) 14,00
(0,86)

527

CH;: 29.52-24,72
(1,24-1,98)

FIGURE 1. Corrélation hétéronucléaire 'H-'>C (*H tmn entre parentheses)® de la rioclarine [l]jb;
fragments importants en sm de 1.

*Constantes de couplage 'H-rmn (200 MHz): J5, 5, = 16 Hz; J3, s=3 Hz; J5, 4 =8 Hz; /5, 35<1
Hz; J35.34=7 Hz; J35.36 = 1,4 Hz; J36.57 =7 Hz.
déplacements chimiques (*>C rmn) avec une différence A3<\1 ppm, peuvent étre inversés.

cles THF; elles sont corrélées (XH CORR) avec deux multiplets vers 8 3,8 (SH) et 8 3,4
(1H) en 'H rmn (Figure 1). Ces données, ainsi que les valeurs de 'H rmn de la tét-
racétylrioclarine [1a], sont en accord avec une structure de configuration relative thréo/
trans/thréo/trans/érythro, du type uvaricine (13), configuration retrouvée récemment
dans d'autres acétogénines bis-THF (14, 15). La position du syst¢éme THF a,a’-dihy-
droxylé sur la chaine hydrocarbonée est déduite des fragmentations de masse (smic et
smie) entre C-15 et C-24 (Figure 1). Le dernier signal de méthine oxygénéa d 71,57,
corrélé avec un multiplet 2 8 3,58 (1H), est caractéristique d'une fonction alcool isolée
sur la chaine alkyle de I'acétogénine, comme dans le cas de la squamocine [3] et de la
squamostatine A (OH en position 28) (14,16,17) ou dans celui de I'annonacine et de la
corossoline (OH en position 10) (12,18). La présence sur le spectre de 13C rmn SPIN
ECHO de 1 d'un signal de méthyléne 2 & 21,96, observé uniquement chez les
acétogénines hydroxylées en position 28 (14,16, 17) et attribuable au C-26 par un dou-
ble effet 3 des deux OH en 24 et 28, permet d’envisaget pour 1 la méme substitution
par un OH en position 28. Ceci est confirmé par la présence sur le smic de 1 de deux pics
am/z 535 et 517, correspondant 2 la coupure entre les carbones C-28 et C-29 (voir Fig-
ure 1).

La rioclarine {1] est la premiére acétogénine bis-THF adjacents hydroxylée 2 la fois
en position 4 et en position 28. Elle posséde, au niveau des centres chiraux du systéme
bis-THF a,a’-dihydroxylé, une configuration relative identique i celle de la
squamocine {3} (14), structure présente elle aussi dans les graines de R. membranacea.

La membranacine {2} présente un pic en smic (NH,) a miz 607 (M + H]+ corres-
pondant a une formule moléculaire C;5H4,Og. Les spectres de rmn et de masse sont
compatibles avec la structure d’une acétogénine bis-THF possédant uniquement deux
hydroxyles en o et &’ des cycles THF. Le systéme bis-THF adjacent a le méme emplace-
ment que dans le cas de la rioclarine {1}: entre C-15 et C-24 (voir Figure 2). En ce qui
concerne la configuration relative de la membranacine {2], les données de 13C.rmn au
niveau des centres chiraux du systéme bis-THF a,a’-dihydroxylé, sont identiques &
ceux de la rolliniastatine 1 {4} dont la configuration relative (thréo/cis/thréo/cis/éry-
thro) avait été déduite précédemment (5,13); de plus, les données de "H-rmn des dérivés
acétylés {2a] et [4a] sont en accord avec une configuration de type rolliniastatine 1[4}
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FIGURE 2. '3C rmn et 'H rmn (entre parenthéses)* de la membranacine 215 fragments impor-
tants en sm de 2.

*Constantes de couplage '"H-rmn (200 MHz): J; 4= 8 Hz; J5.35<1 Hz; J33 34 = 7 Hz; J35.36 =
1,5 Hz; /3637 =7,5 Hz.
déplacements chimiques (*>C rmn) avec une différence AB<1 ppm, peuvent étre inversés.

(13) pour la membranacine {2]. La membranacine {2} est une nouvelle acétogénine,
diastéréoisomere de la desacetyluvaricine (19) et de I'isodesacetyluvaricine (20); quant a
la rolliniastatine 1 {4}, isolée pour la premiére fois des graines de R. mucosa (5), elle con-
stitue le produit majoritaire des graines de R. membranacea.

La membrine {5} (IM]}" 4 m/z 356) et la magnoline [6} (IMY* A m/z 416) appartien-
nent au groupe des lignanes furofuraniques, peu fréquents chez les Annonacées, mais
trouvés récemment chez R. mucosa (21) et Asimina triloba (22). La membrine {5} est un
produit houveau, caractérisé par la présence de trois méthoxyles sur les noyaux
aromatiques; sa configuration, identique 2 celle de la magnoline, a été déduite de son
pouvoir rotatoire et des ses données de 13C rmn (voir partie experimentale).

PARTIE EXPERIMENTALE

GENERALITES.—Pouvoirs rotatoires mesurés sur polarimétre Schmide-Haensch, type Polartronic I.
Les spectres ont écé enregistrés sur les appareils suivants: ir, Perkin-Elmer 257; 'H and '*C rmn, Bruker
AC-200, respectivement 2 200 et 2 50 MHz; sm, spectrométre Nermag-sidar et Kratos MS-80; les
chromatographies sur colonne ont été réalisées sur gel de silice “flash” ou 60 H; les chromatographies en
couche mince analytiques sur gel de silice 60 F 254.

MATERIEL VEGETAL.—Les graines de R. membranacea ont été récoltées en Colombie, dans la région
d’Antioquia 2 San Luis, sur le cafion du “rio Claro” & 330 m d’altitude. Un échantillon d'herbier est déposé
sous la référence S. M. 1106 2 I'Université d’Antioquia, 2 Medellin.

EXTRACTION ET ISOLEMENT.—Les graines séchées et pulvérisées (1900 g) ont été extraites par le
MeOH dans un appareil de type Soxhlet. L'extrait méthanolique (A) présente une importante activité tox-
ique envers les larves d’Ar. salina(11). Le fractionnement de I'extrait est effectué dans un premier temps par
partage liquide/liquide entre I'extrait méthanolique (additionné de 5% d’eau) et I'hexane. La solution
hydrométhanolique est partiellement évaporée sous vide et réextraite ensuite par le CH,Cl,. La phase or-
ganique est séchée, filtrée, et évaporée sous vide; le résidu (B) ainsi obtenu conserve I'activité larvicide et
cytotoxique de I'extrait méthanolique initial (A). Par chromatographie sur colonne “flash” {systéme: cy-
clohexane-AcOEt-MeOH (7:2:1)} suivie par chromatographies successives sur colonne de gel de silice 60H
de B, on obtient quatre acérogénines 1—4 {systéme: CH,Cl,-AcOEt-MeOH (5:4:1)] et deux lignanes
furofuraniques 5 et 6 [systéme: cyclohexane-AcOEt (6,5:4,5)).

Rioclarine [11.—C;HgsOpg; [a}D +20 (¢= 0,4, MeOH); ir (Ailm) v cm™ ! 3400, 2910, 2840, 1750,
1460, 1365, 1315, 1190, 1150, 945, 865; smic (isobutane) m/z {M + H}* 639, [MH — H,0]" 621,
[MH — 2H,0}" 603, [MH — 3H,0}" 585, [MH — 4H,0}" 567, 537, 527, 517, 509, 491, 433, 415,
397, 381, 363, 345, 311, 309, 293, 291, 239, 169, 141; *H et >C rmn voir Figure 1.

Tétracétylrioclarine [1a}.—Rioclarine {11 (10 mg) est dissous dans 0,2 ml de pyridine et traités par 0,4
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ml &'Ac,O. Aprés 12 h de contact, le produit de réaction est lavé, réextrait par CH,Cl,, et le solvant évaporé;
la tétracétylrioclarine est obtenue quantitativement. Ir (flm) v em” ' 1750, 1730; smic (NH;) m/z
[M+H]" 807, [MH—ACOH]* 747, [MH—2AcOHI" 687, [MH—3AcOH}" 627, {MH —4AcOH}"
567, 535, 475, 465, 405, 345, 341; 'H rmn (200 MHz, CDCl;) 8 0,88 (t, /] = 7 Hz, Me-34), 1,22-1,96
(m, CH,), 1,40 d, J =7 Hz, Me-37), 2,04 (s, 4-OAc, 28-0A0c), 2,06 (s, 24-OAc), 2,08 (s, 15-OA0),
2,55 (m, H-3), 3,84-3,96 (m, H-16, -19, -20, -23), 4,84 (m, H-15, -24, -28), 5,03 (dq,J=7 Hz,J' =
1,4 Hz, H-36), 5,11 (m, H-4), 7,06 (d, J' = 1,4 Hz, H-35).

Membranacine {2).—C;7HggOg; [aID +22,5 (¢= 0,2, MeOH); ir (film) v cm™ ' 3500, 2910, 2840,
1750, 1455, 1310, 1050, 1020; smic (NH;) m/z [M + NH,}* 624, (M + H]™ 607, 417, 399, 347, 311,
295, 241; 'H et '>C rmn voir Figure 2.

Diacétylmembranacine [2a}.—Préparée 4 partir de 2 (Ac,O/pyridine). Smic (NH;) mlz (M +NH"
708; 'H rmn (200 MHz, CDCly) 8 0,87 (¢, J = 7 Hz, Me-34), 1,25-1,90 (m, CH,), 1,40 d, /=7 Hz,
Me-37), 2,04 (s, 24-OAc), 2,07 (s, 15-OAc), 2,25 (t, /= 8 Hz, H-3), 3,81-3,95 (m, H-16, -19, -20,
-23), 4,86 (m, H-15, -24), 4,97 (dq, J=7 Hz, J' = 1,5 Hz, H-36), 6,96 (d, J' = 1,4 Hz, H-35).

Triacétylsquamocine [3a}.—Préparée 4 partir de 3 (Ac,O/pyridine). Smic (NH;) m/z [M + NH '
766; 'H rmn (200 MHz, CDCl;) 8 0,86 (t, ] = 7 Hz, Me-34), 1,25-1,94 (m, CH)), 1,42(d, /=7 Hz,
Me-37), 2,02 (s, 28-OAc), 2,05 (s, 24-OAc), 2,07 (s, 15-OA0), 2,26 (t, ] = 8 Hz, H-3), 3,85-3,96 (m,
H-16, -19, -20, -23), 4,86 (m, H-15, -24, -28), 4,98 (dq, J =7 Hz, J' = 1,2 Hz, H-36), 6,984, J' =
1,4 Hz, H-35).

Triacétylrolliniastatine 1 [4a).—Préparée a partir de 4 (Ac,O/pyridine). Smic (NH,) m/z [M+NH,"
766; 'H rmn (200 MHz, CDCl5) 8 0,87 (t, ] = 7 Hz, Me-34), 1,25-1,95 (m, CH,), 1,40(d, J=7 Hz,
Me-37), 2,02 (s, 4-OAc), 2,05 (s, 24-OA0), 2,07 (s, 15-OAc), 2,54 (m, H-3), 3,82-3,95 (m, H-16, -19,
.20, -23), 4,87 (m, H-15, -24), 5,00(dq, J = 7 Hz, J' = 1,4 Hz, H-36), 5,08 (m, H-4), 7,06 d, ]’ = 1,4
Hz, H-35).

Membrine [51.—C,,H,,Os; [alD +52,3 (¢=0,08; MeOH); ir (film) v cm™! 1585, 1510, 1460,
1420, 1322, 1260, 1230, 1120; smie m/z (%) M1+ 356 (60), 325 (9), 219 (7), [(CH5),— Ar—CH=CH —
CH,—OHI* 194 (4), 189 (19), 177 (27), [(CH;), — Ar—CO}" 165 (66), [CH; — Ar—CH=CH—
CH,—OH)* 164 (13), [(CH,),— Ar—CH,}" 151 (28), 147 (46), {CH,— Ac—CO}" 135 (100),
[CH, — Ac—CH,}" 121 (44); 'H rmn (200 MHz, CDCl;) § 3,05 (2H, m, H-1 et H-5), 3,80, 3,86 et
3,89 (9H, 3s, 4'-OCH,, 3"-OCHj,, 4"-OCH,), 3,90 et 4,22 (4H, 2m, H-4 et H-8), 4,73 (2H, m, H-2 et
H-6), 6,90 et 7,30 (7H, 2m, H-2', -3',-5', -6', -2", -5", -6"); 1>C rmn SPIN ECHO (50 MHz, CDCl,) &
159,06 (C-4"), 149,07 et 148,49 (C-3" et C-4"), 133,48 et 132,96 (C-1 et C-1'), 127,19 (C-2" et C-6"),
118,15 (C-6", 113,81 (C-3' et C-5'), 110,95 et 109,12 (C-2" et C-5"), 85,70 et 85,46 (C-2 et C-6), 71,71
et 71,40 (C-4 et C-8), 55,80 et 55,15 (4'-OCH;, 3"-OCH;, 4"-OCH,), 54,13 €t 53,97 (C-1 et C-5).
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