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Artigo

ANNONACEOUS ACETOGENINS FROM LEAVES OF Rollinia laurifolia. Phytochemical investigation of hexanic extract of
leaves of Rollinia laurifolia afforded three known acetogenins, uvariamicin-I (1), solamin(2) and gonionenin(3), for the first

time isolated from Rollinia genus. The structures of 1, 2 and 3 were elucidated by spectroscopic methods.
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INTRODUCAO

A familia Annonaceae é constituida por cerca de 120 géneros e
aproximadamente 2.300 espécies. No Brasil, estdo registrados 29
géneros, compreendendo cerca de 260 espécies'.

A partir da década de 80, um novo estimulo surgiu para o estudo
fitoquimico desta familia, devido ao isolamento de uma nova classe
de substincias naturais bioativas, conhecidas como ‘“acetogeninas
de anondceas™ que apresentaram uma gama de importantes ativida-
des bioldgicas tais como: citotdxica, antitumoral, pesticida, vermicida,
abortiva, antimicrobiana, imunossupressora, antiemética, inibidora
do apetite e antimaldrica’.

O género Rollinia é constituido por 65 espécies, que ocorrem
principalmente na América do Sul e com poucas espécies no Méxi-
co, Caribe e América Central*. Existem relativamente poucos relatos
de investigagdes fitoquimicas sobre este género® quando comparado
com outros géneros da familia (Annona, por exemplo), o que torna o
seu estudo altamente relevante.

Este artigo descreve os resultados parciais obtidos do estudo
quimico do extrato hexanico das folhas de Rollinia laurifolia, que
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levou ao isolamento de trés acetogeninas jd descritas em outros gé-
neros de Annonaceae, a uvariamicina-I* (1), a solamina’® (2) e a
gonionenina’ (3), mas relatadas pela primeira vez em Rollinia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O fracionamento cromatografico do extrato hexanico das folhas
de Rollinia laurifolia e a andlise espectrométrica das substancias puras
obtidas das fracdes permitiu a identificagdo das acetogeninas
uvariamicina-I (1), solamina (2) e gonionenina (3).

O EMBAR da substincia 1 mostrou o pico [M + Na]* de m/z
615, indicando M* de m/z 592 (cal. 592,94), consistente com a for-
mula C_H O..

A parte da y-lactona o,B-insaturada apresentou sinais caracterfs-
ticos no espectro de RMN de 'H em 8 6,98 (H-35); 4,99 (H-36) e
1,40 (H-37) e no espectro de RMN de *C em 6 173,8 (C-1); 148,8
(C-35); 134,4 (C-2); 77,2 (C-36) e 19,2 (C-37).

A presenca de anel mono-tetra-hidrofuranico com duas hidroxilas
em carbonos adjacentes foi confirmada pelo mapa de contornos HMQC:
os sinais dos hidrogénios H-16 ¢ H-19 (3 3,80), H-15 e H-20 (& 3,40)
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Figura 1. Principais fragmentagoes observadas para as acetogeninas 1, 2 e 3 no EMIE-AR

estdo correlacionados com os carbonos em 6 82,6 (C-16 e C-19) e &
74,0 (C-15 e C-20), respectivamente. Também neste mapa observam-
se as correlagdes dos sinais dos hidrogénios em 6 6,98 (H-35); 4,99
(H-36) e 1,40 (H-37) com aqueles dos carbonos em & 148,8; 77,2 ¢
19,2, respectivamente. A andlise do mapa de contornos HH-COSY
mostrou as correlagdes vicinais, na subunidade lactdnica, dos hidro-
génios em & 6,98 (H-35) com & 4,99 (H-36) e & 4,99 com & 1,40 (H-
37). Os deslocamentos quimicos dos carbonos, no espectro de RMN
de 1*C, da parte néo funcionalizada, estdo de acordo com os dados da
literatura® (C-3 a C-13: 8 25,2-29,7; C-17 a C-18: 8 28,1-28,7; C-22 a
C-33: 6 22,7-31,9). No espectro de RMN de 'H os sinais correspon-
dentes a esses hidrogénios aparecem entre 6 1,25-1,29; 8 1,77-1,95; &
1,25-1,29, respectivamente. A posi¢@o do anel tetra-hidrofuranico foi
estabelecida através da andlise do EMIE-AR: o pico base em m/z 295
(100%, C, H, O, ; calc. 295,44) indica sua localizagdo entre C-16/C-
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19. Os ions em m/z 267 (23%, C,_H,0,,C H O‘ — CO; calc. 267,49)

e m/z 347 (C22H3503, C22H37O . —Ihz%;zcaljs3éi]7,;l) correspondem as
fissdes entre C-15/C-16 e C-19/C-20, respectivamente, e confirmam
as hidroxilas adjacentes ao anel tetra-hidrofuranico (Figura 1). Os da-
dos espectrais sdo semelhantes aqueles observados para uvariamicina-
1, ja isolada de Uvaria narum®, Uvaria hookeri®* e Annona bulata®,
mas inédita no género Rollinia.

A massa molecular de 2, determinada pelo EMBAR, foi deduzida
através do fon [M + Na]* de m/z 587, correspondente a férmula
molecular C,.H_,0,. O pico base em m/z 295 (100%, C ,H, 0, ; calc.
295,44) permitiu localizar o anel tetra-hidrofuranico entre C-16/C-
19, como em 1. Esta subunidade com as duas hidroxilas adjacentes,
foi evidenciada pelos sinais em & 82,7 (C-16 ¢ C-19) e 74,4 (C-15 ¢
C-20), no espectro de RMN de *C, e em & 3,82 e 3,41, no espectro
de RMN de 'H, respectivamente. O mapa de contornos HH-COSY
confirma as correlagdes entre os hidrogénios, citadas acima. Os des-
locamentos quimicos da parte ndo funcionalizada da cadeia, nos es-
pectros de RMN de 'H e de C estdo de acordo com os dados da
literatura e sdo analogos aqueles de 1 (Tabela 1), assim como a maioria
das fragmentagdes no EMIE, sendo o comprimento da cadeia
carbonica a Unica diferenga observada (Figura 1). Comparacdo com
dados da literatura permitiu relacionar 2 com a solamina, ja isolada

Tabela 1. Dados de RMN de "*C das acetogeninas 1 e 2, da
uvariamicina-I° e da solamina’ (CDCI,, 8)

Carbono 1 Uvariamicina-I 2 Solamina
1 173,8 173,8 173,8 173,85
2 1344 1343 1344 1342

14 33,5 34,1 34,1 33,87
15 74,0 74,34 74,4 74,28
16 82,6 82,63 82,7 82,52
19 82,6 82,63 82,7 82,52
20 74,0 74,05 74,40 74,05
21 33,5 33,4 33,5 33,29
30 29,7 31,9 31,9 31,83
32 31,9 31,9 14,1 14,01
33 22,6 22,7 148.,8 148.8
34 14,1 14,1 77,3 77,32
35 148,8 148,8 19,2 19,1
36 77,2 77,3 - -

37 19,2 19,2 - -

de Annona muricata™, Annona glabra e Annona reticulata®, mas
inédita no género Rollinia.

A férmula molecular C, H, 0, de 3 foi determinada pelo EMBAR,
que forneceu um fon [ M + Na ]* em m/z 645. Foram observados, no
espectro de RMN de *C, seis sinais de carbonos oxigenados na fai-
xade 6 82,6 2a69,9. O sinal em & 82,6 foi atribuido aos dois carbonos
de uma subunidade tetra-hidrofurénica e aqueles em & 74,3 ¢ 73,5
foram associados aos carbonos hidroxilados adjacentes a esse anel.
Os sinais em 8 69,9 e 8 71,5 foram atribuidos a carbono hidroxilado
em C-4 (sinal caracteristico para esta substitui¢do), e a carbono
carbindlico ao longo da cadeia carbdnica, respectivamente. O mapa
de contornos HMQC apresentou as correlagdes entre esses carbonos
e os hidrogénios em 6 3,45 (2H); 3,63(1H) e 3,82 (3H). Os sinais em
8 2,40 e 2,54 sdo caracteristicos de H-3a e H-3b, quando C-4 estd
hidroxilado®. A presenca dessa hidroxila (cujo sinal do hidrogénio
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carbindlico pode ser observado em & 3,82, juntamente com aqueles
do anel tetra-hidrofuranico) foi também confirmada pelas pequenas
diferencas observadas nos deslocamentos quimicos para a por¢do da
v-lactona o,B-insaturada (em relagéo a 1 e 2), no espectro de RMN
de 'Hem & 7,19 (H-35); 5,06 (H-36); e 1,44 (H-37) e no espectro de
RMN de "*C em & 174,6 (C-1); 131,1 (C-2); 151,8 (C-35); 78,0 (C-
36) e 19,1(C-37)°. Também uma ligacdo dupla foi detectada em 3
pelos sinais, no espectro de RMN de 'H, em 8 5,34 ¢ 5,37 ¢ em d
128,9 e 130,8, no espectro de RMN de "*C e foi localizada entre C-
21-C-22, de acordo com dados da literatura®. No mapa de contornos
HH-COSY observou-se as correlagdes entre os hidrogénios olefinicos
em & 5,34 € 5,37 com dois hidrogénios metilénicos em & 2,19 (H-20)
e 2,04 (H-23), respectivamente. Observou-se ainda, neste mapa, a
correlagdo entre os hidrogénios metinicos do anel tetra-hidrofuranico
em & 3,82 (H-14 e H-17) com aqueles em o a este anel em 6 3,45 (H-
13 e H-18). A cadeia hidrocarbdnica nao funcionalizada foi eviden-
ciada pelo sinal largo centrado a 8 1,25, no espectro de RMN de 'H
e pelos sinais entre & 22,7-31,9 (C-23 a C-33), no espectro de RMN
de BC, estando de acordo com os dados da literatura®.

A determinag@o da posi¢do do anel tetra-hidrofurinico e a da
hidroxila isolada foi feita através da andlise do EMIE-AR: o fon em
m/z 281 (100%, C, H,.0,, C, H,,O, — H,O ; calc. 281,37) indicou a

16772574 167727

clivagem entre C-13 e C-14; aquele em m/z 351 (30%, C, H, 0,

C,,H,,0,-H,O; calc. 351,46), a quebra da ligagdo entre C-17 e C-183,;

200733
e o fon em m/z 223 (30%,C H O,,C H O, — HZO ; cale. 223,29),

indicou a clivagem entre C- ﬁ) :Cfll lgFigurz 1). Assim, o sinal em
8 3,63, no espectro de RMN de 'H, relativo a hidrogénio carbindlico,
pode ser localizado em C-10 gragas a essa fragmentagao (m/z 223),
de maneira andloga aquele observado na gonionenina, isolada de
Goniotalamus giganteus® . Comparagio dos outros dados de RMN
de 'H e de *C e de fragmentacdo da EMIE confirmaram ser 3 idén-
tica a gonionenina, pela primeira vez isolada no género Rollinia.

A estereoquimica relativa do anel tetra-hidrofuranico para as 3
acetogeninas foi determinada por comparacido com dados de deslo-
camentos quimicos nos espectros de RMN de C e de 'H de mode-
los sintéticos de anéis tetra-hidrofurdnicos quirais, relatados por
Harmange e colaboradores'™ ! (Figura 2). Assim, a estereoquimica
relativa para cada sub-unidade o,0’-di-hidroxilada do anel tetra-
hidrofuranico presente nas 3 acetogeninas foi determinada como
sendo treo/trans/treo.
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Figura 2. Dados de RMN de °C e de 'H de moléculas-modelo contendo

anéis tetra-hidrofurdnicos quirais: 1,98, 14S-tri-hidroxi-108S,13S epoxi-
hexacosano e 1,9R, 14S-tri-hidroxi-108S, 13S-epoxi-hexacosano'®!".

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram registrados
em espectrometro Shimadzu/IR-408, usando pastilhas de KBr. As
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freqiiéncias de absor¢do foram medidas em unidades de nimero de
onda (cm™). Os espectros de RMN de 'H a 400 MHz e de*C a
100 MHz (1 e 2D) foram obtidos em Espectrometro Bruker Advance
DRX 400, em solugdes de CDCl, e TMS como referéncia interna.
Os Espectros de Massas EMIE-AR (Espectro de Massas por Impac-
to Eletronico de Alta Resolu¢cdo) e EMBAR (Espectro de Massas
por Bombardeamento de Atomos Répidos) foram registrados em
espectrOmetro marca Micromass, modelo AUTOSPEC Q. A rotacio
Otica das substancias foi medida em um polarimetro Perkin-Elmer
modelo 341 usando-se CHCI, e CH,OH como solvente. Os pontos
de fusdo foram determinados em aparelho Kofler e nao foram corri-
gidos. As andlises das fragdes por Cromatografia Liquida de Média
Pressao (MPLC) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
foram feitas respectivamente em Cromatégrafo Buchi, bombas mo-
delo 681 e Cromatdégrafo Waters, bombas modelo 501. As colunas
cromatograficas foram desenvolvidas em silica gel 60 (35-70 mesh)
e sflica gel 230-400 mesh, da Merck. A deteccdo das placas de
cromatografia em camada delgada analitica foi feita por borrifamento
com reagente de Dragendorff.

Material vegetal

A espécie de Rollinia laurifolia utilizada neste trabalho foi cole-
tada no campus da Universidade Federal de Minas Gerais e a exsicata
(BHCB 22740) encontra-se depositada no Departamento de Botéani-
ca do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Minas Gerais.

Isolamentos das acetogeninas

As folhas de Rollinia laurifolia (3,0 kg) apds secagem a tempe-
ratura ambiente foram moidas e extraidas com hexano. A destilagdo
do hexano, feita sob pressdo reduzida, forneceu 68 g de residuo.
Este material foi submetido a cromatografia em coluna de silica gel,
utilizando-se como eluentes hexano/CH,CL/AcOEt/MeOH com gra-
diente de polaridade crescente, sendo obtidas 320 fra¢des que foram
reunidas em 14 grupos, com base em seu perfil por cromatografia
em camada delgada de silica.

O grupo IX (fragdes 246-261; 8,03 g) indicou, por revelacdo com
Dragendorft e pelo espectro no IV, a presenca de acetogeninas; foi
entdo submetido a particdo com hexano/metanol aquoso (10%) na pro-
porcdo de 1:1, fornecendo as fragdes hidroalcéolica (1,03 g) e hexanica
(4,82 g). A primeira, por cromatografia em Sephadex LH-20, eluida
com MeOH, forneceu 16 fragdes que foram combinadas em 6 grupos.
O grupo 3 (625 mg), foi submetido a MPLC (coluna Lobar Merck-
RP-18, 250 x 10 mm) usando-se como eluentes MeOH/ H,O (gradi-
ente 50:50; 60:40; 70:30; 80:20 e 95:5), tendo sido obtidas 36 fracdes.
A fracdo 18-30 foi entdo submetida a CLAE preparativa (coluna
Econosphere C-18, 5 um, 250 x 22 mm), eluida com MeOH/H2O
(isocrético, 85:15), fornecendo a substancia 3 (8,0 mg).

O grupo XIII (fragdes 305-317; 4,19 g), proveniente do extrato
hexanico, também mostrou a presenca de acetogeninas por IV e
Dragendorff, sendo também submetido a particdo com metanol aquo-
so e hexano. A fracdo hidroalcéolica (1,03 g) foi cromatografada em
Sephadex LH-20, eluida com MeOH, obtendo-se 19 fra¢des que fo-
ram reunidas em 9 grupos. O grupo 5 (72,6 mg) e o grupo 6 (106,0
mg) foram submetidos a CLAE preparativa (coluna Merck — PREP-
ODS, 5 um, 250 x 10 mm), eluidas com MeOH/H,O/THF (isocrético,
90:0,5:0,5) e forneceram 1 (4,6 mg) , e 2 (4,8 mg), respectivamente.

Uvariamicina-I (1) p.f . 54,6-57,0 °C (lit.*¢ sem dados); [a] * =
+8,12° (CHCI,, ¢ = 0,31), [lit" = +18° (CH,OH ¢ = 0,40)]; IV v__
(KBr) em™ 3400, 2930, 2820, 1750, 1675, 1460, 1380, 1075, 720,
RMN de 'H (400 MHz , CDCI, ) & 6,98 (1H, q, J=1,5 Hz, H-35);
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4,99 (1H, qd, J= 6,8 e 1,5 Hz, H-36); 3,80 (2H, m, H-16, H-19); 3,40
(2H, m, H-15, H-20); 2,26 (2H, m, H-3); 1,42-1,54 (4H, m, H-14,
H-21); 1,77-1,95 ( 2H, m, H-17, H-18); 1,40 (3H, d, J= 6.8 Hz, H-
37); 1,25-1,29 (46H, m, H-3 a H-13, H-22 a H-33); 0,88 (3H, t,
J=7,0 Hz, H-34); RMN de "C (100 MHz , CDCl, ): Tabela 1; EMBAR
m/z 615 [ M +Na]* ; EMIE 70 eV, m/z (ab. rel. %) 365 (8.4), 359
(3,0), 347 (22,2), 329 (7.2), 295(100), 269 (6,2), 267 (23,8), 247
(7.3), 209 (5,0).

Solamina (2) : p.f . 54-56,8 °C (lit.” 62-65° C); [ot] % = +12,1°
(CH,0H , ¢ = 0,26), [lit’ = +23° (CH,OH ¢ = 0,15)]; IV v__(KBr)
cm! 3400, 2800, 1750, 1460, 720; RMN de 'H (400 MHz , CDCI, )
§ 6,97 (1H, d, J= 1,2 Hz, H-33); 4,99 (1H, dq, J= 6,7 ¢ 1,2 Hz, H-
34); 3,82 (2H, m, H-16, H-19); 3,41 (2H, m, H-15, H-20); 2,26 (2H,
t,J=7,3 Hz, H-3); 1,95 — 1,75 (4H, m, H-17, H-18); 1,46-1,54 (6H,
m, H-4, H-14, H-21); 1,40 (3H, d, J= 6,7 Hz, H-35); 1,25 (38H, m,
H-5 a H-13, H-22 a H-31); 0,88 (3H, t, J= 6,9 Hz, H-32); RMN de
C (100 MHz , CDCI, ): Tabela 1; EMBAR m/z 587 [M + Nal’;

Tabela 2. Dados de RMN de "*C da acetogenina 3 e da gonionenina’
(CDCl,, d)

Carbono 3 Gonionenina
1 174,6 174,6
2 131,1 131,0
3 33,4 33,3
4 69,9 69,8
5 37,3 37,3

6-8 25,5 25,5-25,6
9 37,2 37,2
10 71,5 71,5

11-12 32,4-33,5 33,5

13 74,3 74,3
14 82,6 82,6
17 82,6 82,6
18 73,5 73,6
19 33,5 33,4
21 128,9 128,8
22 130,8 130,7
34 14,4 14,2
35 151,8 151,8
36 78,0 78,0
37 19,1 19,1

Quim. Nova

EMIE 70 eV, m/z (ab. rel. %) 347 (8,4), 319 (10,0), 295 (100), 269
(8,0), 267 (23,0), 251(7,0).

Gonionenina (3) : Cera branca (lit.” 87-88 °C); [a1] J° = +20,20°
(CH,OH, c= 0,26), [lit’ = +19,5° (CH,OH c= 0,22)]; IV v__ (KBr)
cm! 3460, 2910, 2850, 1740, 1650, 1420, 1320, 1070; RMN de 'H
(400 MHz , CDCL,) 87,19 (1H, q, J= 1,5 Hz, H-35); 5,06 (1H, qq, J=
6,8 e 1,5 Hz, H-36); 5,37 (1H, dddd, J= 12,5, 10,2 ¢ 6,9 Hz, H-22);
5,34 (1H, dddd, J= 12,5, 10,2 e 6,9 Hz, H-21); 3,82 (2H, m, H-4, H-
14 ¢ H-17); 3,63 (1H, m, H-10); 3,45 (2H, m, H-13, H-18); 2,54
(1H, dqn, J= 15,8, 4,5, 2,0 ¢ 1,9 Hz, H-3a); 2,40 (1H, dtd, J= 15,8,
8,9, 2,0 e 1,9 Hz, H-3b); 2,19 (2H, m, H-20); 2,03-1,68 (4H, m, H-
15, H-16); 1,48 (2H, m, H-12, H-19); 1,44 (3H, d, J= 6,8 Hz, H-
37);1,20-1,30 (22H, m, H-24 a H-33); 0,88 (3H, t, J= 7,0 Hz, H-34);
RMN de “C (100 MHz , CDCL,). Tabela 2; EMBAR m/z 645 [M +
Na]*; EMIE 70 eV, m/z (ab. rel. %) 369 (5), 351 (9), 281 (100), 243
(8,5), 241 (22), 223 ( 30).
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