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ADNOTARE

Morarescu Olga ”Transformari sintetice ale acizilor ent-kaur-16-en-19-oic si
ent-trachiloban-19-oic”, teza de doctor in stiinte chimice, Chisindu, 2019. Teza este constituita din
compartimentul introductiv si trei capitole, in care sunt prezentate studiul literaturii de specialitate si
contributiile proprii, ce constau din rezultatele obtinute experimental, concluzii generale si
recomandari, bibliografie cu 231 titluri, 100 pagini text de baza, 5 tabele si 72 figuri. Rezultatele
obtinute sunt publicate in 13 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: diterpenoide, compusi biologic activi, acid ent-kaur-16-en-19-oic, acid
ent-trachiloban-19-oic, izomerizare, retro-biomimetic, ent-atisani, oxidare.

Domeniul de studiu: 143.04 - Chimie bioorganica, chimia compusilor naturali si fiziologic

activi

Scopul tezei consta in izolarea diterpenoidelor ent-kauranice si ent-trachilobanice biologic
active din deseurile provenite de la recoltarea florii-soarelui, si utilizarea acestora in calitate de
materie prima pentru obtinerea altor compusi diterpenici naturali bioactivi si a unor compusi sintetici
cu potential sporit de activitate biologica.

Obiective: identificarea solventului optim pentru extractia diterpenoidelor ent-kauranice si
ent-trachilobanice din deseurile de floarea-soarelui; studiul reactiei de izomerizare superacida a
acizilor ent-kaur-16-en-19-oic si ent-trachiloban-19-oic; functionalizare oxidativd a acidului
ent-kaur-16-en-19-oic in pozitiile C-15, C-16, si C-17; polifunctionalizarea acizilor ent-kaur-16-en-
19-oic si ent-trachiloban-19-oic cu sistemele Ph(OACc),-LiBr si/sau NalO4-LiBr.

Noutatea si originalitatea stiinfificd, semnificatia teoreticid. Pentru prima datd a fost
propusd o conceptie noud de sintezd retro-biomimetici. in baza acestui concept a fost realizatd
diversificarea structurala a compusilor si a fost demonstrata convergenta scheletelor
ent-trachilobanic si ent-kauranic in compusi biogenetic inruditi. Pentru prima data a fot realizata
izomerizarea acidului ent-trachiloban-19-oic in prezenta sistemului de PhI(OAc), — LiBr, cu
obtinerea unor derivati noi inalt functionalizati cu schelete ent-kauranic si ent-atisanic. De asemenea,
a fost efectuata functionalizarea oxidativa a acidului ent-kaur-16-en-19-oic natural in pozitiile C-15,
C-16 si C-17, fiind sintetizati o serie de derivati ent-kauranoici naturali si compusi Sintetici noi.

Problema stiintifica solutionata consta in identificarea unor cai noi si interesante de sinteza
a unor compusi naturali diterpenici biologic activi cu pondere joasd in sursele naturale, cat si
obtinerea derivatilor sintetici noi cu potential sporit de activitate biologica.

Valoarea aplicativi a lucrarii. Un aspect important al lucrarii il constituie folosirea
deseurilor de la procesarea florii-soarelui, in scopul obtinerii substantelor cu valoare practicd pentru
economia tarii. De asemenea, functionalizarea derivatilor ent-kaurenoici si ent-trachilobanoic izolati
din floarea-soarelui prezinta un interes practic deosebit, deoarece ne ofera o cale eficientd de
acumulare a compusilor naturali bioactivi, in particular, a compusilor ent-atisanici.

Implementarea rezultatelor stiingifice. Metoda optimizata de extractie a deseurilor provenite
de la prelucrarea florii-soarelui este pe larg utilizat in cadrul laboratorului Chimia Compusilor
Naturali si Biologic Activi, Institutul de Chimie. Acizilor diterpenici obtinuti prin aceasta metoda
servesc ca materie prima in diverse studii de sinteza. De asemenea, materialul prezentat in teza
curentd este parte componenta a unui ciclul de prelegeri, treapta de masterat la Facultatea de Chimie
si Tehnologie Chimica a Universitatii de Stat din Moldova.



ANNOTATION

Morarescu Olga ”Synthetic transformations of ent-kaur-16-en-19-oic and
ent-trachyloban-19-oic acids” doctoral dissertation in Chemistry, Chisinau 2019. Dissertation
consists of an introduction compartment, three chapters containing theoretical concepts and personal
contributions including experimental results, general conclusions and recommendations, references
with 231 titles, 100 pages of basic text, 5 tables and 72 figures. The obtained results were published
in 13 scientific papers.

Keywords: diterpenoids, biologically active compounds, ent-kaur-16-en-19-oic acid,
ent-trachiloban-19-oic acid, isomerization, retro-biomimetic, ent-atisanes, oxidation.

The field of study: 143.04 - Bioorganic chemistry, chemistry of natural and physiologically

active compounds.

Aim of the study. The isolation of biologically active ent-kauranic and ent-trachylobanic
diterpenoids from sunflower waste, and their subsequent utilization as precursors in the production of
other natural bioactive diterpenoids and potentially bioactive synthetic compounds.

Objectives of the study: identifying the optimal solvent for the extraction of
ent-trachylobanic and ent-kauranic diterpenoids from sunflower waste; study of the superacid
isomerization reaction of ent-kaur-16-en-19-oic and ent-trachiloban-19-oic acids; oxidative
functionalization of ent-kaur-16-en-19-oic acid at C-15, C-16, and C-17 positions;
polyfunctionalization of ent-kaur-16-en-19-oic and ent-trachyloban-19-oic acids with Ph(OAc), —
LiBr and/or NalO,4-LiBr systems.

Originality and scientific novelty, theoretical value: For the first time, a new concept of
retro-biomimetic synthesis was proposed. Based on this concept, the structural diversification of
compounds was performed and the convergence of ent-trachilobanic and ent-kauranic skeletons into
biogenetically related compounds was demonstrated. The isomerisation of ent-trachyloban-19-oic
acid with Ph(OAc),-LiBr system was achieved as well, and the new highly functionalized
ent-kaurane and ent-atisane derivatives were obtained. The oxidative functionalization of natural
ent-kaur-16-en-19-oic acid at C-15, C-16 and C-17 positions was performed producing natural and
new synthetic ent-kauranoic derivatives.

The solved scientific problem consists of the identification of the new interesting synthesis
pathways towards some biologically active natural diterpenoid compounds with low content in
natural sources, as well as obtaining the new synthetic derivatives with potential biological activity.

Applicative value of the work. Into the spirit of green chemistry, an important aspect of this
work is the use of sunflower waste in order to obtain practically useful substances for the economy of
country. Also, the functionalization of ent-kaurenoic and ent-rachilobanoic derivatives isolated from
sunflower has a particular practical interest, as it represents an effective way of the accumulation of
bioactive natural compounds, in particular, ent-antisane derivatives.

Implementation of scientific results. The optimized extraction process of sunflower waste is
widely used in the laboratory of Chemistry of Natural and Biological Active Compounds, Institute of
Chemistry. The diterpenic acids obtained by this method serve as a raw material in various synthetic
routes. Also, the material presented in the current thesis is part of a teaching cycle, the master's
degree level at the Faculty of Chemistry and Chemical Technology of Moldova State University.



AHHOTALMS

Mopapecky Ouasbra, “Xumuueckue mnpeBpalleHUusi IHm-Kayp-16-en-19-oBoii m
IHm-Tpaxuja00an-19-oBoii KHCJIOT”, TUCCcepTalMs HA COUCKAHNE YUYEHOH CTeleHH JOKTOpa XUMHUYECKUX
Hayk, Kummines, 2019. JluccepTaiiysi COCTOUT U3 BBEICHUS, TPEX IJ1aB, B KOTOPBIX MPEACTaBICHBI 0030p
WCCIICIOBAHMN, MMEIOIIUXCS B JIMTEPAType, M COOCTBEHHBIM BKIAJ, OCHOBBIBAIOIIMHCSA Ha
3KCIIEPUMEHTAJILHO MOJYYCHHBIX Pe3yJIbTaTax, OOIIMX BBIBOJAOB M PEKOMEHIAIMid, OuOIuorpaduu u3
231 naumeHoBauwmii, 100 CTpaHMIIBI OCHOBHOTO TeKCTa, 5 Tabmuiy U 72 pucyHkos. [lomyueHHbIC
pe3yabTaThl OMyOIMKOBaHbBI B 13 HaydHBIX paboTax.

Knwouesvie cnoga: nurepnieHOWIbl, OWOJIOTMYECKH AKTHBHBIC COCAWHEHUS, IHM-KaypeHOBas
KHCJIOTa, OHM-TpaxwinobaHOBasi KHCIIOTa, HW30MEpU3aAlMs, pempo-OMOMUMETUYECKU, OIHIM-aTU3aHBl,
OKHCJIEHHE.

Oébnacmov uccnedosanusn: 143.04 — bBuoopraHuveckass XuUMHs, XUMHS MPHPOAHBIX U

(U3NOIOrNYECKU aKTHBHBIX BEIIECTB.

Llens  padomwr  3axmoyaeTcss B BBIICICHHMM ~ OWOAKTUBHBIX  9HM-KAypEHOBBIX U
9HM-TPaXUIO0AHOBBIX JTUTEPIICHOMIOB U3 OTXOJOB IMOJCONHEYHHKA, ¥ UX HCIIOIh30BAHUHM B KadeCTBE
CBHIPbS Ul TIONYyYEHHS JPYrUX MPUPOAHBIX OWOJOTHYECKH AaKTHBHBIX JUTEPIICHOWIOB M psija
CHUHTETUYECKUX COCMHEHHI MOTEHIIUAIBHO 00JIaafoNX OMOIOTHIYECKONW aKTHBHOCTH.

3adauu: onpeneneHue JIy4IIEro PACTBOPUTENS JUIS OSKCTPAKIUHM OIHM-TPAXHIOO0AHOBBIX H
9HM-KAYPEHOBBIX  JIMTEPIICHOWJIOB M3  OTXOJOB  TIOJICONHEYHHMKA,  HCCIEOBAHUE  PEaKIUH
CYIEPKHUCIOTHOM HM30MepHu3aluu  oum-Kayp-16-eH-19-0Boii u  omwm-TpaxuiiobaH-19-oBol  KHUCIIOT;
oKucnuTenpHas QyHKIUOHANN3aus 9Hm-Kayp-16-eH-19-oBoii kuciorel B monoxenusix C-15, C-16 u C-
17; nmonudyHKIMOHANU3ALUUS SHmM-Kayp-16-eH-19-0Bol u sum-Tpaxuinoban-19-0Boil KHCIOT B cpere
PhI(OAC); - LiBr u uiau NalO, - LiBr.

Hayunaa nosusna u opuzunanbHocms, meopemuueckasa 3Hauumocms. Briepepie Oblia
MpETIoKEHa HOBasi KOHIEIUS pempo-OMOMUMETHYECKOTO cHHTe3a. Ha OocCHOBE 3TOI KOHIICNIUK Oblia
MpOBENICHA CTPYKTypHas JUBEpCH(UKALNS COSTUHEHUH H MNPOJEMOHCTPUPOBAHA KOHBEPTCHIIHS
9HM-TPAXUIOOAHOBBIX U IHM-KAyPAHOBBIX CKEJETOB B OMOTEHETHYECKH POICTBEHHBIX COSMUHEHMSIX. A
TaKXe, BIEPBBIC MPOBEJCHA W30Mepu3alus 3HTpaxuinodan-19-oi kucnorel B npucyrctBuu Ph(OAc),-
LiBr u ObuTH TIOTy4eHBI HOBBIE BHICOKO( YHKITMOHATM3UPOBAHHBIE 3H/M-KAypAaHOBBIE U 9HM-aTU3aHOBBIC
mpousBogHble. Kpome Ttoro, Opmia peann3oBaHa OKHCIUTENbHAS (YHKIIMOHANH3ANNAS TPUPOIHOM
onm-kayp-16-eH-19-oBoit kucioTel B monoxkenusx C-15, C-16 m C-17, mpu 3TOM OBLTH MONYYECHBI
MIPUPOIHBIE IHM-KAypAaHOBBIE TPON3BOHBIC I HOBBIE CHHTETUYECKIE COSTUHECHIIS.

Pewennaa nayunasa 3adaua 3aKII0YAeTCS B BBIIBJICHWM HOBBIX WHTEPECHBIX ITyTed CHHTE3a
HEKOTOPBIX MPUPOIHBIX OMOIIOTHYECKH aKTHBHBIX TUTEPIICHOBBIX COCIMHEHNN C HU3KUM COJIEpKaHIEM B
MPUPONHBIX HMCTOYHMKAX, a TakXKe IMONyYeHHH HOBBIX IOTEHIIMAIHFHO OMOJOTHYECKH aKTHBHBIX
CHHTETUIECKUX TPOU3BOTHBIX.

Ilpakmuueckaa 3nauumocms paGompl. BaxXHBIM acTIeKTOM paOOTHI SBISETCS HCIOIb30BAaHUE
OTXOJIOB TTOJICOTHEYHUKA C TENBI0 MOMyUYSHHs MPAKTUIECKA BAXKHBIX BEIECTB I SKOHOMHUKH CTpPAaHBI.
Kpome Toro, ¢yHKIMOHATM3AHS HHM-TPAXWIOOAHOBBIX M 9HM-KAYPEHOBBIX IUTEPIICHOHIOB
BBIZIETICHHBIX W3 TOJICOTHEYHUKA TPECTABISET OCOOBIM MPaKTUYECKUH WHTEPEC, MOCKOIBKY SIBIIAETCS
3¢ dexTuBHBI CcrOocO0 HaKOMJIeHWS OWOAKTHBHBIX TPUPOAHBIX  COCJUHEHHW, B YaCTHOCTH
9HM-ATU3aHOBBIX MTPOU3BO/THEIX.

Hcnonvzoeanue pesynvsmamos ucciedosanuii. ONTUMUNPOBAHHBIA IPOIECC IKCTPAKIIUU
OTXOJIOB TOJICONHEYHHKA MIMPOKO MCHOJIb3yercs B naboparopun Xumuu [lpupomasix u buonorndeckn
AxtuHbiX Coenunenuit, Mactutyr Xumun. Tarxoke marepuall, NpeACTaBICHHBIH B JaHHOW pabore,
SIBJISIETCSl YACThIO LIMKJA JIEKUMH, YpPOBHA Maructparypbl Ha Paxynprere XuMHH U XHUMHYECKHX
Texnonoruit Mongasckoro ['ocyiapcTBEHHOTO Y HUBEPCHUTETA.
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanga problemei abordate

Terpenoidele reprezinta cea mai numeroasa si mai diversa clasa de substante chimice din
multitudinea compusilor produsi de plante. Derivatii terpenici au functii de baza, participand
activ la cresterea, dezvoltarea si protectia plantei, dar totodata, majoritatea terpenoidelor
participa si in interactiuni chimice mai specifice. In mod traditional, terpenoidele au fost folosite
in industria alimentara, farmaceutica si cosmetica, in industria chimica.

Este bine cunoscuta relatia stransa structura - activitate biologica specifica compusilor
naturali. Astfel, modificarea terpenoidelor introducand diferite grupe farmacofore sau prin
interventii la nivel de schelet, influenteaza foarte puternic activitatea biologica a acestor
compusi. Din acest motiv, transformarea chimica a substantelor naturale relativ abundente este o
directie importanta si promitatoare a chimiei si constituie, in prezent, subiectul a numeroase
investigatii teoretice si aplicative, iar sinteza, izolarea si studiul acestora reprezinta o problema
de importanta fundamentala si aplicativa majora.

Din gama vasta a compusilor terpenici, un interes deosebit il prezinta diterpenoidele
tetraciclice ent-kauranice si pentaciclice ent-trachilobanice, compusi ce poseda un spectru larg
de activitati biologice si pot servi ca precursori in sinteza terpenoidelor polifunctionale.

Varietatea structurala a diterpenoidelor ent-kauranice, cat si continutul relativ inalt al
unora in surse naturale accesibile, reprezintd o baza foarte atractivd pentru transformarile
chimice ulterioare. Compusii ent-kauranici joaca un rol important in biosinteza giberelinelor —
importanti regulatori de crestere ai plantelor [1]. In ultimii ani, s-a observat un interes sporit fata
de diterpenoidele respective, datoritd potentialului inalt de aplicare, in special in domeniul
farmacologic. Studiul diferitor plante, utilizate in medicina populara, a demonstrat ca activitatea
antimicrobiana, antiinflamatoare, cardio-vasculara, diuretica, citotoxica si contra SIDA 1n mare
parte se datoreaza prezentei diterpenoidelor ent-kauranice [2].

Compusii ent-trachilobanici sunt metaboliti secundari mai rar intalniti in natura si
bioactivitatea acestora este mai slab studiata, totusi, se disting reprezentan{i cu proprietati
antibacteriene, antifungice, repelente [3] si chiar citotoxice [4, 5]. Totodata, terpenoidele ent-
trachilobanice reprezintd precursori biomimetici valorosi in sinteza altor diterpenoide
tetraciclice.

Diterpenoidele respective au fost izolate din diferite surse vegetale, in special, din plante
originare din Asia si America de Sud. Totusi, un loc aparte ii revine florii-soarelui (Helianthus

annuus L.), in care continutul de ent-kaurani si ent-trachilobani este net superior altor surse



vegetale, un factor important fiind si accesibilitatea plantei [6]. Floarea-soarelui este cultivata la
scara industriala, deseurile ei reprezentand o sursa ieftind de materie prima, iar obtinerea acestor
compusi diterpenici nu afecteaza sub nici o forma productia de ulei. Astfel, reprezentatii de baza
al acestei clase de compusi, acizii ent-trachiloban-19-oic, ent-kaur-16-en-19-oic si 15a-angeloil-
ent-kaur-16-en-19-oic, compusi biologic activi, pot fi izolati in cantitati sporite din deseurile
provenite de la recoltarea florii-soarelui [7].

Scopul tezei consta in izolarea diterpenoidelor ent-kauranice si ent-trachilobanice
biologic active din deseurile provenite de la recoltarea florii-soarelui, si utilizarea acestora in
calitate de materie prima pentru obfinerea altor compusi diterpenici naturali bioactivi §1 a unor

compusi sintetici cu potential sporit de activitate biologica.

Obiectivele generale urmarite in cadrul cercetarilor descrise in teza sunt urmatoarele:

= Identificarea solventului optim pentru extractia diterpenoidelor ent-kauranice si ent-
trachilobanice din deseurile uscate provenite de la prelucrarea florii-soarelui;

= Studiul reactiei de izomerizare superacidd a acizilor ent-kaur-16-en-19-oic si ent-
trachiloban-19-oic, izolarea si caracterizarea compusilor obtinuti prin metode fizico-
chimice de analiza;

» Functionalizare oxidativa a acidului ent-kaur-16-en-19-oic in centrele C-15, C-16, si C-
17, izolarea si studiul derivatilor ent-kauranici obtinuti;

= Polifunctionalizarea acizilor ent-trachiloban-19-oic si ent-kaur-16-en-19-oic in prezenta
sistemelor diacetat de iodobenzen — bromura de litiu (PhI(OAc), — LiBr) si / sau periodat
de sodiu — bromura de litiu (NalO4— LiBFr).

Noutatea si originalitatea stiintifica, semnificatia teoretica

Pentru prima datd a fost propusa o conceptie noua de sintezd a compusilor naturali -
metoda retro-biomimetica. In baza acestui concept a fost realizati diversificarea structurald a
compusilor si a fost demonstrata convergenta scheletelor ent-trahilobanic si ent-kauranic in
compusi biogenetic inruditi — diterpenoidele ent-atisanice si ent-beieranice.

Functionalizarea oxidativa reprezintd o cale de a modula proprietatile compusilor studiati
prin diversificarea grupelor functionale. Sistemele oxidative utilizate, inclusiv in baza iodului
hipervalent, prezinta un potential relevant in acest context, care poate fi explorat in continuare.
Astfel, pentru prima data s-a realizat functionalizarea acidului ent-trachiloban-19-oic cu sistemul
Phl(OACc), — LiBr, obtinandu-se cu un randament considerabil un compus cu schelet regrupat

ent-kauranic. A fost efectuatd functionalizare oxidativa a acidului ent-kaur-16-en-19-oic in
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pozitiile C-15, C-16, si C-17, cu obtinerea analogilor ent-kauranici naturali biologic activi si a
unor compusi sintetici. S-a realizat pentru prima data functionalizarea acidului ent-kaur-16-en-
19-oic cu sistemele Phl(OAcC); - LiBr si/ sau NalOg4 - LiBr.

Problema stiintifica solutionata consta in identificarea unor cai noi si interesante de
sinteza a unor compusi diterpenici naturali biologic activi cu pondere joasa in sursele naturale,

cat si obtinerea derivatilor sintetici noi cu potential sporit de activitate biologica.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Un aspect important al lucrarii il constituie folosirea
deseurilor de la procesarea florii-soarelui, in scopul obtinerii substantelor cu valoare practica. in
acest context, valoarea aplicativd a lucrdrii este de o relevanta economica si sociald deosebita,
mai ales la nivel local. Astfel a fost elaboratd o metoda eficienta si sigura de extractie cu etanol a
deseurilor provenite de la recoltarea florii-soarelui. Solventul propus a demonstrat calitdfi
extractive inalte, fiind avantajos din punct de vedere financiar si al aplicabilitatii. De asemenea,
functionalizarea derivatilor ent-kaurenoici si ent-trachilobanoic prezintd un interes practic
deosebit, deoarece ne ofera o cale eficace de acumulare a compusilor naturali bioactivi, in

particular, a compusilor ent-atisanici.

Baza metodologica a cercetarilor stiingifice. Pentru realizarea obiectivelor de mai sus au
fost utilizate metodele bine cunoscute ale chimiei organice fine si metode fizico-chimice
moderne de analiza. Determinarea: punctului de topire — aparatul Boetius; unghiului de rotatie
specifica — polarimetrul JASCO-DIP-370; analiza elementald — Vario EL III. Inregistrarea:
spectrelor in infrarosu (IR) — spectrofotometru Spectrum-100 FT-IR Perkin Elmer; spectrelor de
rezonanta magnetica nucleara (RMN) — Bruker Avance DRX-400 (400.13 si 100.61 MHz;
CHCl3; standard intern 6(H) — 7.26 si o(C) — 77.0; J -Hz.); Cromatografie pe coloana (CC) —
silicagel Merck 60 (70 - 230 mesh, ASTM); cromatografie in strat subtire (CSS) — placi Merck
60; gaz-cromatografie cuplata cu detector de masa (GC-MS) — cromatograf Agilent-5975C, MS
detector, coloana capilard (30 m / 0,25 mm), spectrometrie de masa (EI-MS) — AElI MS-902,

tensiune de ionizare 70 eV.

Rezultate stiintifice principale inaintate spre sustinere:

= Elaborarea unei metode eficiente de izolare a acizilor ent-kaur-16-en-19-oic,
ent-trachiloban-19-oic si 15a-angeloil-ent-kaur-16-en-19-oic, din deseurile provenite de
la recoltarea florii-soarelui (Helianthus annuus L.) si identificarea solventului de

extractie optim.
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= Sinteza retro-biomimetica a diterpenoidelor naturale cu schelet ent-kauranic, ent-atisanic
si ent-beieranic, componente bioactive ale plantelor, pornind de la acizii ent-kaur-16-en-
19-oic si ent-trachiloban-19-oic accesibili.

= Polifunctionalizarea acidului ent-trachiloban-19-oic in prezenta PhI(OAc); si LiBr, cu
obtinerea compusilor noi, cu schelete regrupate ent-kauranic si ent-atisanic,
functionalizati in centre greu accesibile.

» Functionalizarea oxidativa a acidului ent-kaur-16-en-19-oic in pozitiile C-15, C-16, si C-
17, cu obtinerea derivatilor ent-kauranici naturali si sintetici cu potential sporit de
bioactivitate.

= Polifunctionalizarea acidului ent-kaur-16-en-19-oic in prezentd de PhI(OAc), — LiBr si
NalO,4 — LiBr, cu obtinerea compusilor ent-kauranici noi cu potential sporit de activitate

biologica.

Implementarea rezultatelor stiingsifice. Procesul optimizat de extractie a deseurilor
provenite de la prelucrarea florii-soarelui este pe larg utilizat in cadrul laboratorului Chimia
Compusilor Naturali si Biologic Activi, Institutul de Chimie. Acizii diterpenici obtinuti prin
aceastd metoda servesc ca materie prima in diverse studii de sintezd. De asemenea, materialul
prezentat in teza curentd este inclus in ciclul de prelegeri “Sinteza dirijata a unor terpenoide cu
activitate biologicd”, treapta de masterat la Facultatea de Chimie si Tehnologie Chimicd a

Universitatii de Stat din Moldova.

Aprobarea rezultatelor. Materialul inclus in lucrare a fost prezentat si discutat la diverse
evenimente stiintifice nationale si internationale: Simpozionul ,,Advanced Science in Organic
Chemistry”, Ucraina, Mishor: 21 — 25.06.2010; A XXXI-a Conferintd Nationald de Chimie,
Romania, Caciulata — Calimanesti: 6 — 8.10.2010; Conferinta Internationald a Tinerilor
Cercetatori, editia VIII-a, R. Moldova, Chisinau: 11.11.2010; Simpozion National PRIOCHEM -
ediia a VII-a. Romania, Bucuresti: 27 — 28.10.2011; Conferinta Internationala a Tinerilor
Cercetatori, editia X-a, R. Moldova, Chisinau: 23.11.2012; The International Conference
dedicated to the 55th anniversary of the Academy of Sciences of Moldova, Chisindu: 28 —
30.05.2014; The XVIII-th International Conference "Physical Methods in Coordination and
Supramolecular Chemistry", R. Moldova, Chisinau: 8 —9.10.2015.

Publicarii la tema tezei. Rezultatele obtinute constituie subiectul a 13 lucrari stiintifice: 5
articole, unul fiind publicat intr-o revista internationala cotata ISI, 8 comunicari la conferinte si

simpozioane nationale si internationale. Trei lucrari sunt semnate de un singur autor.
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Sumarul compartimentelor tezei. Lucrarea este structurata in trei capitole principale, in
care sunt prezentate datele din literatura si contributiile proprii, ce constau din rezultate obtinute

experimental, concluzii generale si recomandari.

in capitolul 1 “DITERPENOIDELE ENT-KAURANICE SI ENT-TRACHILOBANICE —
CARACTERISTICA GENERALA” sunt discutate si evidentiate principalele directii de
cercetare ale chimiei diterpenoidelor ent-kauranice si ent-trachilobanice: izolarea, diversitatea
compusilor naturali biologic activi si potentialul sintetic al diterpenoidelor ent-kauranice si ent-

trachilobanice, punandu-se accent pe acizii ent-kaur-16-en-19-oic si ent-trachiloban-19-oic.

in capitolul 2 “TRANSFORMARI SINTETICE ALE ACIDULUI ENT-
TRACHILOBAN-19-OIC” sunt prezentate metoda de izolare a acizilor ent-trachiloban-19-oic,
ent-kaur-16-en-19-oic si 15a-angeloil-ent-kaur-16-en-19-oic, din deseurile de floarea-soarelui
(Helianthus annuus L.), optimizarea conditiilor de extractie cu diferiti solventi si izomerizarea
acidului ent-trachiloban-19-oic in conditii superacide, cat si in prezenta diacetatului de
iodobenzen si a bromurei de litiu (PhI(OAc),— LiBr).

Capitolul 3 “TRANSFORMARILE SINTETICE ALE ACIDULUI ENT-KAUR-16-EN-
19-OIC” cuprinde studiul reactiei de izomerizare a acidului ent-kaur-16-en-19-oic,
functionalizarea oxidativa a acestuia in pozitiile C-15, C-16, C-17 si polifunctionalizarea
acidului in prezenta sistemelor de reagenti PhI(OAc), — LiBr si NalO4 — LiBr, cu obtinerea unor

derivati naturali si a derivatilor sintetici noi.

Cuvinte-cheie: diterpenoide, compusi biologic activi, acid ent-kaur-16-en-19-oic, acid ent-

trachiloban-19-oic, izomerizare, retro-hiomimetic, ent-atisani, oxidare.
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1. DITERPENOIDELE ENT-KAURANICE SI ENT-TRACHILOBANICE.
CARACTERISTICA GENERALA

1.1 Biosinteza diterpenoidelor ent-kauranice si ent-trachilobanice

Transpozitia sau izomerizarea carbocationica mediata enzimatic reprezinta procesul cheie
prin care Natura produce terpeni [8,9]. Astfel, in ciuda diversitatii structurale impunatoare,
diterpenoidele au la baza acelasi precursor biosintetic — izoprenoida geranilgeranil pirofosfat
(GGPP) [10]. In prezent, sunt cunoscute trei cii care conduc la formarea fragmentelor izoprenil
primare, insa predominant in naturd, acest fenomen are loc prin intermediul acidului mevalonic.

Etapele biosintezei GGPP-ului sunt prezentate in Figura 1.1.

(0] (0] o o HO. \
OH HS-CoA Ac-CoA Ac-CoA
)Hf )J\S-COA - )J\/U\S-COA - OH
o COOH
acid piruvic acetil-CoA acetoacetil-CoA acid mevalonic
l ATP
)\/\ )\/\ Fos
opp = oPP NOPP
dimetilalil izopentenil COOH
pirofosfat pirofosfat mevalonat pirofosfat
DMPP IPP
)\/\/K/\OPP Monoterpenoide
geranil pirofosfat
GPP
Sesquiterpenoide
X X X —_— > Triterpenoide
OPP Steroide
farnesil pirofosfat
FPP
Diterpenoide
N N N ™ — > | Tetraterpenoide
opPP Carotenoide

geranilgeranil pirofosfat
GGPP

Fig. 1.1. Biosinteza geranilgeranil pirofosfatului (GGPP).

Diterpenele ciclice rezultd in urma a doud procese biosintetice distincte de ciclizare ale
GGPP [11]. Primul tip de ciclizare are la baza comportamentul nucleofug al grupei pirofosforice

(-OPP), generand un carbocation alilic, care e in stare sa alchileze dubla legatura din cealalta
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extremd a lantului GGPP. In majoritatea cazurilor, se obtine un cation izopropilidenic terminal
foarte reactiv, care la stabilizare, prin eliminarea protonului, duce la formarea de cembrene, iar

ulterior, prin substitutii nucleofile intramoleculare, conduce la diterpenioide policiclici.

seria NORMALA

copalil pirofosfat \ X
cPP S
‘ beiren

seria ENANTIO (-ent)

atisen (atiseren) pimaren

ent-copalil pirofosfat

tc...
ent-CPP ete

migrare
ciclizare de alchil
B
A +HY 7 _H* ent-kauren
deSChide%nchidere migrare
de ciclu de ciclu 1.3-H
migrare
+H* de alchil
-H*
ent-trachiloban D E ent-atisen (atiseren
etc...

Fig. 1.2. Biosinteza diterpenoidelor tetraciclice si pentaciclice.

A doua si cea mai importanta cale de ciclizare are loc in conditii de cataliza acida (Figura
1.2) [11]. Daca ne referim la biotransformarile GGPP-ului ce conduc la formarea diterpenoidelor
tetraciclice, procesul de ciclizarea este initiat prin protonarea legaturii duble terminale (C-14 =
C-15), formandu-se doi intermediari biciclici de tipul dihidronaftalenei (Figura 1.2, CPP si ent-
CPP). Astfel, rezultd doud serii de enantiomeri, care se deosebesc iIntre ei prin configuratia
atomilor de carbon din centrele C-5, C-9 si C-10. Din seria ,,normala” fac parte structuri in care
jonctiunea inelelor A si B este identica cu cea a steroidelor, in timp ce, seria ,,enatio” (,.ent-"),

cuprinde structuri ce reprezintd imaginea in oglinda (Figura 1.2).
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Biosinteza diterpenoidelor policiclice izomere ent-kauranice, ent-trachilobanice, alaturi
de cele ent-beieranice si ent-atisanice este, de obicei, reprezentata conform schemei din Figura
1.2 (sau ceva similar), cu exemple concrete ce tin de seria ,.ent-". Formarea carbocationului
pimarenil (A) are loc in urma ruperii restului pirofosfat din cadrul ent-CPP-lui si ciclizarea
ulterioard a acestuia, precedatd de o serie de transpozitii. Cel mai des, carbocationului pimarenil
(A) este folosit in calitate de intermediar la formarea unui carbocation secundar, cationul
beieranil (B). Acesta este considerat a fi precursorul ent-beierenului si fereastra spre obtinerea
ent-kauranilor, ent-trachilobanilor si ent-atisanilor. Migrarea unei grupe alchil in B (C-12 care
migreaza din C-16 spre C-13), conduce la cationul kauranil (C), precursorul ent-kaurenului. Pe
cand, migrarea 1,3-H 1n acelasi carbocation B, genereaza cationul secundar D, care printr-o
migrare ulterioara a grupei alchil (C-13 migreaza din C-16 spre C-12) formeaza cationul E,
precursorul ent-atisenului. Paralel, o deprotonare a carbocationului D, urmata de inchiderca

ciclului, duce la ent-trachiloban [12].

1.2. Diterpenoidele ent-kauranice — caracteristica generala

Natura ne pune la dispozitie o serie vastd de diterpenoide kauranice, totusi, cei mai
raspanditi sunt cei din seria ,,enatio”, diterpenoidele ent-kauranice. Spre exemplu, majoritatea
plantelor superioare contin unul sau mai mul{i acizi giberelinici, importanti regulatori de
crestere, a caror precursori sunt diterpenoidele ent-kauranice, ceea ce vine sa confirme ca acesti

compusi domina clasa diterpenoidelor tetraciclice.

1.2.1. Raspdndirea in natura, diversitatea structurald si proprietitile biologice.

Diterpenoidele ent-kauranice au la bazd scheletul ent-kauranic 1, care cuprinde un
fragment perhidrofenantrenic (inelele A, B, si C) conjugat cu un inel ciclopentanic (inelul D).
Un predecesor al acestui grup de diterpenoide este (-)-ent-kauranul 2 (Figura 1.3).
Nomenclatura, numerotarea, precum si geometria diterpenoidelor ent-kauranice au fost stabilite
conform standardelor IUPAC [13]. Majoritatea ent-kauranilor sunt caracterizati prin unghiuri de
rotatie optice negative, cu exceptia structurilor cu o legatura dubla C-9 = C-11 [2].

Diterpenele ent-kauranice se intdlnesc in multe specii de plante care apartin mai multor
familii [14], cum ar fi Asteraceae (Wedelia spp., Mikania spp., Oyedaea spp., Baccharis spp.,
Solidago spp.,Vernonia spp., Xanthium spp., Eupatorium spp., Espeletia spp.), Annonaceae
(Annona spp., Xylopia spp., Mitrephora spp.), Euphorbiaceae (Beyeria spp., Croton spp.,
Ricinocarpus spp., Suregada spp.), Celastraceae (Tripterygium spp.), Apiaceae (Alepidea spp.),
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Velloziaceae (Vellozia spp.), Lamiaceae (Labiatae) (Rabdosia spp., Isodon spp., Sideritis spp.),
Fabaceae (Copaifera spp.), Rutaceae (Phebalium spp.), Chrysobalanaceae (Parinari spp.),
Jungermanniales (Jungermannia spp.), Erythroxylaceae (Erythroxylum spp.) si Rhizophoraceae
(Bruguiera spp.), si altele.

In general, diterpenoidele ent-kauranice se caracterizeazi printr-o gama vasti si diversa

de activitati biologice (Tabelul 1.1).

Tabelul 1.1. Proprietati biologice atribuite diterpenoidelor ent-kauranice.

Regulatori de crestere in plante [2] | Antiagregarea trombocitelor [17]

Repelenti pentru insecte [2] Antispasmolitica [18, 19]

Antiparazitara [2] Antidiabetica / antiobezitate [20]

Antimicrobiana [2] Analgezica [21]

Citotoxica [2] Antialergica [22]

Antitumorala [2] Embriotoxica [23]

Anti-HIV [2] Genotoxica [24]

Steroidogena [2] Hipoglicemica [25, 26]

Antifertilitate [2] Imunosupresiva [27, 28, 29]

Hipotensiva [2] Inducerea apoptozei [30]

Antiinflamatorie [2] Inhibarea contractiilor vasculare a muschilor netezi
[31 - 34]

Diuretica [2] Stimularea depunerii oualor la insecte [35]

Anti-Alzheimer [16] Antioxidanta [15]

Dupa cum s-a mentionat mai sus, ent-kaurenul (3) (Figura 1.3) este, in esentd, un
metabolit primar ce determind caracteristicile structurale ale intregului grup de diterpenoide ent-
kauranice. Urmatoarea pozitie cheie in biosinteza giberelinelor si a catorva alte diterpenoide ent-
kauranice este ocupat de acidul ent-kaur-16-en-19-oic (4) (Figura 1.3), care, de asemenea, este
omniprezent In sursele naturale. Totusi, in ceea ce priveste acumularea in surse naturale de
origine vegetala, printre ent-kaurenoide, lider este steviolul (5). Astfel, in prezent, diterpenoidele
4 si 5, reprezinta cele mai accesibile ent-kaurenoide [15].

Dea lungul anilor a fost raportat un numar impunator de diterpenoide ent-kauranice

izolate din plante. Varietatea bogatd si caracterul rafinat al structurilor diterpenoidelor ent-
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kauranice izolate din surse naturale, cat si proprietatile biologice ale unora, sunt extrem de

impresionante.

Fig. 1.3. Structuri ce caracterizeaza grupul diterpenoidelor ent-kauranice.

Incepand cu anii 60 ai secolului trecut, clasa dietrpenoidelor ent-kauranice a fost
imbogatita continuu. Jefferies si colab. au facut pionierat in izolarea ent-kauranilor. Astfel, mai
multe diterpenoide noi au fost izolate din speciile Beyeria brevifolia, Ricinocarpus stylosus,
Phebalium rude, compusi ce corespund structurilor 6 — 12, inclusiv acidul ent-kaur-16-en-19-oic

(4) (Figura 1.4) [36 — 38]. Glicozidele ent-kauranice 13 — 17 au fost izolate din cateva specii de
Stevia spp. (Figura 1.4) [39].

9 R=COOH
10 R=CH,OH

HO

- o
CO,Glc
R, 16
OH
OH Glc- p-Glucopiranozil
OGlc

Fig. 1.4. Exemple de diterpenoide ent-kauranice si paniculozide izolate din surse naturale.

Dezvoltarea intensivd a metodelor spectrale de analizd a compusilor organici, in a doua
jumatate a secolului 20, a stimulat intens cercetarile ce vizeaza izolarea diferitor metaboliti si
determinarea structurii lor. De exemplu, in ultimele trei decenii, aproximativ 600 de diterpenoide

noi au fost izolate doar din plante de genul Isodon (sau Rabdosia), care include mai mult de 150
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de specii. Plantele din genul Isodon sunt utilizate pe larg in medicina populara chineza din cele
mai vechi timpuri si reprezintd una dintre cele mai bogate surse naturale de diterpenoide, printre

acestea predominand ent-kauranii, peste 400 compusi [40].

OAc
22

Fig. 1.5. Structurile ent-kauranoidelor izolate din diferite specii de Isodon.

Multe diterpenoide ent-kauranice reprezinta compusi inalt polifunctionalizati. Derivatul
trihidroxilic 18 a fost izolat din specia Isodon henryi [41]. In acelasi timp, metabolitii 19 si 20 au
fost izolati din Isodon japonicus, avand niste structuri neordinare, ce cuprind doua ent-
kaurenoide legate printr-un inel ciclobutanic. Similar altor kaurani izolati din specii de Isodon,
acesti compusi manifesta activitate antitumorala [42]. Diterpenoidele 21 si 22 au fost izolate din
specia Isodon pharicus si prezinta activitate citotoxica slaba [43]. Acetalul 23 reprezinta un
artefact, initial obtinut la izolarea cromatografica, iar mai apoi, a fost generat prin condensarca
compusului 22 cu acetaldehida (Figura 1.5).

Diterpenoidele ent-kauranice 24 si 25, ce contin fragmente esterice in C-17, au fost
izolate din specia Isodon sculponeata [44]. Un studiu fitochimic ulterior al aceleiasi specii a
generat, pe langa 14 compusi kauranici bine cunoscuti, o serie de diterpenoide ent-kauranice
neraportate anterior (ex. 26 si 27) (Figura 1.6) [45]. Cinci ent-kaurani noi au fost izolati din
specia Isodon sinuolata (ex. 28 — 31) [46], iar studiul activitatii lor citotoxice a demonstrat ca
compusii 28 si 31 manifesta activitate antitumorala. In acelasi timp, identificarea derivatilor 32 si
33 a largit grupului diterpenoidelor ent-kauranice izolate din specia Isodon japonicus [47, 48].

De asemenea, din plantele genului Isodon au fost izolati ent-kaurani cu structuri
neordinare, unii contindnd azot. Lactona 34 a fost izolata din Isodon lophanthoides [49], iar

compusul 35 a fost extras din Isodon nervosus [50, 51]. aza-Kauranoidele 36 si 37, precum si
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derivatul mixt 38, avand un fragment succinimidic in pozitia c-17, au fost izolate din specia

Isodon rubescens (Figura 1.6) [52].

OMe

35 36

Fig. 1.6. Structurile ent-kauranoidelor izolate din speciile genului Isodon.

Diterpenoidele ent-kauranice au fost izolate si din multe alte plante. Astfel, ent-kaurani
39 — 46 au fost identificati pentru prima data in Jungermannia atrobrunnea. Un interes aparte il
prezinta metabolitul 39, avand o structura remarcabila, ce implicd o punte peroxidica (Figura
1.7) [53].

Fructele speciei Annona glabra reprezinta o sursa bogata de diterpenoide, contindnd o
gama largd de compusi ent-kauranici (ex. 46 — 64) [54], iar de curand, ca parte a unui studiu al
activitatii antiinflamatorii, au fost izolati pentru prima data ent-kaurani 65 - 67 (Figura 1.7) [55].

O alti sursi bogata de ent-kaurani este specia Salvia cavaleriei. In ultimii ani,
cincisprezece diterpenoide ent-kauranice noi, compusii 68 — 82, si doi analogi cunoscuti, 4-epi-
henrina A (83) si leukamenina E (84), au fost izolati din intreaga planta (Figura 1.8) [56].
Compusi 68 — 77 s1 79 — 81 manifesta proprietati citotoxice pe diferite linii de celule canceroase.

In acelasi context, 18,19-dihidroxi-ent-kaur-16-en-3-ona (85), izolata din Euryops arabicus [57]
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si 17-hidroxi-ent-kaur-15-en-19-al (86), izolat din Annona squamosa [58], prezinta activitate

citotoxica (Figura 1.8).

” OAc
39

46 CH,OAc CHO H 55 COOH COOH H

47 CH,4 H COOH 56 COOH OH CH,0Ac
48 CH, COOH H 57 CHO H CH,OH
49 OH COOH H 58 CHO CH,OH H

50 CH,OH COOH H 59 CHO OH CH,OH
51 COOH =CH, 60 CHO COOH H

52 COOH CHs OH 61 CHO CH,OAc H

53 COOH CH,OH OH 62 CH,OAc COOH H

54 COOH OH CH,OH

“CO,H

R
63 CH, CO,H CO,Glc CO,Glc
64 CH,OH 65 66 67

Fig. 1.7. Structurile ent-kauranilor izolati din Jungermannia atrobrunnea si Annona glabra.

Planta vietnameza Croton tonkinensis este bogata in diterpenoide, unele avand activitate
antiinflamatorie. Studiul fitochimic al acestei plante a generat o gama vasta de compusi, printre
care, opt ent-kaurani noi (87 — 95) si 20 diterpenoide ent-kauranice cunoscute (Figura 1.8).
Dintre compusii izolati, 18-acetoxi-ent-kaur-16-en-15-ona (95) a manifestat o activitate
inhibitorie considerabila a generarii anionului de superoxid si eliberarea elastazei [59].

O serie de ent-kaurani interesanti, cum ar fi compusul 96, au fost obtinuti din planta
Pteris semipinnata [60], in timp ce, niste glicozide ent-kauranice, (ex. 97) au fost izolate din
seminte de schinduf (Trigonella foenum-graecum) (Figura 1.8) [61].

Plantele din specia Alibertia macrophylla sunt bine cunoscute ca surse naturale de

triterpenoide, dar recent, diterpenoida ent-kauranica 98 a fost izolata pentru prima data din
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aceasta sursa [62]. Compusul hibrid 99 a fost izolat din plantele speciei Aristolochia constricta.
Structura acestuia contine fragmentul ent-kaurenic cuplat cu un ligand (Figura 1.9) [63].

AcO

Ry Ry Ri Ry, Rs
68 OAc «-OH 76 H, OAc =CH,
69 OAc -OH 77 OAc H /-CH,OMe
70 OAc = 78 OAc H a -CH,OEt
7M1 = a -OH 79 OAc H S -CH,OEt
72 OH = 80 =0 H a -CH,OMe
73 = = 81 H, OAc «a-CH,OMe
84 OAc H, 82 H, OAc p-CH,OMe

83 H, OH =CH,

R R, Ri R
87 COOH CHO 89 H OAc
88 CH,OAc COOH 90 OAc H

Fig. 1.8. Structurile ent-kauranilor izolati din surse naturale.

Un alt hibrid, compusul 100, ce are in componenta un fragment ent-kauranic si un rest de
acid 3-metoxibutanoic in pozitia C-15, a fost izolat din frunzele de Coespeletia moritziana [64].
Diterpenoidele ent-kauranice 101 — 103 au fost izolate din Rubus corchorifolius [65]. Compus
inedit 104 a fost identificat printre metabolitii plantelor din genul Polyalthia [66]. Acest compus
are o structurd alcatuitd din doud unitati ent-kauranice, acest fenomen intalnindu-se destul de rar
in cadrul diterpenoidelor native (Figura 1.9).

Medicina populara chineza foloseste pe scara larga plantele Siegesbeckia pubescens, a
caror proprietati terapeutice in mare parte se datoreaza ent-kauranoidelor continute in partea

aeriani a plantelor [67]. In aceastd directie, au fost raportate patru diterpenoide ent-kauranice
noi, 105 — 108 izolate din S. pubescens (Figura 1.9) [68].
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HO,C,

R4 R2
105 H CH,OH
106 H CH,OAc

107 CH,OH OH
108 CH,OAc OH

AcOH,C” “COLH

“CO,H

104

Fig. 1.9. Structurile ent-kauranilor izolati din diferite specii de plante.

Recent, compusi 109 — 112 au fost izolati din Helianthus annuus L. Scheletul fara
precedent al acestor compusi micsti combina o lactona sesquiterpenica si derivati ai acidului ent-

kaur-16-en-19-oic (4) (Figura 1.10) [69].

O
=

“CO,H

Fig. 1.10. Structurile ent-kauranilor micsti izolati din Helianthus annuus L.
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1.2.2. Potentialul sintetic al diterpenoidelor ent-kauranice

Transformarea chimica a substantelor naturale, este o directie importanta si promitatoare
in chimia medicinala si nu numai. In acest sens, marea varietate a diterpenoidelor ent-kauranice
si continutul relativ mare al unora in sursele naturale disponibile, alcatuiesc o baza foarte
atractiva pentru chimia sinteticd. Astfel, au fost si sunt efectuate numeroase studii in directia
modificarii structurale a kauranilor, cu scopul de a obtine noi substante cu bioactivitate
potentiald. Aceste transformari structurale au fost realizate chimic sau microbiologic, folosind
culturi de microorganisme. De asemenea, trebuie remarcat faptul ca, primele investigatii, ce tin
de transformarile chimice ale ent-kauranilor au avut drept scop determinarea structurii
compusilor, in special, a configuratiilor absolute [39], aceasta metodad fiind utilizata panad in
prezent [70].

Reducerea legaturii duble C-16 = C-17 in diterpenoidelor ent-kaurenice a fost una dintre
primele transformari chimice, raportate inca in 1948, prin care din ent-kauren (3) s-a obtinut ent-
kauran (2) [71]. Legatura dubla in ent-kaurani joaca un rol important in manifestarea activitatii
biologice. Spre exemplu, s-a stabilit ca hidrogenarea legaturii C-16 = C-17 in steviol (5) conduce
la eliminarea proprietatii mutagene in compusul obtinut [72]. In aceiasi ordine de idei, activitatea
citotoxicd a cetonei a,f-nesaturate 113 este mult mai pronuntatd in comparatic cu cea a
derivatului 114 (Figura 1.11) [73].

Figura 1.11. Diterpenoidele ent-kauranice 113 — 116.

Grupa carboxil din C-4, caracteristica multor ent-kaurani, este ecranata steric de grupele
metil C-18 si C-20, si prin urmare, este mai putin reactiva in comparatie cu grupa analoga din
acizii carboxilici. Important este ca, functionalizarea grupei date poate schimba semnificativ
activitatea biologicd a metabolitului initial, dar in unele cazuri, aceasta este necesard in
manifestarea proprietatilor biologice. De exemplu, esterul metilic al dihidrosteviolului 115 si
esterul metilic al 15-oxo-steviolului (116) (Figura 1.11), in comparatie cu acizii initiali, sunt
complet lipsiti de proprietati repelente fatd de paduchele verde al cerealelor (Schizaphis
graminum) [74].
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Rolul grupei carboxil este si mai important in cazul derivatilor semisintetici, cum ar fi
derivatii ent-kaurenoidului 117. Oxidarea grupei carbonil in compusul 118, care este un agent
anticancerigen foarte activ, pand la grupa carboxil in 119 duce la pierderea completd a

proprietatilor date (Figura 1.12) [75].

o)
NalO, Ag,0, KOH EagE
MeOH/H,0O MeOH : ~o” o

CO,H
119

Figura 1.12. Schema de sinteza a diterpenoidelor ent-kauranice 118 si 119 reiesind
din compusul 117.

Henrick si Jefferies [37], in baza compusii majoritari izolati din specia Ricinocarpus
stylosus, au realizat diverse reactii de esterificare, oxidare, reducere si omologare, cu obtinerea

unei serii de derivati ent-kauranici sintetici si analogi naturali (ex. 120 — 126) (Figura 1.13).

R,
R4 R R4 Ry 127 128

120 CH;  =CH, 124 COOH COOCH;

121 CH,OH =C(CgHs), 125 CHO COOCH,

122 CH,OH =CH, 126 COOH CH,OH

123 CH; =0

Fig. 1.13. Derivati ent-kauranici sintetici.

Mori si colab. [76], in studiul dedicat sintezei lactonelor prin metode fotolitice si non-
fotolitice, au obtinut lactona 128 reiesind din acidul ent-kauranic 127 (Figura 1.13). Caracteristic
pentru toate substantele folosite este grupa carboxil axiald in C-4.

Cook si Knox [77-79], in mai multe lucrari, prezinta sinteza unor derivati ent-kauranici in
baza acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4). Transformarea ent-kaur-16-en-19-oat-ului de metil
(129) 1n nor-cetona 130 si, ulterior, oxidare Baeyer-Villiger conduc la obtinerea y-lactonei 131,
care dupd o serie de transformari consecutive (hidroliza, metilare si oxidare), genereaza ceto-
diesterul 132. Tratarea compusului 132 cu sodiu in amoniac lichid a condus spre un produs
similar acil-ciclizarii, diolul 133, iar oxidarea ulterioara a acestuia a generat derivatul 134.
Protejarea grupei hidroxil in 134, urmata de reactia Wittig cu metilentrifenilfosforan si
prelucrarea ulterioard a reactiei intr-un mediu slab acid, genereaza esterul metilic al steviolului,

135 (Figura 1.14).
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1.0,

—_—
2.Cr0,
H,SO0,

129

1. TMSCL, TMS,NH, Py

2. Ph;PCH,, +-BuOK, '

“CO,CHs -BuOH, THF “CO,CHs “CO,CH,
135 3. H;0" 134 133

Fig. 1.14. Sinteza derivatului 135 din acidul ent-kaurenoic (4).

Cloranhidridele acizilor carboxilici ce contin fragmente labile, in mediu acid, se pot
obtine usor printr-o metoda ce include amestecul de CCls-PPh; [80]. Pe aceasta cale, a fost
sintetizatd, cu un randament bun, cloroanhidrida acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4), utilizata apoi
la obtinerea unor esteri [81]. In ultimii ani, aceastd metoda a fost folositd cu succes la obtinerea
unei game largi de derivati ent-kauranici. Vieira si colab. au sintetizat o serie de amino-, amido-
si oxim-derivati, 136 — 150, pornind de la acidul ent-kaur-16-en-19-oic (4) (Figura 1.15) [82].
Studiul dat a avut drept scop reducerea sau a eliminarea efectul litic al acidului 4 asupra
eritrocitelor din sange. Dintre toti compusii, doar oxima 147 s-a dovedit a fi mai activa,
manifestand activitatea tripanocidald, dar continua sa afecteze usor celulele rosii din sange.
Clorhidratul 145 este singurul compus care nu induce hemoliza, iar proprietatile sale

tripanocidale sunt comparabile cu cele ale substratului initial 4 (Figura 1.15).

-
R R R R, R
4 COOH 142 CH,N 147 CO,CH; NOH (Z) 151 COOH

136 CON((CH,),CHs), 148 CO,CH; NOH (E) 152 CONH(CH,)sCHj

137 CON(CH,CHj), 149 CH,OH NOH (2) 153 CONHCgH 4
143CH,N ) 150 CH,OH NOH (E) 154 CONHCgHs

138 CON@ 155 CON/—\O
144 CH,N*H((CH,),CH3),Cl" _/

139 CON ) A -
145 CHZ!\I Cl 156 CON NH
H

_/
140 R = CH2N((CH2)2CHz3), 157 CON(CH,),NH
141 R = CH,N(CH,CH3)2 158 CON(CHz)iNHi
146 CH,N"  )CI 159 CON(CH,)4NH,
H

Fig. 1.15. Derivatii sintetici ai acizilor ent-kaurenoic (4), 136 — 150
si grandiflorenic (151), 152 — 159.
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Mai tarziu, acelasi centru de cercetare, [83] raporteazd monoamidele 152 — 159 noi
obtinute la interactiunea acizilor ent-kaur-16-en-19-oic (4) si grandiflorenic (151) cu
monoamine si diamine simetrice (Figura 1.15). Amidele ce provin din diamine simetrice au
demonstrat o activitate inhibitoare semnificativa asupra germindrii semintelor si cresterii plantei
Lactuca sativa, la concentratii mari.

Fraga si colab. [84] au prezentat rezultatele unui studiu biosintetic in baza ciupercii
Gibberella fujikuroi [84]. Astfel, au fost obtinute dienele 160, 161 si 162. La incubare cu
Gibberella fujikuroi, ent-kaur-6,16-diena (160) si 18-hidroxi-ent-kaur-6,16-diena (161) au fost
transformate in 7,18-hidroxi kaurenolide, in timp 34,18-dihidroxi-ent-kaur-6,16-diena (162) a
fost transformat in 60,7a-epoxidul 163 (Figura 1.16).

Rs R; R,
160 H H 163 164 165
161 H OH
162 OH OH

Fig. 1.16. Derivati ent-kauranici biosintetici 160 — 165.

Castellaro si colab. [85], cu scopul elucidarii stereochimiei procesului de dehidrogenare
enzimatica a acidului 4 la actiunea ciupercii Gibberella fujikuroi, au sintetizat diversi derivati
etichetati cu deuteriu in pozitiile C-6 si C-7. Astfel, a fost sintetizata diena 164, un intermediar
in biosinteza kaurenoidului 165 (Figura 1.16).

Pornind de la 74,18-dihidroxi-ent-kaur-15-ena (166), o diterpenoida abundenta in specia
Sideritis infernalis, Bellino si Venturella [86] au efectuat sinteza derivatilor 167 — 172, prin

intermediul mai multor transformari (Figura 1.17).

Ry R; R
167 R = CH,OH 1 R2 R3 172
168 R = CH,Br 169 H H CH,OH

170 H H CHs
171 Ac Ac CH,OAc

Fig. 1.17. Derivatii ent-kauranici 167 — 172.

Schimbarile lantului carbociclic joaca un rol special in functionalizarea ent-kauranilor,
facand posibilad sinteza compusilor cu structuri deosebite, ce nu pot fi obtinuti prin alte metode.

Astfel, compusul 145-meziloxi 173, fiind supus reducerii cu iodura de sodiu in prezenta de zinc,

27



nu genereaza produsul demezilat, ci un compus regrupat total neasteptat, 174 (Figura 1.18) [87].
in aceiagi ordine de idei, izomerizarea acida a derivatilor 9,11-dihidroxi 175 — 177 ofera
compusii cu schelet regrupat 178 — 180 si un produs de fragmentare 181 (Figura 1.18) [88].

Boeck si colab. [89] vin cu o alternativd in obtinerea esterilor ent-kauranici, prin
-O-alchilarea in mediu bazic. A fost elaboratd o metoda simpla de preparare a esterilor 182 — 186
prin alchilarea acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4) cu halogenuri de alchil intr-un sistem KOH —
acetond, evitand conditiile anhidre (Figura 1.19). Reactia steviolului (5) cu alchil-halogenuri in
mediu KOH — DMSO a condus la compusii 187 si 188 (Figura 1.19) [90].

175 R=H
176 R=Ac
177 R = Ms

Fig. 1.18. Compusii ent-kauranici 173, 175 — 177 si produsii de izomerizare corespunzatori,
174,178 — 181.

Intr-o altd abordare de acest gen [91], steviolul (5) a fost alchilat cu etilendiamina in
DMF, reactia fiind catalizata de sistemul (benzotriazol-1-iloxi)tripiroldinofosfoniu

hexafluorofosfat — N,N-diisopropiletilamind (PyBOP-DIEA), obtinandu-se diamida 189
(Figura 1.19).

CO,R
182 R = CH3(CH,);
183 R = PhCH,

184 R = 4CI-PhCH,
185 R = 4Br-PhCH,
186 R = 4NO,-PhCH,

NH(CH;),HN

T

189 O
Fig. 1.19. Esterii acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4), 182 — 186 si ai steviolului (5), 187 — 189.
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O directie atractiva si promitdtoare in functionalizarea ent-kaurenilor este oxidarea
dublei legaturi. Acidul meta-cloroperbenzoic (NCPBA) a fost printre primii agenti de oxidare
utilizati, acesta fiind antrenat in sinteza derivatilor epoxidici ai acidului ent-kaur-16-en-19-oic
(4) [92, 93], ai steviolului (5) [94, 95] si altor derivati cu legatura dubla [96].

In aceastd directie, Batista si colab. [93], prin intermediul epoxidului 190, au sintetizat
aldehidele ent-kauranice 191 si 192, importanti intermediari pentru cuplirile semisintetice. In
plus, pentru prima data, a fost descrisa sinteza derivatilor ent-kauranici si ent-norkauranici 191,
194 — 196 obtinuti la tratarea cu dicromat de piridiniu (PDC) (Figura 1.20).

InCl;, THF
sau BF;' Et,0

“CO,CH, G o0,0h, CoHlg
129 190
1. NaBH,,
BFy E,0, THF Hel
2.NaOH, 1,0, ACOH,

80 °C

+191 (50%)

“CO,CHs “CO,CH,
194 (12%) 195 (3%) 196 (17%)

Fig. 1.20. Schema de sinteza a compusilor 190 — 196.

Alonso si colab. [97] au preparat compusii 197 si 198, pornind de la epoxidarea acidului
grandiflorenic (151) natural, urmata de regruparea ulterioara cu eterat de dietiltrifluoriolborat sau
bor N-metil-N-nitrozourece. Produsii nu s-au dovedit a avea proprietati antimicrobiene
semnificative, dar au manifestat activitate citotoxica considerabild impotriva unor linii de celule

neoplazice umane si reprezinta substante antitumorale promitatoare (Figura 1.21).

w—CH(OAc),

“CO,CHs “CO,CHs
197 198

Fig. 1.21. Derivatii regrupati ai acidului grandiflorenic (151), 197 si 198.

Aparicio si colab., [98] au realizat oxidarea alilica a acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4), a
esterului metilic 129 si ent-kaur-16-en-19-ol-ului (122) (Figura 1.22). Tratarea acidului 4 cu

Se0,/H;0;, a condus la obtinerea acidul 15a-hidroxi-ent-kaur-16-en-19-oic (12). Aceleasi
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conditii de reactie, in cazul esterului metilic 129 si a ent-kaurenolului 122, au generat cate doua
produse, derivatii 15a-hidroxi 199 si 201, si derivatii 16a-epoxi-17-hidroxi 200 si 202 (Figura
1.22).

Se0,, H,0,
B

.,/R
4 R=COOH 12 R=COOH 200 R = COOCHgy
129 R = COOCH;, 199 R = COOCH; 202 R = CH,OH
122 R = CH,OH 201 R = CH,OH

Fig. 1.22. Schema de sinteza a compusilor 12, 199 — 202.

Recent, a fost raportatd [99] hidroformilarea legaturii C-16 = C-17 in esterii metilici ai
acizilor ent-kaur-16-en-19-oic (4) si grandiflorenic (151) catalizata de rodiu. Trebuie de remarcat
faptul ca, formarea aldehidelor corespunzatoare 203 si 205 a fost insotitd de izomerizarea
acizilor initiali, rezultand derivatii 204 si 206 respectivi, cu legaturi duble endociclice (Figura
1.23). Folosind acelasi sistem catalitic cu rodiu, s-a efectuat hidroaminometilarea secventiala
(hidroformilare, urmatd de hidrogenare in situ) pe substrat ent-kaurenic, obtinandu-se
diastereoizomerii 207 si 208 in raport de 61:39 (Figura 1.23) [100].

H ehycro

“CO,CHs “CO,CHs
207 208

Fig. 1.23. Produsii de hidroformilare ai acizilor ent-kaur-16-en-19-oic (4) si grandiflorenic (151),
203 — 208.

H
~ OCH3

MeOH, H"

“COLH “COH “CO,H
210 4 209

Fig. 1.24. Aditia electrofila la legatura dubla in acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4).
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Derivatii 209 si 210 au fost sintetizati prin aditie electrofild la dubla legaturd (Figura
1.24). Dar ca si in multe alte cazuri, s-a stabilit ca aceasta modificare a condus la disparitia
completa a proprietatilor citotoxice caracteristice produsului initial [101].

Metilarea ceto-acidului a,f-nesaturat 211 cu diazometan este insotita de o cicloaditie-1,3
dipolara a diazometanului la legatura dubla si conduce la formarea derivatului pirazolinic 212 cu
un randament cantitativ (Figura 1.25) [74]. Cu toate acestea, transformarile ulterioare a ent-
kauranilor prin functionalizarea a-oxo metilenica nu a fost dezvoltata, deoarece tot mai multe
lucrari vin sd sustind ca aceastd portiune conferd derivatilor activitate citotoxicd. Aceasta
concluzie a fost reconfirmata si prin lipsa activitatii citotoxice in ent-kaurenul 213 (Figura 1.25)
[102].

“CO,H “CO,CHs
21 212 213

Fig. 1.25. Derivatii 15-0x0-ent-kauranici 211 — 213.

Diterpenoidele ent-kauranice alcatuiesc subiectul a multor studii de biotransformare sub
actiunea fungilor, in vederea obtinerii compusilor bioactivi. Pechwang si colab. descriu
biotransformarea acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4) sub actiunea ciupercii Psilocybe cubensis si
evaluarea in vitro a activitatii citotoxice a metabolitilor obtinuti. La doua zile de la incubare, a
fost izolat acidul 164,17-dihidroxi-ent-kauran-19-oic (54). Dupa noua zile de incubare, au fost
obtinuti doi metaboliti noi, 12a,16p,17-trinidroxi-ent-kauran-19-oic (214) si 1la,16B,17-
trihidroxi-ent-kauran-19-oic (215) (Figura 1.26) [103]. Biotransformarea acidului grandifloric
(12) sub actiunea ciupercii Fusarium proliferatum a generat un derivat nou, acidul 2a,15a-
dihidroxi-ent-kaur-16-en-19-oic  (216) (Figura 1.26). Acest compus manifestd activitate
alelopaticd, inhiband cu o rata de 100% germinarea si cresterea radacinii si tulpinii de salata

(Lactuca sativa), la concentratie testata (10~ mol / L) [104].

OH HO,,

“CoH “CoH CoH “CoH
54 214 215 216

Fig. 1.26. Derivatii 54, 215 si 216 obtinuti la biotransformarea acidului 4.
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1.3. Diterpenoidele ent-trachilobanice — caracteristica generali

Istoric preparatele naturale dateaza ca sursa majora de agenti farmaceutici. Aceste
produse au contribuit la progrese semnificative in domeniul stiintei si industriei. Astfel, in
cautarea de substante cu potential terapeutic nu au fost trecute cu vederea nici terpenoidele
pentaciclice ent-trachilobanice.

1.3.1. Raspdndirea in naturd, diversitatea structuralda si proprietatile biologice.

Trachilobanii reprezinta o clasd de diterpenoide mai rar intalnite in natura si Se
caracterizeaza printr-un schelet carbonic pentaciclic (217), cu sistem triciclic[3,2,1,0]octanic
caracteristic inelelor C, D si E. Toate diterpenoidele trachilobanice izolate pana acum apartin
seriei enantio si figureaza ca ent-trachilobani (Figura 1.27) [3].

Primii reprezentanti ai acestei clase au fost izolati din rasina de Trachylobium
verrucosum (Leguminosae) de unde le provine si denumirea [105, 106]. Autorii francezi au
izolat din aceasta planta alcoolul 221 si acizii ent-trachiloban-18-oic (222), si 3a-hidroxi-ent-
trachiloban-18-oic (223) (Figura 1.28). Mai tarziu, Pyrek si colab. [6] au extras acidul ent-
trachiloban-19-oic (219) (Figura 1.27) din floarea-soarelui (Helianthus annuus L.). Pe parcurs,
diterpenoidele ent-trachilobanice au fost identificate in mai multe specii de Euphorbiaceae
(Croton sp. [107], Stillingia [108]), Annonaceae (Xylopia sp. [109]), Asteraceae (Helianthus sp.
[6], Viuiera sp. [110]), Lamiaceae [111] si Leguminosae [105], Labiateae (Sideritis sp. [3]) si
Apiaceae (Arctopus sp [112]).

219

Fig. 1.27. Structuri ce caracterizeaza grupul diterpenoidelor ent-trachilobanice.

Activitatile biologice ale compusilor ent-trachilobanici sunt slab investigate, cu toate

acestea, unii compusi izolati au demonstrat proprietati antitumorale [107, 113, 114],
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vasorelaxante [115], antimicrobiene [114], activitate antiosteoclastogenica [116], repelentd si
antifungica [3].

Familia Asteraceae (Compositac) reprezintd una dintre cele mai bogate surse de
diterpenoide ent-trachilobanice, metabolitii respectivi fiind izolati impreuna cu analogii lor ent-
kaurenici. De exemplu, un numar mare de ent-trachilobani au fost identificat in genul Helianthus
(Tabelul 1.2) [3].

Studiul moduldrii proceselor inflamatorii utilizand acizii diterpenici izolati din
Helianthus annuus L. au demonstrat ca acidul ent-trachiloban-19-oic (219) prezinta proprietati
anti-inflamatorii semnificative in vivo [117]. Pe cand, acidul ciliaric (220), intalnit in speciile
Helianthus annuus, Sclerotinium sclerotiorum si Verticilium dahliae, manifestd proprietati
antifungice (Figura 1.27) [118].

Tabelul 1.2. Diterpenoide ent-trachilobanice izolate din genul Helianthus [3]

Helianthus annuus 219, 220, 224, 225, | H. hirsutus 219
226, 231, 232
H. argophyllus 220 H. occidentalis 220
H. ciliaris 220 H. petiolaris 220
H. debilis 219 H. radula 233,234
H. giganteus 219 H. rigidus 219, 220
H. grosseserratus 220 H. salicifolius 220
H. niveus 220 H. tomentosus 219

Acidul ent-trachiloban-19-oic (219) impreuna cu derivatul nesaturat 230 au fost izolati
din plantele speciei Viguiera bishopii [110]. lar specia Viguiera pazensis s-a dovedit a fi foarte
bogata in diterpenoide ent-trachilobanice, fiind izolati compusii 219, 220, 225 — 229 [119]
(Figura 1.27, Figura 1.28). Acidul 219 a fost, de asemenea, identificat in radacinile speciei
Isotephane heterophylla [120].

Metabolitul primar, ent-trachilobanul (218) impreuna cu derivatii 235 — 240, au fost
izolati din specia Sideritis canariensis (Figura 1.27, Figura 1.29) [121]. Alte specii din genul
Sideritis la fel, contin diterpenoide ent-trachilobanice[122]. Hidrocarbura 218 a fost obtinuta si
din uleiul esential de Araucaria araucana, impreuna cu o serie de diterpenoide biogenetic

inrudite, ent-kaurani, ent-beierani si ent-atisani [123].
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“'OR

“CO,H
R4 R, 224 R =CH,OH 226 R=H 230
221 CH,OH H 225 R=CHO 227 R = Ang
222 COOH H 228 R = j-Val
223 COOH OH 229 R =j-Bu

“COH “COH
231 233 234

Fig. 1.28. Derivati ent-trachilobanici izolati din speciile Trachylobium verrucosum, Helianthus,

Sclerotinium sclerotiorum, Verticilium dahliae si Viguiera sp.

Hasan si colab. [124] au izolat din scoarta speciei Xylopia quintasii acidul 75-acetoxi-ent-
trachiloban-18-oic (241), iar derivatul hidroxilat 242 a fost obtinut din fructele speciei Xylopia
aromatice (Figura 1.29) [125]. Acidul 15-oxo-ent-trachiloban-19-oic (243) impreuna cu alcoolul
226 au fost izolati din Xylopia aethiopica [126]. Ceva mai tarziu, autorii au identificat acizii 219
s1 220, avand drept scop studiul proprietatilor inhibitorii ale diterpenoidelor izolate din scoarta
speciei date. Testele enzimatice in vitro au aratat ca unii compusi manifesta activitate inhibitorie

fatd de prolil endopeptidaza [127].

“'OR

244 R=Ac
245 R=H

235 Me H
236 Me Ac
237 CH,OH H
238 CH,OH Ac
239 CH,OCHO Ac
240 CH,OPalm H

241 COOH Ac R4 Ra
246 CH,OH Me
247 Me Me HOHzc CHon
248 Me COOH 249

Fig. 1.29. Derivati ent-trachilobanici izolati din genurile Sideritis, Xylopia, Croton

si specia Stillingia sanguinolenta.

Doua diterpenoide noi, de tip ent-trachilobanic, au fost izolate din tulpinile speciei

Xylopia langsdorffiana, acizii 7a-acetoxi-ent-trachiloban-18-oic (244) si 7a-hidroxi-ent-
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trachiloban-18-oic (245) (Figura 1.29). Acidul 244 a fost inclus intr-un studiu al activitatii
citotoxice impotriva culturilor de fibroblasti V79 si a hepatocitelor la sobolani [109].

Santos si colab. [128] au prezentat rezultatele studiului activitatii spasmolitice ale
compusilor 244 si 245 asupra ileonului la cobai. Astfel, ambii compusi induc activitatea
spasmoliticd prin modularea pozitivi a canalelor de K* si blocarea canalelor de Ca**, generand o
scadere a [Ca®'] la nivel celular, ceea ce duce la o buna relaxare musculara. Studiile au continuat
cu investigatii in vitro si in vivo ale efectului antitumoral al acidului 244 (Trachilobane-360).
Studiul vine sa consolideze potentialul anti-cancer al produselor naturale, acidul manifestand o
capacitate de inhibare a cresterii celulelor tumorale, farda a induce modificari biochimice,
hematologice si histopatologice majore [4, 129].

Genul Croton este bine cunoscut drept sursa de diverse diterpenoide, iar specia Croton
zambesicus s-a dovedit a fi bogata in diterpenoide ent-trachilobanice. Astfel, Block si colab.
[130] au izolat din frunzele speciei date compusul ent-trachiloban-34-ol (242), un derivat cu
proprietati citotoxice [107]. Tot din frunze au fost izolati si compusii 18-hidroxi-ent-trachiloban-
3-ona (246) si ent-trachiloban-3-ona (247), ambii manifestand citotoxicitate (Figura 1.29).
Derivatii 3-oxo au fost izolati si din specia Stillingia sanguinolenta (ex. 248) (Figura 1.29) [108].
O serie de ent-trachilobani a fost identificata in radacinile speciei Croton flribundus, ent-
trachiloban-18,19-diol (249) (Figura 1.28), de rand cu alti derivati cunoscuti, acizii 219, 226 si
alcoolul 224 [131].

HOH,C' “CH,OH HOH,C™ “CH,OH
254 255

Fig. 1.30. Derivati ent-trachilobanici izolati din specii de Mitrephora glabra si Psiadia

punctulata.

Compusi noi cu structuri neordinare, 250 - 252, au fost izolati din Mitrephora glabra
(Figura 1.30) [132]. Mitreforona A (250) este prevazuta cu un sistem hexaciclici cu ceto-grupe

amplasate adiacente si un inel epoxidic, ambele fara precedent in randul ent-trachilobanilor.
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Citotoxicitatea compusilor a fost evaluatd pe un sir de celule canceroase, compusul 250
demonstrand cel mai puternic si larg spectru de activitate citotoxicd. Totodatd, activitatea
antimicrobiand s-a manifestat aproximativ echipotential la toti compusii izolati.

Trei diterpenoide ent-trachilobanice noi au fost izolate din secretiile exsudate ale
frunzelor de Psiadia punctulata si au fost caracterizate ca 6a,17,19-ent-trachilobantriol (253),
20,,18,19-ent-trachilobantriol (254), si 24,6a,18,19-ent-trachilobantetraol (255) (Figura 1.30)
[133].

Primul reprezentant al ent-trachilobanilor izolati din familia Hepaticae, acidul 3a,18-
dihidroxi-ent-trachiloban-19-oic (256), a fost extras din specia Jungermannia exsertifofia [134]
(Figura 1.31). Mai tarziu, in cautarea de noi compusi biologic activi, din subspecia cordifolia, au
fost izolate 11 diterpenoide ent-trachilobanice noi, 257 — 267 si trei compusi cunoscuti (Figura
1.31) [135]. Unii compusi izolati, in special 259 si 266, au prezentat activitate considerabilad
impotriva Mycobacterium tuberculosis HszRv, in concentratii inhibitorii minime (61 — 24

pg/mL).

R
Rz
R4 R, R3 R4 R> R4 R,
256 OH CH,0OH COOH 264 OAc CH,OH 269 COOH OH
257 OAc CH,0OH Me 265 H  CHyOH 270 COOH H
258 OH CH,OAc Me 266 H CHO 271 CH,0OH H
259 OAc Me CH,0H 267 OH COOH

260 OAc CHO  Me
261 OAc Me CHO
262 OAc CH,OAc COOH
263 OH CH,OH Me
268 H CH,OH COOH

Fig. 1.31. Derivati ent-trachilobanici izolati din speciile Jungermannia exsertifofia,

Mastigophora diclados si Helichrysum sp.

Studiul fitochimic al plantei de origine malaiezianad din specia Mastigophora diclados
(Mastigopharaceae) a permis identificarea a catorva ent-trachilobani cunoscuti (219 si 222), cat
si a unui reprezentant nou C-18,19 functionalizat, acidul 18-hidroxi-ent-trachiloban-19-oic (268)
(Figura 1.31) [136].

Diterpenoide de tip ent-izotrachilobanic au fost izolate din genul Helichrysum
(Compositae). Acidul helifulvanolic (269) a fost izolat din specia H. fulvum [137], in timp ce
acidul helifulvanoic (270) si helifulvan-19-ol (271) au fost gasiti in specia H. chionosphaerum
[138] (Figura 1.31).
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1.3.2 Potentialul sintetic al diterpenoidelor ent-trachilobanice

Primele investigatii, ce tin de transformarile chimice ale ent-trachilobanilor, au avut
drept scop determinarea structurii compusilor [6, 105, 106, 139], corelarea structurald pe cale
chimica fiind folosita si in prezent. Un studiu propriu-zis, de valorificare a potentialului sintetic
al diterpenoidelor ent-trachilobanice, vizeazad produsele formate la deschiderea inelului
ciclopropanic sub actiunea acidului trifluoracetic [140]. Mai tarziu, a fost raportata interactiunea
acidului ent-trachiloban-19-oic (219) cu acid clorhidric uscat, obtindndu-se un amestec de
diterpenoide ent-kauranice si ent-atisanice corespunzatoare [141].

Acidul 3,4-secotrachilobanic 272 reprezinta unul dintre componentele bioactive majore
ale rasinii extrase din radacinile speciei Croton sonderianus. Structura acestuia a fost
demonstratd pe cale sintetica. Astfel, compusi 273 — 276 au fost obtinuti pe diverse cai, prin

esterificare, ozonolizd, reducere si hidrogenare catalitica, confirmand scheletul trachilobanic

(Figura 1.32) [142].

272 COOH CH,
273 COOMe CH,
274 CH,OH CH,
275 COOMe CH, 276

Ry

Fig. 1.32. Derivatii acidului 3,4-secotrachilobanic, 273 — 276.

In 1968 Herz si colab. [143, 144], pornind de la acid levopimaric, au descris sinteza
esterul metilic al acidului trachiloban-18-oic, reprezentant al seriei normale, enantiomer
neintdlnit in natura. Coates si Bertram [145], in 1968 au efectuat prima sinteza a unui derivat
natural. Iar recent, a fost raportatd sinteza asimetrica totala a esterului metilic al acidului ent-
trachiloban-19-oic (219), impreuna cu derivatii ent-kaurenici si ent-atisenici corespunzatori,
realizatd prin utilizarea unei strategii hibride de cicloalchinare catalizatd de Pd si regrupare
radicalica homoalil-homoalil [146].

Abad si colab. [147] a propus o abordare sintetica generala, construind scheletul carbonic
al diterpenoidelor policiclice biogenetic inrudite (trachilobani, beierani, atisani si kaurani)
pornind de la carvona. Sinteza data implica prepararea intermediarului comun 277, cu schelet
ent-trachilobanic, conceptual similar cu precursorul biogenetic, si transformarea regioselectivd a
acestuia (Figura 1.33). Prepararea intermediarului 277 din carvona, are la baza doua etape cheie,

reactia Diels—Alder intramoleculara si 0 ciclopropanare intramoleculara.
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sau
H,, 10% Pt/C
AcOEt

H,, PtO,, AcOH

Fig. 1.33. Schema de sinteza a derivatiilor 279 si 280 din intermediarii 277 — 278.

Obtinerea pe cale chimica si microbiologica a trachiloban-giberelinelor reprezintd o
directie interesanta de cercetare. Giberelinele sunt importanti hormoni de crestere ai plantelor, iar
precursorii naturali ai acestora sunt diterpenoidele ent-kauranice. Astfel, Fraga si col. [3],
reiesind din ent-trachinodiolul natural (237), in mai multe etape au sintetizat lactona 281, care la
regrupare a generat trachiloban-giberelina 283. Stereochimia centrelor C-4, C-5 si C-6 este opusa
giberelinelor naturale [148]. Mai tarziu, s-a efectuat sinteza partiald a 4-epi-trachloban-
giberelinei Aj, (288), de asemenea, pornind de la ent-trachinodiol (237). Jonctiunea
stereospecifica a inelul B a fost pastratd prin tratarea bromhidrinei 284 cu oxid de argint,
obtinandu-se aldehida 285 (Figura 1.34) [149].

sk

R02C “, C:;OZR

282 R = Me
283 R=H
S R1 Ry
' 285 Me CHO
286 Me COOH
7, X 287 Me COOMe
RiOC 7 R, 288 H COOH

Figu. 1.34. Sinteza ent-trachiloban-giberelinelor 283 si 288.

Trachiloban-giberelinele TGAg (289) si TGAj;, (290) au fost preparate prin
biotransformarea acidului ent-trachiloban-19-oic (219) sub actiunea ciupercii Gibberella
fujikuroi mutanta B1-41 (Figura 1.35). Studiul bioactivitatii a demonstrat ca compusul 289
manifestd proprietati biologice caracteristice giberelinelor naturale [150]. Acest studiu a fost mai
tarziu extins, folosind diferite conditii de incubare. Astfel, au fost identificati si alti produsi de
biotransformare, lactona 74-hidroxi 291, acidul tricarboxilic 292 si acidul 6, 7a-dihidroxi-ent-
trachiloban-19-oic (293) (Figura 1.35) [151].
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CO,H

289 R=H
290 R=0OH

Fig. 1.35. Produsii de biotransformare a acidului ent-trachiloban-19-oic (219), 289 — 293.

Diterpenoidele ent-trachilobanice 235 si 236, diterpenoide izolate anterior din specia S.
canariensis [152], au fost preparate pornind de la diacetatul 294, conform schemei din Figura
1.36. Hidroliza partiala a compusului 294 a generat monoacetatul majoritar 238 si diolul 237.
Primul a fost tratat cu trifenilfosfind, iod si imidazol, obtindndu-se derivatul iodurat 296.
Compusul dat, fara a fi purificat, a fost redus cu alumohidrura de litiu generand trachinolul 235
si o cantitate foarte mica de dimer 297. Acetilarea obisnuita a compusului 235 a condus la

obtinerea substratul 236.

294 238 ~90% 237 295

)/PPh3, C3N,H,
I, C¢HsCH

236 298

Fig. 1.36. Sinteza compusilor 235, 236 si biosinteza compusului 298.

lodurarea compusului minor 237 a condus, de asemenea, la obtinerea unui derivat 18-
iodurat, 295. Compusul 236, fiind supus biotransformarii sub actiunea ciupercii Gibberella
fujikuroi, genereaza derivatul acetilat 289 (Figura 1.36) [153].

Bacceili si colab. [154], in cadrul evaluari efectul vasorelaxant al diterpenelor izolate din

frunzele speciei C. zambesicus si a derivatilor ent-trachilobanici sintetici, au testat peste 26 de
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compusi. Dintre compusii sintetici obtinuti, diterpenoidele 280, 299 si 302 s-au dovedit mai
active in comparatie cu martorul, iar compusii 300 si 301 au prezentat proprietati similare

(Figura 1.37).

280 R=p3-OH 300 301 R=ClI
299 R==0 302 R=H

Fig. 1.37. Compusii sintetici activi 280, 299 - 302.

Coates si colab. [155] au raportat sinteza aza-derivatilor din seria ent-beieranica si ent-
trachilobanica. Analogul 13-aza-ent-trachiloban (305) a fost obtinut din ent-beieran-16-ona
(303), prin scindarea inelului D, urmata de regruparea Curtius. Transformarea seco-noraminei
304 a fost realizata prin aziridare intramoleculard. Amina primara a fost oxidata cu Pb(OAc)s,
obtinandu-se cu un randament cantitativ derivatul aza-ciclizat 305. Pentru stabilitate, produsul
305 a fost transformat in picratul 306 (Figura 1.38).

Pb(OAc),

> acid picric
CeHg, K,CO5

Et,0, MeOH

303 304 305 306

Fig. 1.38. Schema de sinteza a 13-aza-ent-tachilobanului (305) [155].

1.4. Concluzii la capitolul 1

In acest capitol au fost discutate si evidentiate principalele directii de cercetare ale
chimiei diterpenoidelor ent-kauranice si ent-trachilobanice: izolarea, diversitatea, activitatea
biologica si potentialul sintetic, punandu-se accent pe acizii accesibili ent-kaur-16-en-19-oic si
ent-trachiloban-19-oic;

Analiza datelor bibliografice a demonstrat urmatoarele:

o In baza studiului de mai sus se poate concluziona ci diterpenoidele ent-kauranice
reprezinta un subiect actual important al cercetdrilor, fiind caracterizate de structuri

deosebite si proprietatile biologice impundtoare;
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o Studiul bibliografic, ce tine de diterpenoidele ent-trachilobanice, a demonstrat ca
diterpenoidele date prezintd un interes aparte, datorita structurii lor pentaciclice unice,

precum si din punct de vederea al activitatii biologice;

o A fost pusa in evidenta legatura biogenetica relevanta a diterpenoidelor ent-kauranice si
ent-trachilobanice, acestea fiind precursori biomimetici valorosi in sinteza altor

diterpenoide tetraciclice.

Reiesind din cele expuse mai sus, elaborarea metodei de izolare a diterpenoidelor cu
structurd ent-kauranica si ent-trachilobanica din deseurile productiei agro-industriale are o
valoare practica deosebitd. Aceste substante pot fi utilizati in calitate de precursori in sinteza
altor diterpenoide bioactive si compusi sintetici cu potential sporit de activitate biologica, ceea ce
reprezintd o problemd de cercetare actuala si de perspectivd. Prezenta lucrare este dedicata

solutionarii acestei probleme.
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2. TRANSFORMARI SINTETICE ALE ACIDULUI ENT-TRACHILOBAN-19-OIC

Compusii ent-trachilobanici sunt metaboliti secundari mai rar intalniti in natura. Chiar si
asa, acidul ent-trachiloban-19-oic (219) este relativ abundent si datorita structurii sale
pentaciclice reprezintd o baza atractiva in sinteza diferitor derivati diterpenici, reprezentativi
fiind produsii regrupati. Astfel, in aspect sintetic acidul 219, datoritd structurii sale si
specificului biogenetic, reprezintd un substrat interesant si accesibil pentru sinteza
diterpenoidelor polifunctionale cu bioactivitate potentiala.

Acidul ent-trachiloban-19-oic (219), pentru prima data a fost extras din floarea-soarelui,
(Helianthus annuus L.) [6], iar pe parcursul anilor, acesta s-a regasit in asa genuri de plante ca:
Helianthus sp. [3], Xylopia sp., lostephane sp., Liatris sp., Psacalium sp., Roldana sp.,
Potentilla sp.[156], Croton sp. [157], Viguiera sp [110]. Acidul 219 manifesta o activitate
antiinflamatorie considerabild in vivo [117] si proprietdti antibacteriene contra B. subtilis si S.
aureus [158]. Acidul 219 actioneaza ca inhibitor al reactiei Hill [159] si prezinta activitate

citotoxica slaba impotriva carcinomului de colon si cel gastric [157].

2.1. Izolarea diterpenoidelor ent-trachilobanice si ent-kauranice din deseurile de floarea-

soarelui

In prezent, plantele reprezinti o bazi medicamentoasa importanta in tratarea bolilor si in
calitate de parafarmaceutice. In acest context, uleiul, mugurii si tinctura din plante de floarea-
soarelui (Helianthus annuus L.) sunt folosite pe larg in medicina populara. Totusi aceasta planta
este cultivata in primul rand pentru semintele ei, a doua cea mai importanta sursd de ulei
comestibil din lume.

Recent, Saini si colab. [160] au prezenta un studiu privind utilizarea traditionald a florii-
soarelui ca produs alimentar si in calitate de remediu pentru tratarea diferitor boli. Aceasta
preponderent este utilizatd pentru tamaduirea rapida a plagilor, tratarea bolilor renale, tratarea
durerilor de piept si a problemelor pulmonare, astm, in atenuarea simptomatologiei reumatice.
De asemenea, este arhicunoscutd utilizarea florii-soarelui in calitate de lubrifiant, stimulent,
antidiareic, dezinfectant si supliment dermatologic. In aceiasi ordine de idei, ceaiurile si alte
produse preparate din diferite parti ale plantei sunt utilizate la tratarea febrei, cataplasme pentru
rani, edeme si Intepaturi de insecte, in tratamentul malariei si a diabetului.

Datorita complexitatii sale fitochimice, formei erbacee si accesibilitatii inalte, au fost
efectuate numeroase studii de izolare a constituentilor. Numarul impunator si varietatea

compusilor izolati caracterizeaza capacitatea florii-soarelui de a produce metaboliti secundari.
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Acesti compusi includ sesquiterpenoide, diterpenoide, lactone sesquiterpenice, triterpenoide,
steroide, flavonoide, cumarine si fenoli. Multi dintre acesti compusi prezinta activitatea
fitotoxica [161] si activitati farmacologice utile [162, 163]. Un studiu fitochimic recent vine sa
confirme inca odatda complexitatea acestei plante. Extractului obtinut din frunze, cu fluide
supercritice (COy), a permis izolarea a 52 compusi din 10 clase chimice diferite [161].
Diterpenoidele ent-trachilobanice si ent-kauranice sunt elemente bioactive importante, ce
rezultd dintr-un precursor biogenetic comun, cu toate acestea, conform datelor literare, exista
doar doua surse vegetale in care acizii 219 si 4 se regasesc in comun: Trachylobium verrucosum
[105] si Helianthus annuus L. [6]. Astfel, acizii ent-trachiloban-19-oic (219), ent-kaur-16-en-19-
oic (4) si 15a-angeloil-ent-kaur-16-en-19-oic (307) (Figura 2.1) au fost izolati din deseurile de

floarea-soarelui conform autorilor [7].

“COR “COR “CO,R —
4R=H 219 R =H 307 R = H
129 R = Me 308 R = Me 309 R = Me

Fig. 2.1. Acizii ent-kaur-16-en-19-oic (4), ent-trachiloban-19-oic (219), 15a-angeloil-ent-kaur-
16-en-19-oic (307) si esterii metilici respectivi 129, 308 si 309.

Materia primad, alcatuitd din tulpini si inflorescente de floarea-soarelui, uscate si in
prealabil maruntite, a fost supusa extractiei cu eter etilic intr-un extractor de tip Soxhlet.
Temperatura de fierbere joasa a solventului, proprietatile aprotice si calitatile extractive inalte,
vin sa reducad la minimum posibilitatea de izomerizare a diterpenoidelor ent-kaurenoice si ent-
trachilobanoice sub actiunea speciilor cu caracter acid prezente in sursa vegetald. Tratarea
concretului cu solutie de 5% de KOH reprezintd o cale de acumulare a compusilor de interes in
partea acida a extractului.

Parte acida este apoi supusa cromatografiei pe coloana cu silicagel, fiind eluate doua
fractii. Prima fractie este formata din amestecul de acizi izomeri ent-trachiloban-19-oic (219) si
ent-kaur-16-en-19-oic (4), izolati cu un randamentul de 35%, iar a doua fractie include derivatul
C-15 functionalizat al acidului ent-kaurenoic, acidul 15«-angeloil-ent-kaur-16-en-19-oic (307)
obtinut cu un randament de 17%. Cercetarile fitochimice recente au demonstrat ca acidul 307, de
rand cu acidul ent-kaur-16-en-19-oic (4) manifestd o activitate inhibitorie asupra alungirii

coleoptilului, care persista la diluare, iar la concentratii ridicate efectul se intensifica [161].
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Datorita proprietatilor cromatografice similare, separarea amestecului de acizi izomeri
219 si 4 a fost posibila doar prin cromatografie pe coloand cu silicagel impregnat cu nitrat de
argint [164]. Raportul acizilor ent-trachiloban-19-oic (219) si ent-kaur-16-en-19-oic (4) izolati
din extract este de ~ 2:7. Structurile acizilor 219 si 4 a fost confirmata prin compararea datelor
spectrale si fizico-chimice cu cele disponibile in literatura de specialitate.

Astfel, a fost efectuata extractia deseurilor de floarea-soarelui si izolarea cromatografica
a acizilor ent-kaur-16-en-19-oic (4), ent-trachiloban-19-oic (219) si 15a-angeloil-ent-kaur-16-

en-19-oic (307) - compusi naturali importanti ce manifestd o gama larga de activitati biologice.

2.1.1. Studiul procesului de extractie a deseurilor de floarea-soarelui cu diferiti solventi

In directia optimizarii procesului de extractie al diterpenoidelor ent-kauranice si ent-
trachilobanice din deseurile de floarea-soarelui, s-a efectuat un studiu de extractie cu diferiti
solventi. Eterul etilic are o putere extractiva inalta, dar totodata, este un solvent usor inflamabil
si volatil, ceea ce a directionat cercetarile spre alti solventi, mai siguri din punct de vedere
tehnologic. Astfel, luand in calcul datele literare, cit si unele consideratii proprii, studiul
extractiei deseurilor de floarea-soarelui a fost efectuat folosind urmatorii solventi: eter de petrol,
diclorometan, acetona, etanol si toluen [165].

In toate cazurile, aceiasi cantitate de material vegetal uscat a fost extrasi cu un volum
identic de solvent. Extractiile au fost efectuate intr-un extractor de tip Soxhlet, in 10 cicluri
consecutive. Dupa indepartarea solventului, toate extractele brute au fost cantarite si impartite in
fractii neutre si acide. Apoi, fractiile acide provenite de la fiecare proces de extractie au fost
tratate cu diazometan, generdnd esterii metilici respectivi, 129, 308 si 309 (Figura 2.1).
Identificarea si cuantificarea componentelor s-a efectuat cu ajutorul cromatografiei cu cuplate cu
detector de masa (GC-MS). Extractul cu eter etilic este utilizat in calitate de referinta (Tabelul
2.1).

Conform datelor de mai jos, componenta predominantad a tuturor extractelor este acidul
ent-kaur-16-en-19-oic (4). Extractele obtinute cu eter etilic si etanol contin cele mai mari
cantitati de acid 4, 22% si 21% respectiv, iar eterul de petrol a manifestat proprietati extractive
relativ joase. Cantitatea cea mai mare de acid 15a-angeloil-ent-kaur-16-en-19-oic (307) a fost
extrasd cu etanol (1%), in timp ce continutul maxim de acid ent-trachiloban-19-oic (219) este
extras cu eter etilic (8%) [165].
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Tabelul 2.1. Continutul relativ al esterilor metilici 129, 308 si 309

Masi Parte Continutul relativ al esterilor metilici=**
(%)
No Solvent* extract*> | acida Metil ent- Metil-15a-angeloil- Metil ent-
kaur-16-en- ent-kaur-16-en-19- trachiloban-19-

(9) (@) 19- oat (129) oat (308) oat (309)
1 Eter de petro| 1.583 0.839 0.8 0 1.0
2 | Diclorometan 2.572 1.126 12.0 0 2.0
3 Acetona 3.138 1.568 17.0 0.5 4.0
4 Etanol 5.043 2.571 21.0 1.0 6.0
5 Toluen 2.820 1.466 17.0 0.5 5.0
6 Eter etilic 5.082 2.592 22.0 0.5 8.0

* A fost utilizat un volum de 750 mL de solvent;
** Greutatea extractului obtinut din 100 g din deseuri uscate de floarea-soarelui;
*#* Determinat in baza datelor GC-MS.

Luand in calcul rezultatele prezentate in Tabelul 2.1, etanolul este recomandat pentru o
extractie eficienta a diterpenoidelor ent-kauranice si ent-trachilobanice, fiind un solvent ecologic

si industrial aplicabil.

2.2. Izomerizarea superacida a acidului ent-trachiloban-19-oic. Sinteza retro-biomimetica a

diterpenoidelor naturale ent-kauranice, ent-atisanice si ent-beieranice.

Diterpenoidele tetraciclice ent-atisanice, ent-beieranice, ent-kauranice si cele
pentaciclice ent-trachilobanice reprezinta un grup important de diterpenoide policiclice
biogenetic strans legate intre ele, multe dintre care prezinta o gama larga de activitati biologice
[35, 159, 166 - 168]. Toate aceste diterpenoide au o structura complexa si sinteza lor reprezinta
o provocare de loc facila. Existd putine publicatii ce tin de sinteza totald a beieranilor sau
atisanilor, iar performanta lor generala este relativ mica [146, 169]. O alta cale ar fi sinteza
partiald a acestora, in baza transformarilor biomimetice ale diterpenoidelor naturale disponibile,
cum ar fi cele trachilobanice [105] sau kauranice [145, 170]. Aceasta abordare s-a dovedit a fi

mai eficienta, atat din punct de vedere al complexitatii, cat si a randamentul total.
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Conform ipotezei lui Wenkert privind biogeneza diterpenoidelor [171], clasele discutate
mai sus ar putea rezulta din (-)-copalil pirofosfat (E) prin intermediul unui carbocation neclasic,
spre exemplu F (Figura 2.2). Astfel, in atentia noastrd se ridica problema transformarii
biomimetice a ent-trachilobanului (C) si a ent-kaurenului (B) in ent-beieren (A) sau ent-atisen

(D).

w T
= PR
j / ent—beleren

l F H ent-kauren
-H*
é | ; } =~ %
D
ent-atisen ent-trachiloban

Fig. 2.2. Ipoteza biogenezei diterpenoidelor dupa Wenkert [171].

In baza ideilor de mai sus, a fost dezvoltati o cale semi-sintetici pentru obtinerea
compusilor biogenetic apropiati reiesind din acidul ent-trachiloban-19-oic (219) disponibil (vezi
subcapitolul 2.1). Aceasta abordare este foarte simpla si implica izomerizarea substratului intr-0
singurd etapa cu obtinerea produsilor scontati in baza principiului retro-biomimetice elaborat
(C—F—A, Bsau D).

Izomerizarea diterpenoidelor ent-trachilobanice sub actiunea diferitor reactivi a fost
raportatd anterior [172]. Cele mai multe dintre exemple se referd la reactiile care implica
formarea carbocationului neclasic de tip F (Figura 2.2). Este bine cunoscut din lucrarile lui Olah
si colab. [173], ca superacizii sunt buni generatori de astfel de specii, fiind promotori eficienti in
ciclizarea terpenoidelor si in regrupari.

Astfel, tratarea acidului ent-trachiloban-19-oic (219) cu exces de acid fluorosulfonic (5

eq.) in conditii blande (-60 °C), permite generarea carbocationului si, prin urmarea, obtinerea
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unor compusi cu schelet regrupat [174 — 177]. Produsul de reactie brut a fost separat
cromatografic, pe coloana cu silicagel, in doud fractii cu compusi nepolari si compusi polari.
Fractia nepolara a fost cromatografiata pe coloana cu silicagel impregnat cu nitrat de argint.
Eluarea in gradient cu benzen — benzen/acetat de etil a permis izolarea unei serii de compusi
izomeri cu schelete regrupate. In ordinea cresterii polarititii au fost izolati urmatorii compusi:
acizii ent-atisenici - ent-atis-15-en-19-oic (310; 12%) si ent-atis-16-en-19-oic (311; 22%); acizii
ent-kaurenici - ent-kaur-16-en-19-oic (4, 3%), ent-kaur-15-en-19-oic (63; 1%); si in final, acidul
ent-beier-15-en-19-oic (312; 2%) (Figura 2.3).

bC310 R=H p 31MR=H p(4R=H
315 R=Me 316 R=Me 129 R = Me

219

b(313R=H bC314R=H

319 R =Me 320 R=Me

Reagenti si conditii: (2) FSOzH (5 eq.), i-PrNO,/CH,Cl,, -60 °C, 15 min; (b) CH,N,, Et,O, 30 min.
Fig. 2.3. Schema reactiei de izomerizare superacida a acidului ent-trachiloban-19-oic (219).

Structurile produsilor izolati au fost stabilite in baza datelor spectrale, *H- s BC-RMN,
DEPT, inclusiv experimentele bidimensionale (HSQC, HMBC, COSY, NOESY). Aceste structuri
au fost confirmate si prin corelare chimica. Tratarea acizilor individuali, 4, 64, 310 — 312, cu
solutie eterica de diazometan a condus la obtinerea cu randamente cantitative a esterilor metilici
corespunzatori: ent-kaur-16-en-19-oat de metil (129), ent-atis-15-en-19-oat de metil (315), ent-
atis-16-en-19-oat de metil (316), ent-kaur-15-en-19-oat de metil (317) si ent-beier-15-en-19-oat
de metil (318) (Figura 2.3).

Fractia polara a fost recromatografiatd pe coloand cu silicagel, obtinandu-se doi derivati
hidroxilici izomeri cu schelet atisanic, (16/)-16-hidroxi-ent-atisan-19-oic (313; 23%) si (16a)-
16-hidroxi-ent-atisan-19-oic (314; 16%) (Figura 2.3). Structurile produsilor izolati au fost

stabilite in baza datelor spectrale si prin corelare chimica. Tratarea hidroxiacizilor cu solutie
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eterici de diazometan a condus cantitativ la esterii metilici corespunzatori 319 si 320
(Figura 2.3).

Astfel, izomerizarea superacida a acidului ent-trachiloban-19-oic (219), genereaza cu
preponderenta diterpenoide ent-atisanice, randamentul total al compusilor 310, 311, 313 si 314
fiind de circa 73% [177].

GGPP

ent-copalil pirofosfat

ent-CPP /
.
H “H

migrare
de alchil

migrare

1,3-H 310

+
2o e 311
migrare
de alchil
+Hy0O
314

Fig. 2.4. Mecanismul propus al transformarii retro-biomimetice

a acidului ent-trachiloban-19-oic (219).

Conform ultimelor studii cunoscute, ce tin de biosinteza compusilor dati, transformarea
acidului ent-trachiloban-19-oic (219) in compusi de tip ent-atisanic are loc prin intermediul
carbocationului beieranil A, care, suferind o serie de migrari, genereaza carbocationul ent-
atisanil D (A — B — D) (Figura 2.4). Ruperea protonului din pozitiile C;5 sau C;7, conduce la
formarea legaturii duble izomere in acizii ent-atisenoici 310 si 311. Compusii hidroxilati 313 si
314 se formeaza la interactiunea carbocationului D cu o moleculd de apa. Acizii izomeri ent-
kaurenoici sunt generati pe calea A — C, ca urmare a migrarii grupei alchil din pozitia Ci3 in

Ci6. La pierderea unui proton din Cys sau din Cy7 respectiv, carbocationul tertiar ent-kaurenil C
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genereaza acizii ent-kaur-16-en-19-oic (4) si ent-kaur-15-en-19-oic (63). Acidul ent-beier-15-en-
19-oic (312) este format direct din carbocationul A, la ruperea unui proton din centrul Css.

In compusii 310 si 311 corelatiilor *H-"H COSY ale atomilor de hidrogen din pozitiile
Hp-9 < Hy-11 <> H-12 < H»-13, sugereaza o conexiune C-12 — C-16, specifica scheletului ent-
atisanic (Figura 2.5, Figura 2.6).

In spectrul IR al compusul 310 sunt prezente benzile de absorbtie ale grupei carboxil
(3550 — 3220 si 1695 cm™) si ale legaturii duble (3050 si 1467 cm™). In spectrul *H NMR sunt
prezente semnalele singlet ale grupelor metil din C-17, C-18 si C-20 (1.76, 1.25 si 0.90 ppm), si
semnalul singlet al protonului din pozitia C-15 de la legatura dubld endociclica (5.58 ppm).

17

X
COSY: HwmmHy HMBC: H C

Fig. 2.5. Corelatii "H-*C HMBC si *H-'H COSY selectate ale compusilor 310 si 315,

Spectrul BC RMN confirma prezenta in moleculd acestui compus a grupelor metil din
pozitiile C-17 (20.0 ppm), C-18 (28.9 ppm) si C-20 (11.9 ppm), si a 8 grupe metilenice. De
asemenea, din spectrul carbonic observam semnalele carbonilor cuaternari din pozitiile C-4
(43.7 ppm), C-8 (37.4 ppm), C-10 (38.0 ppm) si C-16 (140.3 ppm), semnalul grupei carboxil din
pozitia C-19 (182.7 ppm) si ale carbonilor trisubstituiti C-5, C-9, C-12 si C-15 de la 57.2, 53.3,
35.9 si 135.9 ppm, legatura dubla fiind localizata la atomii de carbon din pozitiile C-15 si C-16.
Unele corelatii HMBC, ce confirma atribuirile de mai sus, sunt: Hz-20 — C-1, C-5, C-9, C-10;
Hs-18 — C-3, C-4, C-5, C-19; Hs-9 — C-8, C-10, C-11, C-12, C-14; H»-13 — C-8, C-11, C-14,
C-16; H-15 — C-8, C-16 (Figura 2.5). Datele spectrale ale esterului metilic corespunzator 315,
coincid cu cele din literatura [178].

Acidul 311 in spectrul IR prezinta benzi de absorbtie ale grupei carboxil (3550 — 3200 si
1690 cm™) si ale legaturii duble (3040 cm™). in spectrul *"H NMR sunt prezente semnalele
singlet ale grupelor metil din centrele C-18 si C-20 (1.24 si 0.90 ppm), si semnalele dublet
monoprotonice ale grupei exometilenice din C-17 (4.73, 4.57 ppm). Spectrul *C RMN atesta
prezenta In moleculd a grupelor metil in C-18 (28.9 ppm) si C-20 (12.1 ppm) si a 10 grupe
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metilenice, dintre care se evidentiaza grupa metilenica din C-17 (135.9 ppm). De asemenea, din
spectrul carbonic observam semnalele carbonilor cuaternari din pozitiile C-4 (43.7 ppm), C-8
(33.6 ppm), C-10 (38.4 ppm), C-16 (152.8 ppm), semnalul grupei carboxil din pozitia C-19
(182.3 ppm) si semnalel carbonilor trisubstituiti C-5, C-9 si C-12 de la 57.2, 52,2 si 36.6 ppm.
Unele corelatii HMBC, ce confirma atribuirile de mai sus, sunt: H3-20 — C-1, C-5, C-9, C-10;
Hs-18 — C-3, C-4, C-5, C-19; Hs-9 — C-8, C-10, C-11, C-12, C-14; H,-13 — C-8, C-11 si C-
16; H,-15 — C-8, C-12, C-14 si C-16 (Figura 2.6). Datele spectrale ale acidului 311 [179] si
esterului 316 [178 - 180] coincid cu cele din literatura.

X
COSY: HwmmH HMBC: H C

Fig. 2.6. Corelatii "H-*C HMBC si *H-'H COSY selectate ale compusilor 311 si 316.

in spectrul "H-"H COSY ale acizilor 63 si 4 se observa corelatii intre protonii Hg-9 <> Ho-
11 < Hy-12 < H,-13 < Hj-14, ce sugereazd o conexiune intre centrele C-13 — C-16,
caracteristica diterpenodelor ent-kauranice.

Acidul 63 in spectrul IR prezinta benzi de absorbtie specifice grupei carboxil (3540 —
3200 si 1690 cm™) si ale legaturii duble (3030 cm™). Legitura dubla este pozitionati la carbonii
C-15 — C-16. in spectrul *H NMR sunt prezente semnalele singlet ale grupelor metil din C-17, C-
18 si C-20 (1.70, 1.23 si 0.97 ppm), si semnalul singlet monoprotonic din pozitia C-15 (5.06
ppm). Spectrul **C RMN atesti prezenta in moleculd a grupelor metil din C-18 (28.9 ppm) si C-
20 (15.4 ppm) si a 8 grupe metilenice. De asemenea, din spectrul carbonic observdm semnalele
carbonilor cuaternari din pozitiile C-4 (43.7 ppm), C-8 (33.6 ppm), C-10 (38.4 ppm), C-16
(152.8 ppm), semnalul grupei carboxil din pozitia C-19 (182.3 ppm) si a carbonilor trisubstituiti
din C-5, C-9, C-13 si C-15 (56.9, 48.2, 44.8 si 135.2 ppm), legatura dubla fiind localizata la
atomii de carbon din pozitiile C-15 — C-16. Unele corelatii HMBC, ce confirma atribuirile de mai
sus, sunt: Hz-20 — C-1, C-5, C-9 si C-10; Hs-18 — C-3, C-4, C-5 si C-19; Hs-9 — C-8, C-10,
C-11, C-14, C-15; H,-13 — C-12, C-14, C-15 si C-16 (Figura 2.7). Datele spectrale ale acidului
63 [54] si esterului 317 [145] coincid cu cele din literatura. Acidul 63 a fost raportat ca
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componenta bioactiva a plantelor din specia Wedelia biflora si manifesta proprietati antifungica

sl antifedanta [181].

C

18 __CO2R

R
COSY: HwmmH HMBC: H C

Fig. 2.7. Corelatii 'H-C HMBC si 'H-'H COSY selectate ale compusilor 63 si 317.

In spectrul IR, compusului 312 prezinti benzile de absorbtie ale grupei carboxil (3600 —
3200 si 1685 cm™) si ale legaturii duble (3025, 1580 si 740 cm™). Corelatiile *H-"H COSY ale
protonilor H-9 «» Hy-11 <> H,-12, sugereazi un compus de tip ent-beieranic (Figura 2.8). In
spectrul 'H NMR sunt prezente semnalele singlet ale grupelor metil din C-17 si C-20 (1.01 si
0.69 ppm) si a metilului din C-18 (1.26 ppm), semnalele dublet monoprotonice ale legaturii duble
endociclice, C-15 (5.45 ppm, 5.47 ppm) si C-16 (5.72 ppm, 5.74 ppm). Spectrul *C RMN
confirma prezenta a trei grupe metil, din pozitiile C-17 (24.9 ppm), C-18 (29.1 ppm) si C-20
(13.8 ppm), si a 8 grupe metilenice. De asemenea, din spectrul carbonic observam semnalele
carbonilor cuaternari din pozitiile C-4 (43.9 ppm), C-8 (49.2 ppm), C-10 (37.7 ppm), C-13 (43.7)
si a carbonilor trisubstituiti C-15 (134.8 ppm) si C-16 (136.5 ppm) de la legatura dubla, si a celor
din pozitiile C-5 (57.2 ppm) si C-9 (52.4 ppm).

X
COSY: HwmmH HMBC: H C

Fig. 2.8. Corelatii *H-*C HMBC si *H-"H COSY selectate ale compusilor 312 si 318.

Corelatiile HMBC, ce confirma atribuirile de mai sus, sunt: H3-20 — C-1, C-5, C-9 si C-
10; Hs-18 — C-3, C-4, C-5 5i C-19; Hp-9 — C-8, C-10, C-11; H,-14 — C-8, C-9, C-12, C-13;
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Hs3-17 — C-12, C-13, si C-16 (Figura 2.8). Aceasta structura a fost confirmata si prin corelare
chimica cu esterul metilic corespunzator 318, obtinut la tratarea acidului individual cu solutie
etericd de diazometan. Datele spectrale si constantele fizico-chimice ale compusilor 312 si 318
corespund cu datele descrise in literatura [170, 179].

Hidroxiacidul 313 este caracterizat in spectrul IR de benzile de absorbtie specifice grupei
carboxil (1690 cm™) si a grupei hidroxil (3420 cm™). In spectrul 'H NMR sunt prezente
semnalele singlet ale grupelor metil din C-17, C-18 si C-20 (1.30, 1.26 si 0.90 ppm). Spectrul
13C RMN atesta prezenta in moleculd a grupelor metil in C-17 (30.7 ppm), C-18 (28.9 ppm) si C-
20 (12.1 ppm) si a 9 grupe metilenice. Semnalele carbonilor cuaternari din pozitiile C-4, C-8, C-
10 si C-16 se gasesc la 43.7, 33.7, 38.2 si 72.4 ppm, semnalul grupei carboxil din pozitia C-19 la
183.5 ppm, iar semnalele carbonilor trisubstituifi C-5, C-9 si C-12 le gasim la 57.2, 50.9 si 37.9
ppm. Unele corelatii HMBC, ce confirma atribuirile de mai sus, sunt: Hs-20 — C-1, C-5, C-9, C-
10; H3-18 — C-3, C-4, C-5, C-19; H,-15 — C-8, C-12, C-14; Hy-14 — C-7, C-8, C-13; H»-13
— C-12, C-14 si C-16 (Figura 2.9). Stereochimia relativa a grupei OH din pozitia C-16 a fost
stabilita n baza experimentului NOESY RMN, ce atesta corelatia dintre atomi de hidrogen din
pozitiile H,-13<H-17, ceea ce ne-ar indica ca metilul din C-17 este a-orientat, si respectiv OH
este p-orientat (Figura 2.9). Esterul metilic 319 corespunzator a fost obtinut la tratarea acidului
individual 313 cu solutie eterica de diazometan. Datele spectrale ale acidului 313 [182] si ale

esterului metilic 319 [183] coincid cu cele din literatura.

VR
COSY: Hw=sm{ HMBC: H C NOESY: H H

Fig.2.9. Corelatii cheie *H-"*C HMBC, *H-'H COSY si NOESY ale compusilor 313 si 319.

In spectru IR hidroxiacidul 314 prezinti benzi de absorbtie specifice grupei carboxil
(1690 cm™) si a grupei hidroxil (3350 cm™). In spectru *H NMR sunt prezente semnalele singlet
ale grupelor metil din C-17, C-18 si C-20 (1.31, 1.26 si 0.90 ppm). Spectrul *C RMN atesta
prezenta in molecula a trei grupe metil in C-17 (30.5 ppm), C-18 (28.9 ppm) si C-20 (12.0 ppm)
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si a 9 grupe metilenice. Semnalele carbonilor cuaternari din pozitiile C-4, C-8, C-10 si C-16 se
gasesc la 43.7, 33.8, 38.3 si 72.2 ppm, semnalul grupei carboxil din pozitia C-19 la 183.0 ppm,
iar semnalele carbonilor trisubstituiti C-5, C-9 si C-12 se gasesc la 57.1, 50.6 si 38.0 ppm.

Unele corelatii HMBC, ce confirma atribuirile de mai sus, sunt: H3-20 — C-1, C-5, C-9,
C-10; H3-18 — C-3, C-4, C-5, C-19; H,-15 — C-8, C-12, C-14; H,-13 — C-8, C-11, C-12, C-14
si C-16 (Figura 2.10). In cazul dat, corelatia dintre atomi de hidrogen din pozitiile H,-13<H-17
lipseste, ceea ce indicd asupra unei configuratii inverse a centrului C-16 in comparatie cu
izomerul 313, metilul C-17 fiind S-orientat, iar OH — a-orientat (Figura 2.10). Esterul metilic
corespunzator 320 a fost obtinut la tratarea acidului individual 314 cu solutie eterica de
diazometan. Datele spectrale ale acidului 314 [182] si ale esterului 320 [184] coincid cu cele din

literatura.

X
COSY: HwmmHy HMBC: H C

Fig. 2.10. Corelatii selectate "H-"*C HMBC si *H-'H COSY ale compusilor 314 si 320.

Acizii diteprenici obtinuti reprezintd compusi naturali si sunt cunoscufi de o perioada
indelungata de timp, totusi activitatea lor biologica ramane a fi putin exploratd. Unele studii
recente au relevat date destul de surprinzatoare. De exemplu, acidul ent-beier-15-en-19-oic 312
izolat din radacinile plantelor medicinale mexicane Viguiera hypargyrea, a demonstrat o
activitate antispasmoticd si antimicrobianad la concentratii scazute [18]. De asemenea, multe
diterpenoide ent-atisanice poseda activitate citotoxica [185 — 187].

Astfel, izomerizarea superacida al acidului ent-trachiloban-19-oic (219) genereaza o serie
de compusi naturali, predominand diterpenoidele ent-atisanice, compusi ce manifesta activitate

citotoxica.
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2.3. Functionalizarea acidului ent-trachiloban-19-oic cu diacetat de iodobenzen si bromura
de litiu (PhI(OAC); - LiBr)

Daca privim inelul ciclopropanic din componenta scheletului ent-trachilobanic, drept
centru reactiv asemanator legaturii duble, o directie promitatoare reprezinta oxidarea acestuia.
Aceasta abordare este echivalenta cu scindarea inelului si obtinerea unor compusi regrupati cu
un grad de functionalizare mai ridicat. In acest sens, avand ca punct de pornire oxidarea legaturii
duble, dihidroxilarea ar fi o cale de functionalizare interesantd. Astfel, “dihidroxilarea”
substratului terpenic a fost realizata in baza unei metode catalitice elaborate de Sudalai si colab.
[188]. Conform metodei, reactia se petrece in mediu de acid acetic, ceea ce este un plus in cazul
dat, deoarece, in literatura deschiderea inelului ciclopropanic este efectuatd preponderent in
conditii acide [140, 141].

Astfel, acidul ent-trachiloban-19-oic (219) a fost tratat cu Phl(OAC); si LiBr, in mediu de
acid acetic, la temperatura de 95 °C [189]. Dupa 18 ore produsul de reactie, ce reprezinta un
amestec complex, a fost supus cromatografiei pe coloana. Eluarea in gradient cu eter de petrol —
eter de petrol/acetat de etil a permis izolarea a doi compusii noi functionalizati cu schelete
regrupate, compusul minor acidul (138, 154)-13,15,17-tribromo-ent-atis-16Z-en-19-oic (321) si
compusul majoritar scontat, acidul (128)-12-hidroxi-16a-acetoxi-ent-kauran-19-oic (322)
(Figura 2.11). Randamentul total al compusilor constituie 72% [189], iar structurile lor au fost

stabilite in baza datelor spectrale.

219 321 (11%) 322 (61%)
Reagenti si conditii: (3) PhI(OAC); (1 eq.), LiBr (20 mol/%), AcOH, 95 °C, 18 ore.

Fig. 2.11. Schema reactiei acidului ent-trachiloban-19-oic (219) cu Phl(OAc); — LiBr.

Transformarea data uimeste prin selectivitate inalta, derivatul ent-kauranoic fiind obtinut
cu un randament de circa 60%. Acest fenomen nu este caracteristic reactiilor de izomerizare,
reactia datd prezentand un interes deosebit din punct de vedere sintetic. Datoritd gradului inalt de
functionalizare compusii dati prezinta un potential sporit de activitate biologica, fiind inclusi in

studii curente ce tin de activitatea citotoxica testata pe diferite linii de celule canceroase.
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Realizand reactia cu al doilea sistem oxidant, NalO,4 - LiBr, conform metodicii [188] s-a
obtinut un amestecul foarte complex si nu s-a reusit izolarea vreunui compus.

Conform ipotezei biogenezei, inelul ciclopropanic in ent-trachilobani poate scinda in trei
moduri diferite (Figura 2.12), generand astfel diterpenoide biogenetic legate: ent-atisani, ent-

beierani si ent-kaurani.

Fig. 2.12. Cai de scindare ale inelului ciclopropanic in diterpenoidele ent-trachilobanice.

In naturd se intdlnesc o gami larga de compusi terpenici halogenati, iar algele marine
rosii sunt o sursa bogata de metaboliti bromurati, inclusiv derivati diterpenici. Ce tine de
mecanismul formarii unor astfel de compusi, in naturd acestia se obtin preponderent prin
strategii oxidative, cu formarea ionului de bromoniul. Pornind de la ideea de mai sus, o posibila
cale de obtinere a compusului 321 este propusa mai jos, iar drept model a servit reactia de aditie
a halogenilor la legatura dubla (Figura 2.13). In acest caz, inelul ciclopropanic scindeazi pe

calea b, cu generarea scheletului atisanic.

[O]

2Br —_— > Bn,

12 H
I -Br I - ' Y T
COzH (-\ COzH \+“ COzH 13 -H+

Br--Br “Br

219 Ib b  Br
12
| _ +BI'2 7 +BI'2
COzH 13 v - HBr COzH Br -HBr
b Br
321

Fig. 2.13. Mecanismul propus de formare a compusului (134, 1564)-13,15,17-tribromo-ent-atis-
16Z-en-19-oic (321).

Astfel, bromurarea acidului ent-trachiloban-19-oic (219) duce, in prima faza, la ionul de
bromoniu Ib, care la aditie genereaza atesanil carbocationul I1b. Acesta, prin eliminarea unui

proton conduce la compusul ent-atisenic bromurat I11b. Urmeaza bromurarea legaturii duble in
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I1b si eliminarea unei molecule de HBr, cu formarea intermediarului IVb. In continuare, se
presupune ca are loc o substitutie alilica la centrul Cys, care ar putea fi explicata prin aparitia
speciilor active de Br sub actiunea temperaturii inalte (95 °C) timp indelungat, iar pozitia data
fiind steric accesibila. Astfel, presupusa bromurare alilicd a intermediarului 1Vb, genereaza
compusul 321. Randamentul acidului tribromurat 321 constituie doar 11%, dar luand in calcul
complexitatea transformarilor si produsul in sine, este acceptabil.

Compus 321, conform spectrelor protonic, carbonic si prin analiza corelatiile
experimentelor bidimensionale au fost atribuite grupa carboxil, o legatura dubla, trei grupe CH-
Br si doud grupe metil. Corelatiile "H-"H COSY ale protonilor Hs-9 <> Hp-11 <> H-12 <> H,-13,
au sugerat o conexiune a carbonilor C-12 — C-16, specifica scheletului atisanic. Spectru IR
prezintd benzi de absorbtie specifice grupei carboxil (1690 cm™), legiturii duble exociclice
(3040 cm™) si atomilor de Br (750 cm™). In spectrul *H NMR sunt prezente semnalele singlet ale
grupelor metil din C-18 si C-20 (1.26 si 1.04 ppm), semnalul dublet al protonului din C-17 de la
legatura dubla exociclica, la 6.24 — 6.25 ppm, semnalele singlet monoprotonice grupei —-CH— din
pozitia C-15 la 4.27 ppm. Spectrul *C RMN atesta prezenta in moleculd a grupelor metil in C-
18 (28.9 ppm) si C-20 (14.05 ppm) si a sapte grupe metilenice. Semnalele carbonilor cuaternari
din pozitiile C-4, C-8, C-10 si C-16 se gasesc la 43.5, 38.8, 39.2 si 145.2 ppm, semnalul grupei
carboxilice din pozitia C-19 la 183.3 ppm, iar semnalele carbonilor trisubstituiti C-5, C-9, C-12,
C-13, C-15 si cel de la legatura dubla se regasesc la 56.0, 50.0, 45.0, 47.8, 61.5 si 106.8 ppm.

z =15
C02 §0 8\‘\14 13
" Br ™—~H” B

~

Br

/\ m
COSY: Hw=sm{ HMBC: H C NOESY: H H

Figura 2.14. Corelatii '"H-"*C HMBC, *H-"H COSY si NOESY cheie, si configuratia relativa

atribuitd compusului 321.

Unele corelatii HMBC, ce confirma atribuirile de mai sus, sunt: H3-20 — C-1, C-5, C-9,

C-10; Hs-18 — C-3, C-4, C-5, C-19; H,-13 — C-12, C-14; H,-14 — C-7, C-8, C-13; H-15 —
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C-13, C-14, C-16; H-17 — C-16 (Figura 2.14). Stereochimia relativd a compusului 321 a fost
stabilitd prin analizarea corelatiilor NOESY. Jonctiunea stereospecifica a inelelor A, B, C si D
este caracteristica diterpenoidelor ent-atisanice [179, 190]. Corelarea NOESY puternica H-13 <
H-14 si una mai slabd H-13 <> Hy-12, precum si, corelarea H-15 <> Hy-9 au sugerat ca protonii
H-13 si H-15 sunt S-orientati, si respectiv atomii Br-13 si Br-15 sunt a-orientati. Configuratia
legaturii duble a fost considerata Z (Cis), in baza corelatiei H-17 «» H-12 (Figura 2.14). Astfel,
structura compusului 321 a fost elucidata ca fiind acidul (134, 154)-13,15,17-tribromo-ent-atis-
16Z-en-19-oic.

In cazul compusului 322, inelul ciclopropanic a fost scindat pe calea a, generand schelet
ent-kauranic. Acesta practic reprezintd un produs de reactie scontat, conform metodicii de
dihidroxilarea a alchenelor catalizata de LiBr, mediata de un oxidant, in cazul dat, PhI(OAc); in
AcOH [188]. Conform ciclului catalitic propus de autori, Br, generat in situ, la oxidarea
bromurei de litiu conduce rapid la bromoacetoxilarea substratului prin intermediul ionului de
bromonium la si carbocationului ent-kauranil Ila, obtinandu-se produsul intermediar Illa.
Acesta, in prezentd de PhI(OAc); si asistata de grupa acetoxi, pierde Br si genereaza specia 1Va,

care la interactiunea cu un nucleofil, in cazul dat apa, conduce la derivatul ent-kauranic 322
(Figura 2.15).

ZBr'—>[O] Br,
M »  +OAC
I -Br
CO,H e COQH \+\ oH A
219 la lla
Br’/\ ‘— OH
. 12 12
2 O O
i 13 )&\ —_— | 13 >+7 H20 > 13
_Rr Mt
COzH 16 o Br COzH 16 @) H CO2H OAc
I" 17 17 17
a IVa 322

Fig. 2.15. Cale presupusa de obtinere a compusului (12/)-12-hidroxi-16a-acetoxi-
ent-kauran-19-oic (322).

Compusul majoritar 322, conform spectrelor protonic, carbonic si a corelatiilor
bidimensionale contine grupele carboxil, hidroxil, acetoxi si trei grupe metilice. Spectrul IR
prezintd benzi de absorbtie specifice grupei carboxil (1687 cm™), grupei hidroxil (3388 cm™) si
a grupei acetoxi (1738 si 1255 cm™). Corelatii *H-"H COSY ale protonilor Hz-9 <> Hp-11 <> Ho-

12 < H,- 13> Hz-14 a sugerat o legatura C-13 — C-16 caracteristicd diterpenoidelor ent-
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kauranice. In spectrul 'H NMR sunt prezente semnalele singlet ale grupelor metil din pozitiile C-
17, C-18 si C-20 (1.58, 1.24 si 1.01 ppm) si semnalul singlet al grupei metil din componenta
grupei OAc (2.00 ppm). De asemenea, se regasesc semnalele multiplet si triplet al protonilor din
pozitiile C-12 (4.40 ppm) si C-13 (2.67 ppm). Spectrul **C RMN indica prezenta in molecula a
grupelor metil in centrele C-17 (24.4 ppm), C-18 (28.9 ppm) si C-20 (12.9 ppm), a grupei metil
din cadrul grupei OAc (22.3 ppm) si a opt grupe metilenice. Semnalele carbonilor cuaternari din
pozitiile C-4, C-8, C-10 si C-16 se gasesc la 43.6, 34.3, 38.2 si 82.6 ppm. Semnalele grupelor
carboxil din C-19 si acetoxi se regasesc la 183.3 si 170.3 ppm, respectiv. Carbonii trisubstituiti
din pozitiile C-5, C-9, C-12 si C-13 se afld la 56.5, 49.5, 49.2 51 43.4 ppm.

Unele corelatii HMBC, ce confirma atribuirile de mai sus, sunt: H3-20 — C-1, C-5, C-9
si C-10; Hs-18 — C-3, C-4, C-55i C-19; Hp-9 — C-8, C-10, C-11; H,-13 — C-12, C-16; H,-15
— C-7, C-8, C-13, C-14, C-16; H3-17 — C-13, C-16, OAc (Figura 2.16). Stereochimia relativa
a compusului 322 a fost stabilita prin analiza corelatiilor NOESY. Prezenta efectului Overhauser
intre protonii Hg-9 si H-12, vine sd confirme a-orientarea grupei hidroxil din pozitia C-12.
Totodata, existenta corelatiei intre protonii H-12 <> H3-17 indicd ca metilul din C-17 este S-
orientat, iar grupa OAC este a-orientata (Figura 2.16). Compusul majoritar (61%) reprezinta un
derivat ent-kauranic, functionalizat in pozitiile C-12 si C-16, si a fost identificat ca acidul (124)-
12-hidroxi-16a-acetoxi-ent-kauran-19-oic (322).

/_\ /\
COSY: Hw==m}] HMBC: H C NOESY: H H

Fig. 2.16. Corelatii *H-"*C HMBC, *H-'H COSY si NOESY cheie, si configuratia relativa

atribuitd compusului 322.

Derivati ent-kauranici functionalizati in pozitia C-12 sunt destul de rar intalniti in natura,
cel mai frecvent raportat fiind acidul 12a-hidroxi-ent-kaur-16-en-19-oic [191, 192] si o serie de

derivati ai acidului grandifloric.
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Astfel, interactiunea acidului ent-trachiloban-19-oic (219) cu PhI(OAc); si LiBr, in
mediu de acid acetic a generat doi compusi cu schelet regrupat, acidul (134, 1554)-13,15,17-
tribromo-ent-atis-16Z-en-19-oic (321) si compusul majoritar scontat, acidul (124)-12-hidroxi-
16a-acetoxi-ent-kauran-19-oic (322).

2.4. Transformiri sintetice ale acidului ent-trachiloban-19-oic. Partea experimentali

Metode generale de sinteza si de studiu. Punctele de topire (p.t.) au fost determinate cu
aparatul Boetius. Unghiul de rotatie specificd a fost masurat cu polarimetrul JASCO DIP 370 in
cloroform. Spectrele in infrarosu (IR) au fost inregistrate pe spectrofotometrul Spectrum-100FT-
IR (Perkin-Elmer) in tetraclorura de carbon, ulei de vaselina, bromura de potasiu sau in pelicula.
Spectrele de rezonantd magnetica nucleara *H si **C RMN, cét si experimentele bidimensionale
au fost inregistrate pe spectrometrul Bruker Avance DRX-400 (400 si 100 MHz). Valoarea
deplasarilor chimice este data in sistemul 6 ppm in coraport cu semnalele CHCl3 (64 7.26 ppm)
si CHCl3 (8¢ 77.00 ppm) sau DMSO-dg (0w 2.50 ppm) si DMSO-ds (8¢ 39.52 ppm). Constanta
de cuplare (J) este raportatd in Hertz (Hz). Spectrele de masa (MS-EI) au fost inregistrate pe
spectrometrul AEI MS-902 la o tensiune de ionizare EI, 70 eV. Monitorizarea procesului
chimic, cat si determinarea continutului relativ al produsilor in extracte a fost efectuata la
cromatograful cu gaze Agilent — 7890 cu detector MS cuadrupolar MSD 5975C si coloana
capilarda HP - 5ms (30 m/0.25 mm). Analiza elementald a fost realizatd la analizatorul de
elemente CHNOS, Vario EL I1I.

Obtinerea si prelucrarea extractului natural include plasarea materialului vegetal uscat si
maruntit in extractorul de tip Soxhlet si extractia cu solventul ales. Urmeaza spalarea cu solutie
de 5% NaOH, extractia ulterioara cu Et,0, spalarea extractului cu solutie saturatd de NaCl pana
la reactie neutra, uscare pe Na,SO4 anh. si distilarea solventului la presiune redusa. Prelucrarea
produsilor de reactie include extractia exhaustiva cu eter etilic sau acetat de etil, spalarea cu
solutie saturatd de NaCl pana la reactie neutra, iar in cazul extractelor acide, spalarea cu solugie
de bicarbonat de sodiu si apoi cu solutie saturata de NaCl. Extractele organice sunt uscate pe
Na,SOq anh. si filtrate, iar solventul este distilat in vid.

Cromatografia pe coloand (CC) s-a efectuata cu silicagel 60 Merck (70 - 230 mesh;
ASTM). Coloanele au fost eluate cu eter de petrol (p.f. 40 — 60 °C), cu amestec de eter de petrol
(EP)— eter de petrol/acetat de etil (EP/EtOAC) in gradient, sau cu amestec de benzen —
benzen/acetat de etil (benzen/EtOAC) in gradient. Monitorizarea reactiilor a fost efectuata prin

metoda cromatografiei in strat subtire (CSS) pe placi cu silicagel Merck (60 G, 0.25 mm).
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Developarea placilor a fost realizatd prin cufundare in solutia de 0,1% sulfat de ceriu (IV) in

H2SO4 2N, urmatd de incélzire la 80 °C timp de 1 min.

Izolarea acizilor ent-trachiloban-19-oic, ent-kaur-16-en-19-oic si 15a-angeloil-ent-

kaur-16-en-19-oic din deseuri de floarea-soarelui (Helianthus annuus L.)

1. Extractia deseurilor de floarea-soarelui cu eter etilic. Tulpinile si inflorescentele (800
g), ramase dupa procesarea florii-soarelui, uscate si maruntite, sunt plasate in Soxhlet si sunt
extrase cu Et,O timp de 2 ore. Dupa distilarea solventului, s-au obtinut 85 g de extract crud de
culoare bruna, 24 g fiind redizolvate in eter etilic si tratate cu solutie apoasa de 5% KOH (40
mL). Faza apoasa se separa si se aciduleaza cu solutie de 10% H»SO4 (20 mL), apoi se extrage
cu Et,0, se spald cu solutie salind pana la reactie neutra si se concentreaza la presiune redusa.
Partea acida obtinuta (18 g ulei galben-maroniu) a fost percolata pe coloana cu silicagel (300 g)
si eluatd in gradient cu EP — EP/EtOAc, obtinandu-se mai multe fractii. Prima fractie
corespunde amestecului de acizi izomeri ent-trachiloban-19-oic (219) si ent-kaur-16-en-19-oic
(4) (6.19 g, 35%). A doua fractie corespunde acidului 15a-angeloil-ent-kaur-16-en-19-oic (307)
(3.11 g, 17%).

2. Separarea cromatografica a amestecului de acizi ent-trachiloban-19-oic si ent-kaur-
16-en-19-oic. Amestecul de acizi (4) si (219) recristalizat (1.74 g) a fost percolat pe coloana cu
SiO; (50 g) impregnat cu AgNOs (5.5 g) si eluat cu EP/EtOAC 1% - 2% , obtinandu-se 0.47 g de
acid ent-trachiloban-19-oic (219) (28%) si 1.26 g de acid ent-kaur-16-en-19-oic (4) (72%).

substanta cristalind, p.t. 124 — 126 °C ([136]: p.t. 125 — 127 °C);
[a]3? =-43°, ¢ 1.5, CHCI; ([136]: [a]Z® = —52°, ¢ 0.8, CHCly);
IR (v, cm™): 2846, 1691, 1443, 1261, 1178, 1022, 798, 630, 535;

'H NMR (400 MHz, §H): 0.87 (3H, s, Me-20), 1.13 (3H, s, Me -17),
Acidul ent-trachiloban- 5, (3H, s, Me -18);

19-oic (219)

“CO,H

3C NMR (100 MHz, §C): 12.5 (g, C-20), 18.7 (t, C-2), 19.8 (t, C-
11), 20.6 (t, C-12), 20.7 (q, C-17), 21.8 (t, C-6), 22.4 (s, C-16) 24.3
(d, C-13), 28.9 (q, C-18), 33.2 (t, C-14), 37.9 (t, C-3), 38.9 (s, C-10),
39.3 (t, C-7), 39.4 (t, C-1), 40.8 (s, C-8), 43.7 (s, C-4), 50.4 (t, C-
15), 52.8 (d, C-9), 57.0 (d, C-5), 184.5 (s, C-19);

Calcule analit. CxH300,: C 79.42, H 10.00; gasit: C 79.39, H 9.98.
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“CO,H

Acidul ent-kaur-16-en-
19-oic (4)

“CO,H

Acidul 15a-angeloil-ent-
kaur-16-en-19-oic (307)

substanta cristalina, p.t. 177 — 179 °C ([38]: p.t. 179 — 181 °C);
[a]2® =-105°, ¢ 2.3, CHCl; ([38]: [a]3° = —110°, ¢ 3.0, CHCl3);

IR (v, cm™): 2937, 1686, 1258, 874, 794, 635, 530;

'H NMR (400 MHz, 5H): 0.95 (3H, s, Me-20), 1.24 (3H, s, Me-19),
2.64 (1H, s, H-13), 4.74 (1H, s, Ho-17), 4.80 (1H, s, Hy-17);

3C NMR (100 MHz, 5C): 15.6 (q, C-20), 18.5 (t, C-11), 19.1 (t, C-
2), 21.9 (t, C-6), 29.0 (g, C-18), 33.2 (t, C-14), 37.8 (t, C-3), 39.7 (s,
C-10), 39.7 (t, C-12), 40.7 (t, C-1), 41.3 (s, C-4), 41.3 (t, C-7), 43.8
(d, C-13), 44.3 (s, C-8), 49.0 (t, C-15), 55.1 (d, C-9), 57.1 (d, C-5),
103.4 (t, C-17), 155.9 (s, C-16), 184.8 (s, C-19).

Calcule analit. CoH300,: C 79.42, H 10.00; gasit: C 79.41, H 9.96.

substanta cristaling, p.t. 195 — 197 °C ([193]: p.t. 197 — 199 °C);

IR (v, cm™): 3206-2450, 1705, 1255, 1040, 1010, 890;

'H NMR (400 MHz, 8H): 0.95 (3H, s, Me -20), 1.25 (3H, s, Me -18),
1.88 ( 3H, s, H-2", 1.96 (3H, dq, J = 8, H-4"), 2.78 (1H, s, H-13),
5.42 (1H, s, H-15), 5.09 (1H, s, Hs-17), 5.20 (1H, s, Hp-17), 6.08
(1H, qq, J =8, H-3");

3C NMR (100 MHz, 5C): 40.4 (t, C-1), 18.9 (t, C-2), 35.3 (t, C-3),
43.7 (s, C-4), 56.5 (d, C-5), 20.6 (t, C-6), 37.3 (t, C-7), 47.8 (s, C-8),
53.1 (d, C-9), 39.7 (s, C-10), 20.7 (t, C-11), 32.5 (t, C-12), 42.7 (d,
C-13), 37.9 (t, C-14), 82.5 (d, C-15), 155.8 (s, C-16), 110.3 (t, C-
17), 28.7 (g, C-18), 185.2 (s, C-19), 15.9 (g, C-20), 168.3 (s, C-19,
128.6 (s, C-2"), 137.4 (d, C-3", 15.9 (q, C-4"), 18.6 (g, C-5").

Calcule analit. C2sH3604: C 74.96, H 9.06; gasit: C 74.89, H 9.08.

3. Esterificarea acizilor 4, 219 si 307 cu solutie eterica de diazometan. Metoda generald.

Acidul 4 (21 mg) este tratat cu solutie eterica de CH2N; in exces. Dupa 1 ora solventul este

distilat, iar reziduul este supus cromatografiei pe coloand (SiO2, 0.5 g). Eluarea cu EP a permis

izolarea a 21.2 mg de ester metilic 129. Conform metodei generale acidul 219 (23 mg) a generat

23.5 mg de ester 308, iar acidul 307 (27 mg) a generat 27.3 mg de ester 309. Toate reactiile de

esterificare au decurs cu randament cantitativ.
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“CO,CH,

ent-Kaur-16-en-19-oat
de metil (129)

“C0O,CHs
ent-Trachiloban-19-oat
de metil (308)

“CO,CH3

15a-Angeloil-ent-kaur-
16-en-19-oat de metil
(309)

substanta cristaling, p.t. 716 —77.5 °C ([6]: p.t. 73.5 - 74.5 °C);
[a]3° = —101°, ¢ = 1.03, CHCl; (lit. [6]: [a]%® = —104°, CHCLs);

IR (v, cm™): 720, 1670, 1240, 1225, 1190, 1145;

'H-NMR (400 MHz, 8H): 0.83 (3H, s, Me-20), 1.17 (3H, s, Me-18),
2.64 (1H, s, H-13), 3.64 (3H, s, OMe), 4.74 (1H, s, H.-17), 4.80
(1H, s, Hy-17);

3C NMR (100 MHz, 8C): 15.4 (q, C-20), 18.4 (t, C-11), 19.1 (t, C-
2), 21.9 (t, C-6), 28.7 (q, C-18), 33.1 (t, C-12), 38.1 (t, C-3), 39.4 (s,
C-10), 39.7 (t, C-14), 40.8 (t, C-1), 43.3 (s, C-4), 41.3 (t, C-7), 43.8
(d, C-13), 44.2 (s, C-8), 48.9 (t, C-15), 51.1 (g, OMe) 55.1 (d, C-9),
57.1 (d, C-5), 102.9 (t, C-17), 155.9 (s, C-16), 178.0 (s, C-19).
Calcule analit. Cp1H320,: C 79.70, H 10.19; gasit: C 79.69, H
10.17.

substanta cristalind, p.t. 107 — 109 °C ([6]: p.t. 98 — 100 °C);

[a]3? = —65.4°, ¢ 1.2, CHCIz (lit. [6]: [a]3° = —70.5°, CHCly);

IR (v, cm™): 1725, 1225, 1240, 1200, 1162, 1155;

'H NMR (400 MHz, 8H): 0.85 (3H, s, Me-20), 1.08 (3H, s, Me -17),
1.21 (3H, s, Me -18), 3.60 (3H, s, OMe);

B3C NMR (100 MHz, 5C): 12.5 (g, C-20), 18.8 (t, C-2), 19.7 (t, C-
11), 20.5 (t, C-12), 20.5 (g, C-17), 21.8 (t, C-6), 22.4 (s, C-16) 24.2
(d, C-13), 28.7 (q, C-18), 33.1 (t, C-14), 37.8 (t, C-3), 38.6 (s, C-
10), 39.3 (t, C-7), 39.5 (t, C-1), 40.8 (s, C-8), 43.7 (s, C-4), 50.4 (t,
C-15), 51.0 (9, MeO), 52.7 (d, C-9), 57.0 (d, C-5), 177.8 (s, C-19).
Calcule analit. Cy1H3,0,: C 79.70, H 10.19; gasit: C 79.73, H
10.15.

substanta cristalina, p.t. 132-135° ([193]: p.t. 135137 °C)

IR (v, cm™): 1730, 1675, 1240, 1165, 916;

'H NMR (400 MHz, 8H): 0.95 (3H, s, Me -20), 1.26 (3H, s, Me -
18), 1.89 (3H, d, J = 1.1, H-2", 1.98 (3H dq, J = 8, H-4"), 2.73 (1H,
s, H-13), 3.61 (3H, s, OMe), 5.41 (1H, s, H-15), 5.09 (1H, s, Ha-17),
5.20 (1H, s, Hyp-17), 6.09 (1H, qq, J = 8, H-3");
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3C NMR (100 MHz, 8C): 40.5 (t, C-1), 19.0 (t, C-2), 38.7 (t, C-3),
43.8 (s, C-4), 57.1 (d, C-5), 21.2 (t, C-6), 35.5 (t, C-7), 48.0 (s, C-8),
53.2 (d, C-9), 39.9 (s, C-10), 19.7 (t, C-11), 33.0 (t, C-12), 43.3 (d,
C-13), 37.6 (t, C-14), 83.5 (d, C-15), 155.9 (s, C-16), 110.3 (t, C-
17), 29.7 (g, C-18), 178.0 (s, C-19), 15.9 (g, C-20), 51.5 (g, OMe),
168.3 (s, C-1, 128.5 (s, C-2"), 137.6 (d, C-3", 16.0 (g, C-4"), 21.1
(9, C-5)).

Calcule analit. CsH3504: C 75.32, H 9.24; gasit: C 74.29, H 9.25.

4. Extractia deseurilor de floarea-soarelui cu diferisi solventi. Metoda generala.
Deseurile de floarea-soarelui (100 g), uscate si maruntite, sunt plasate in Soxhlet si extrase cu
EP (750 mL) in 10 cicluri consecutive. Dupa distilarea solventului, s-au obtinut 1.583 g de
extract crud de culoare gilbuie, care a fost redizolvat in eter etilic si tratate cu solutie apoasa de
5% KOH (3 mL). Faza apoasa se separa si se aciduleaza cu solutie de 10% H,SO4 (2 ml), apoi
se extrage cu eter etilic, se spala cu solutie salind pana la reactie neutra si se concentreaza la
presiune redusa, generand 0.839 g ulei de culoare galbena. Procedura se repeta cu diclorometan,
etanol, acetona si toluen folosind aceiasi cantitate de materie prima vegetala (100 g) si acelasi
volum de solvent (750 mL) (Tabelul 2.1). Extractia cu diclorometan a generat 2.572 g extract
maroniu, extractia cu acetona — 3.138 g extract de culoare bruna, extractia cu etanol — 5.043 g
extract de culoare bruna, extractia cu toluen — 2.820 g extract maroniu si extractia cu eter etilic —

5.082 g extract de culoare bruna.

5. Esterificarea partilor acide a extractelor cu solutie eterica de diazometan. Metoda
generala. Partea acida a extractului obtinut cu eter de petrol (0.839 g) a fost tratat cu solutie
eterica de CH2N; in exces. Dupa 1 ora, solventul este evaporate, iar reziduul este supus analizei
GC-MS pentru identificarea componentelor diterpenice 129, 308, 309 si cuantificarea lor
relativi. In mod similar s-a procedat cu partile acide obtinute individual din fiecare extract.
Datele privind masele partilor acide si continutul relativ al esterilor diterpenici 129, 308, 309 in

extractele din deseuri de floarea-soarelui sunt prezentate in Tabelul 2.1.
Izomerizarea acidului ent-trachiloban-19-oic

1. Izomerizarea acidului ent-trachiloban-19-oic. Solutia formata din substratul 219 (297
mg, 0,938 mmol) in 2-nitropropan (1.2 mL) si CH,Cl, (7.2 mL), ricita in prealabil (-60 °C), este
tratata cu solutie racitd de FSO3zH (692 mg, 6.92 mmol) in 2-nitropropan (1.2 mL). Dupa 15 min
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de agitare la -60 °C, amestecul a fost neutralizat cu EtsN/hexan 1: 1 (10 mL). Apoi, amestecul
de reactie este diluat cu apa (10 mL) si prelucrat obisnuit, generand 290 mg produs brut. Acesta
a fost supus cromatografiei pe coloana cu silicagel (7 g). Eluarea in gradient cu EP/EtOAc a
permis izolarea primei fractii cu compusii nepolari (123 mg, 41%) si a doua fractie cu compusii
polari (150 mg, 51%). Fractia nepolara (123 mg) a fost recromatografiat pe coloana cu silicagel
impregnat cu nitrat de argint (7 g) si eluarea cu benzene si benzen/EtOAc a permis izolarea
compusilor: 310 (36 mg, 12%; benzen), 311 (66 mg, 22%; benzen) si 4 (8,3 mg, 3%;
benzen/EtOAC 1%) si 63 (3 mg, 1%; benzen/EtOAc 1%) si 312 (5,5 mg, 2%; benzen/EtOAC
3%). Fractia polara (150 mg) a fost recromatografiata pe coloana cu SiO, impregnat cu nitrat de
argint (7 g) si eluarea in gradient cu benzen/EtOAc (7 - 15%) a permis izolarea compusilor: 313
(68 mg, 23%) si 314 (47 mg, 16%).

substanta cristaling, p.t. 184 — 185 °C;

[a]3® = -78.6° ¢ 0.16, CHCls;

IR (v, cm™): 3550 — 3220, 3050, 1695, 1467, 1440, 1272, 1250;
'"H-NMR (400 MHz, §H): 5.58 (1H, t, J = 2, H-15); 1.76 (3H, s, Me-
17); 1.25 (3H, s, Me-18); 0.90 (3H, s, Me-20);

BC-NMR (100 MHz, 8C): 182.7 (s, C-19); 140.3 (s, C-16); 135.9 (t,
C-15); 57.2 (d, C-5); 53.3 (d, C-9); 43.7 (s, C-4); 40.3 (t, C-1); 38.0
(t, C-3); 38.0 (s, C-10); 37.9 (t, C-7); 37.4 (s, C-8); 35.9 (d, C-12);
28.9 (g, C-18); 28.3 (t, C-14); 27.5 (t, C-11); 26.6 (t, C-13); 20.4 (t,
C-6); 20.0 (q, C-17); 18.8 (t, C-2); 11.9 (q, C-20);

EI-MS: 302 (12, M%), 287 (10, [M-Me]"), 274 (18), 256 (3), 241 (6),
207 (10), 159 (14), 119 (29), 106 (44), 81 (50), 44 (100);

Calcule analit. CxH3002: C 79.42, H 10.00; gasit: C 79.39, H 9.98.

“CO,H

Acidul ent-atis-15-en-
19-oic (310)

substanta cristaling, p.t.. 218 — 220 °C ([176]: p.t.. 219 °C);
[a]3® = -70.2°, ¢ 1.5, CHCI3 ([176]: [a]%® = —69.7°, ¢ 2.0, CHCl);
IR (v, cm™): 3550 — 3200, 3040, 2918, 1690, 1464, 1446, 1273,

cOH 1260;
Acidul ent-atis-16-en- 114 N\MR (400 MHz, 5H): 4.73 (1H, d, J = 2, H,-17); 457 (1H. d, J
19-oic (311) = 2, Hy-17); 1.24 (s, Me-18); 0.90 (s, Me-20);

B3C-NMR (100 MHz, 5C): 182.3 (s, C-19); 152.8 (s, C-16); 104.5 (t,
C-17); 57.2 (d, C-5); 52.2 (d, C-9); 48.2 (t, C-15); 43.7 (s, C-4);
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“COH

Acidul ent-kaur-15-en-
19-oic (63)

“Co,H
Acidul ent-beier-15-en-
19-oic (312)

39.7 (t, C-1); 39.7 (t, C-7); 38.4 (s, C-10); 38.1 (t, C-3); 36.6 (d, C-
12); 33.6 (s, C-8); 28.9 (g, C-18); 28.7 (t, C-14); 28.3 (t, C-13); 27.3
(t, C-11); 20.3 (t, C-6); 18.8 (t, C-2); 12.1 (q, C-20);

EI-MS: 302 (23, M%), 287 (75, [M-Me]"), 274 (4), 257 (21), 241
(27), 213 (15), 159 (21), 107 (58), 91 (100), 44 (86);

Calcule analit. CyoH3002: C 79.42, H 10.00; gasit: C 79.37, H 9.96.

substanta cristalind, p.t. 172 — 173 °C ([54]: p.t. 189 — 191 °C);
[a]3® = -59.2°, ¢ 0.16, CHCl; ([54]: [a]3® = —47.6°, ¢ 0.4,
MeOH);

IR (v, cm™): 3540 — 3200, 3030, 1690, 1464, 1442, 1270, 1250;
'H-NMR (400 MHz, 8H): 5.07 (1H, t, J = 1.8, H-15); 1.70 (3H, s,
Me-17); 1.23 (3H, s, Me-18); 0.97 (3H, s, Me-20);

B3C-NMR (100 MHz, 5C): 184.0 (s, C-19); 142.5 (s, C-16); 135.2 (t,
C-15); 56.9 (d, C-5); 49.2 (s, C-8); 48.2 (d, C-9); 44.8 (d, C-13);
43.9 (t, C-14); 43.8 (s, C-4); 40.8 (t, C-1); 39.9 (s, C-10); 39.5 (t, C-
7); 37.9 (t, C-3); 28.9 (g, C-18); 24.9 (t, C-12); 20.8 (t, C-6); 19.1 (t,
C-11);19.0 (t, C-2); 15.4 (q, C-20); 15.4 (q, C-17);

EI-MS: 302 (13, M™), 287 (9, [M-Me]"), 274 (3), 258 (5), 241 (8),
213 (5), 159 (16), 119 (34), 107 (62), 94 (100);

Calcule analit. CoH300,: C 79.42, H 10.00; gasit: C 79.41, H 9.97.

substanta cristalind, p.t. 183 — 185 °C ([176]: p.t. 184 °C);

[a]3? = +8.2°, ¢ 0.33, CHCI3 ([176]: [a]3° = +7.0°, ¢ 1.8, CHCl);
IR (v, cm™): 3025, 2935, 1685, 1445, 1255, 1190;

'H-NMR (400 MHz, §H): 5.76 (1H, d, J = 5.7, H-15); 5.47 (1H, d, J
= 5.7, H-16); 1.26 (3H, s, Me-18); 1.01 (3H, s, Me-17); 0.69 (3H, s,
Me-20);

BC-NMR (100 MHz, 5C): 184.3 (s, C-19); 136.5 (d, C-16); 134.8
(d, C-15); 61.1 (t, C-14); 57.2 (d, C-5); 52.4 (d, C-9); 49.2 (s, C-8);
43.9 (s, C-4); 43.7 (s, C-13); 39.6 (t, C-1); 38.0 (t, C-3); 37.7 (t, C-
7); 37.7 (s, C-10); 33.2 (t, C-12); 29.1 (g, C-18); 24.9 (q, C-17);
21.6 (t, C-6); 20.5 (t, C-11);19.3 (t, C-2); 13.8 (q, C-20);
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Acidul (16p)-16-hidroxi-
ent-atisan-19-oic (313)

“CO,H
Acidul (16a)-16-hidroxi-
ent-atisan-19-oic (314)

EI-MS: 302 (18, M"), 287 (8, [M-Me]"), 272 (2), 257 (3), 207 (7),
148 (11), 135 (34), 105 (27), 91 (31), 44 (100);
Calcule analit. CoH3002: C 79.42, H 10.00; gasit: C 79.45, H 9.96.

substanta cristalind, p.t. 203 — 205 °C ([179]: p.t. 206 °C);

[a]3® =-31.2°, ¢ 0.32, CHCl; ([179]: [a]®® = -10.8°, ¢ 0.6,
CHCl,);

IR (v, cm™): 3420, 2925, 1690, 1455, 1270;

'H-NMR (400 MHz, §H): 1.30 (3H, s, Me-17); 1.26 (3H, s, Me-18);
0.90 (3H, s, Me-20);

BC-NMR (100 MHz, 8C): 183.5 (s, C-19); 72.4 (s, C-16); 57.4 (t,
C-15); 57.2 (d, C-5); 50.9 (d, C-9); 43.7 (s, C-4); 39.8 (t, C-7); 39.8
(t, C-1); 37.9 (d, C-12); 38.2 (s, C-10); 38.0 (t, C-3); 33.7 (s, C-8);
30.7 (q, C-17); 28.9 (g, C-18); 26.9 (t, C-14); 25.5 (t, C-13); 22.0 (t,
C-11); 20.0 (t, C-6); 18.7 (t, C-2); 12.1 (q, C-20);

EI-MS: 320 (2, M%), 302 (40, [M - H,0]"), 287 (51, [M - H,0 -
Me]"), 274 (13), 262 (57), 241 (23), 187 (32), 121 (68), 105 (85), 91
(100);

Calcule analit. CyH3,03: C 74.96, H 10.06; gasit: C 74.89, H
10.02.

substanta cristalind, p.t. 223 — 224 °C ([179]: p.t. 225 °C);

[a]2® = +60.9°, ¢ 0.3, CHCl3 ([179]: [a]3° = +63.2°, ¢ 0.4, CHCly);
IR (v, cm™): 3350, 1690, 1460, 1440, 1270, 1260;

'H-NMR (400 MHz, §H): 1.31 (3H, s, Me-17); 1.26 (3H, s, Me-18);
0.90 (3H, s, Me-20);

B3C-NMR (100 MHz, 8C): 183.0 (s, C-19); 72.2 (s, C-16); 57.4 (t,
C-15); 57.1 (d, C-5); 50.6 (d, C-9); 43.7 (s, C-4); 39.7 (t, C-7); 39.6
(t, C-1); 38.0 (d, C-12); 38.3 (s, C-10); 38.0 (t, C-3); 33.8 (s, C-8);
30.5 (g, C-17); 28.9 (g, C-18); 26.8 (t, C-14); 26.0 (t, C-11); 23.9 (t,
C-13); 20.2 (t, C-6); 18.7 (t, C-2); 12.0 (g, C-20);

EI-MS: 302 (41, [M - H,0] "), 287 (100, [M - H20 - Me]"), 274 (7),
257 (24), 241 (21), 187 (22), 159 (27), 121 (41), 105 (50), 91 (54);
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Calcule analit. CyH3,03: C 74.96, H 10.06; gasit: C 7491, H
10.07.

2. Esterificarea acizilor 63, 310 — 314 cu solutie eterica de diazometan. Metoda

generala. Acid ent-atis-15-en-19-oic (310) (9 mg) a fost tratat cu un exces de solutie eterica de

CH2Ny. Dupa 1 ora, solventul a fost distilat, iar reziduul a fost supus cromatografiei pe coloana

(SiO2, 0.5 g). Eluarea cu EP a permis izolarea a 7.7 mg ester metilic 315:

“C0O,CHs
ent-Atis-15-en-19-oat
de metil (315)

substanta cristalind, p.t. 89 — 90 °C ([176]: p.t. 90 — 91 °C);

[a]3® = -81.6° ¢ 0.16, CHCls;

IR (v, cm™): 2920, 1690, 1465, 1443, 1275, 1258;

'"H-NMR (400 MHz, §H): 5.58 (1H, t, J = 1.8, H-15); 3.64 (3H, s,
MeO); 1.73 (3H, s, Me-17); 1.17 (3H, s, Me-18); 0.77 (3H, s, Me-20);
BC-NMR (100 MHz, 8C): 178.1 (s, C-19); 140.3 (s, C-16); 135.8 (t,
C-15); 57.2 (d, C-5); 53.3 (d, C-9); 51.1 (g, MeO); 43.7 (s, C-4); 40.3
(t, C-1); 38.2 (t, C-3); 37.9 (s, C-10); 37.8 (t, C-7); 37.3 (s, C-8); 35.8
(d, C-12); 28.8 (g, C-18); 28.3 (t, C-14); 27.5 (t, C-11); 26.4 (t, C-13);
20.4 (t, C-6); 20.1 (q, C-17); 18.7 (t, C-2); 11.6 (q, C-20).

Conform metodei generale acidul 311 (10.5 mg) a generat 9,1 mg ester metilic 316:

“CO,CH;4
ent-Atis-16-en-19-oat
de metil (316)

substanta cristalina, p.t. 124 — 125 °C ([176]: p.t. 125 — 126 °C);
[a]3’ = -67.3°, ¢ 0.35, CHCI3 ([176] [a]3® =-68.7°, ¢ 1.5, CHCly);
IR (v, cm™): 3045, 1725, 1460, 1443, 1230;

'"H-NMR (400 MHz, 8H): 4.74 (1H, d, J = 2, H,-17); 458 (1H, d, J =
2, Hp-17); 3.66 (3H, s, MeO); 1.17 (3H, s, Me-18); 0.81 (3H, s, Me-
20);

BC-NMR (100 MHz, 3C): 177.9 (s, C-19); 152.8 (s, C-15); 104.5 (t,
C-17); 57.3 (d, C-5); 52.2 (d, C-9); 51.0 (g, MeO); 48.2 (t, C-16);
43.9 (s, C-4); 39.7 (t, C-1); 39.7 (t, C-7); 38.2 (s, C-10); 38.3 (t, C-3);
36.6 (d, C-12); 33.5 (s, C-8); 28.7 (g, C-18); 28.7 (t, C-14); 28.3 (t, C-
13); 27.3 (t, C-11); 20.3 (t, C-6); 18.8 (t, C-2); 11.9 (g, C-20).
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Conform metodei generale acidul 63 (5 mg) a generat 4.3 mg eter metilic 317:

“C0O,CHs
ent-Kaur-15-en-19-oat
de metil (317)

substanta cristalindg, p.t. 718 —79.5 °C ([54]: p.t. 79 — 80 °C);

[a]2® = —61.6°, ¢ 0.18, CHCl3 ([54]: [ar]2° = —54.0°, ¢ 4.1, CHCly);
IR (v, cm™): 2915, 1686, 1460, 1445, 1271, 1256;

'H-NMR (400 MHz, 8H): 5.06 (1H, t, J = 2, H-15); 3.63 (3H, s,
MeO); 1.69 (3H, s, Me-17); 1.15 (3H, s, Me-18); 0.84 (3H, s, Me-20);
B3C-NMR (100 MHz, 8C): 178.1 (s, C-19); 142.5 (s, C-16); 135.1 (t,
C-15); 56.8 (d, C-5); 51.1 (g, MeO); 49.1 (s, C-8); 48.0 (d, C-9); 44.7
(d, C-13); 43.8 (s, C-4); 43.8 (t, C-14); 40.8 (t, C-1); 39.7 (t, C-7);
39.6 (s, C-10); 38.3 (t, C-3); 28.7 (q, C-18); 24.9 (t, C-12); 20.9 (t, C-
6); 19.1 (t, C-11); 18.9 (t, C-2); 15.5 (g, C-20), 15.4 (g, C-17).

Conform metodei generale acidul 312 (7 mg) a generat 6.4 mg ester metilic 318:

“CO,CHs
ent-Beier-15-en-19-oat
de metil (318)

substanta cristalind, p.t. 116 — 117 °C ([176]: p.t. 118 °C);

[a]3° = +6.3°, ¢ 0.18, CHCI5 ([176]: [a]3° = +5.0°, ¢ 1.5, CHCl);

IR (v, cm™): 3050, 3015, 2935, 1715, 1440, 1240, 1150;

'"H-NMR (400 MHz, 8H): 5.72 (1H, d, J = 5.7, H-15); 5.44 (1H, d, J =
5.7, H-16); 3.66 (3H, s, MeO); 1.20 (3H, s, Me-18); 1.17 (3H, s, Me-
17); 0.55 (3H, s, Me-20);

B3C-NMR (100 MHz, 8C): 178.1 (s, C-19); 134.5 (d, C-16); 134.7 (d,
C-15); 61.1 (t, C-14); 57.0 (d, C-5); 52.2 (d, C-9); 51.1 (g, MeO);
49.1 (s, C-8); 43.6 (s, C-4); 43.8 (s, C-13); 39.5 (t, C-1); 38.2 (t, C-3);
37.6 (t, C-7); 37.7 (s, C-10); 32.9 (t, C-12); 28.9 (g, C-18); 24.9 (q, C-
17); 21.6 (t, C-6); 20.4 (t, C-11); 19.3 (t, C-2); 13.6 (g, C-20).

Conform metodei generale acidul 313 (10 mg) a generat 9.3 mg ester metilic 319:

substanta cristaling, p.t. 146 — 148 °C ([180]: p.t. 148 — 150 °C);
[a]3° = —34.3°, ¢ 0.35, CHCI5 ([180]: [a]%° = —36.7°, ¢ 0.8, CHCly);
IR (v, cm™): 3385, 2916, 1690, 1464, 1272, 1257;

'"H-NMR (400 MHz, 8H): 3.64 (3H, s, MeO); 1.31 (3H, s, Me-17);
1.18 (3H, s, Me-18); 0.77 (3H, s, Me-20);

BC-NMR (100 MHz, 5C): 178.0 (s, C-19)); 72.3 (s, C-16); 57.4 (t, C-
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(16p)-16-Hidroxi-ent-  15); 57.2 (d, C-5); 51.1 (q, MeO); 50.8 (d, C-9); 43.8 (s, C-4); 39.8 (t,
atisan-19-oat de metil  C-7); 39.8 (t, C-1); 37.9 (d, C-12); 38.2 (s, C-10); 37.9 (t, C-3); 33.7
(319) (s, C-8); 30.7 (g, C-17); 28.7 (g, C-18); 26.9 (t, C-14); 25.4 (t, C-13);

21.9 (t, C-11); 20.0 (t, C-6); 18.8 (t, C-2); 11.9 (g, C-20).

Conform metodei generale acidul 314 (8 mg) a generat 7.2 mg ester metilic 320:

substanta cristalind, p.t. 135 — 138 °C ([180]: p.t. 139 — 141 °C);
[@]2® = —48.2°, ¢ 0.36, CHCl, ([180]: [a]2’ =-51.76°, ¢ 0.7,
CHCLy):
IR (v, cm™): 3388, 2918, 1687, 1465, 1446, 1271, 1255:
(160)-16-Hidroxi-ent- 14 \MR (400 MHz, 5H): 3.64 (3H, s, MeO): 1.28 (3H, s, Me-17):
atisan-19-oat de metil 4 16 31 5 Me-18): 0.77 (3H, s, Me-20);

(320) 13C-NMR (100 MHz, 5C): 178.0 (s, C-19): 72.1 (s, C-16): 57.5 (t, C-
15); 57.2 (d, C-5); 51.1 (g, MeOQ); 50.6 (d, C-9); 43.9 (s, C-4); 39.7 (t,
C-7); 39.7 (t, C-1); 38.2 (s, C-10); 38.1 (d, C-12); 38.1 (t, C-3); 33.8
(s, C-8); 30.5 (q, C-17): 28.7 (q, C-18); 26.8 (t, C-14): 23.9 (t, C-13):
23.4 (t, C-11); 20.2 (t, C-6): 18.8 (t, C-2): 11.9 (q, C-20).

“CO,CH;4

Funtionalizarea acidului ent-trachiloban-19-oic cu diacetat de iodobenzen si bromurdi

de litiu (PhI(OAc), / LiBr)

La solutia formata din acidul ent-trachiloban-19-oic (219) (100 mg, 0.33 mmol) si acid
acetic glacial (5 mL) se adaugd 1 eq. PhI(OAc); (106 mg, 0.07 mmol) si se agitd pana la
dizolvarea componentelor, apoi se adauga 20 mmol % LiBr. Reactia decurge 98 h la temperatura
de 95 °C, in regim de agitare. Culoarea galbuie a amestecului reactant devine brun-rosietica spre
sfirsitul reactiei. Apoi, amestecul este racit si extras cu Et,O (30 mL X 3), iar faza organica este
spalata cu solutie saturatd de tiosulfat de sodiu, apa si solutie de NaHCOj3. Stratul organic este
uscat pe NapSO, anh. si concentrat la presiune redusa. Produsul crud (163 mg) a fost supus
cromatografie pe coloana cu SiO; (22 g). De pe coloana au fost eluati in gradient (EP/EtOAc)
compusii 321 (19 mg, 11 %) si 322 (76 mg, 61%). Datele spectrale ale compusilor izolati, 'H
RMN si **C RMN, sunt prezentate in Tabelul 2.3.
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Acidul (13B,158)-
13,15,17-tribromo-ent-
atis-16Z-en-19-oic (321)
OH

“CO,H

Acidul (72§)-12-hidroxi-

160-acetoxi-ent-kauran-

19-oic (322)

substanta amorfa;
[a]3® = -8.2°, ¢ 0.3, CHCl3;
IR (v, cm™): 3050, 1690, 1467, 1440, 1272, 1250, 920, 750;
'H RMN Tabelul 2.3.

13C RMN Tabelul 2.3.

substanta amorfa,
[a]3? = -48.2°, ¢ 1.0, CHCI3;
IR (v, cm™): 3388, 2918, 1738, 1687, 1465, 1446, 1271, 1255;
'H RMN Tabelul 2.3.

13C RMN Tabelul 2.3.

Tabelul 2.3. Datele spectrale *H RMN, **C RMN si*H-**C HMBC ale compusilor 321 si 322
(CDCl3, 6 in ppm, J in Hz)

321 322
I g-
No. o 'H; 1 HMBC o°H; 1 HMBC
’ o°C;m 07°C;m

Carbon m/J, Hz (H—C) m/J, Hz (H—2C)
1.70; m suprapus 1.71; m uprapus

1 40.00; t C-2,9,10, 20 40.05; t C-2,9, 10, 20
0.91;m 0.90; m
1.87; m suprapus 1.85; m suprapus

2 18.62; t C-1,3 18.60; t C-1,3,4
144, m 141;m
2.18; d/13.1 C-2,4,5, 18, 2.18;d/13.1

3 37.51;t 37.73; t C-2,4,5, 18,
1.02; m suprapus 19 1.02; m suprapus

4 43.51;s | - - 43.57; s

5 1.03; m suprapus | 56.02;d | C-4,6, 10 1.06; m 56.50; d C-6,7,10
1.85; m suprapus 1.74; m suprapus

6 20.00; t C-5,7,8,10 20.17; t C-57
1.71; m suprapus 1.69; m suprapus
2.00;m C-5,6,8,9, 1.48;m

7 38.26; t 39.65; t C-5,6, 8,15
1.16; m 14,15 1.14;m

8 38.80;s | - - 34.33; s

9 1.08; m 50.00;d | C-8,10, 11 1.21;m 49.47; d C-8,10,11

10 39.27; s - 38.20; s
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2.04;m C-8,9, 12,13, | 1.82; m suprapus C-8,9, 10, 12,
11 23.73; t 18.60; t
1.51;m 16 1.1.61;m 13
C-13, 14, 15,
12 2.75;1/2.2 45,06; d 4.40; m 49,16; d C-11, 14,16
16, 17
13 451, m 47.80;d | C-11,12,14 2.67;t/1.7 43.43;d C-12, 14,16
2.41; m. 2.36; dg/14.8; 1.7
14 36.51; t C-8,9,13,15 40.70; t C-8,9,12,15
1.64; m suprapus
C-7,9, 12,14, | 1.51; m suprapus C-8,9, 13, 16,
15 4.27; s 61.54; t 52.78; t
16, 17 1.26; m suprapus 17, OAc
16 - 145.23;s | - - 82.66; s -
C-13, 15, 16,
17 6.25; d/1.6 106.80; q | C-12, 15, 16 1.58; s 24.41; q
OAc
18 1.26; s 28.90; g | C-3,4,5,19 1.24;s 29.00; q C-3,4,5,19
19 - 182.48; s - 183.34; s -
20 1.04; s 14.05;q | C-5,8,9,10 1.01;s 13.94; q C-1,5,9,10
CO (OAc) - 170.26; s -
Me (OAc) 2.00; s 22.27; q OAc, C-16

2.5. Concluzii la capitolul 2

Cercetarile efectuate in cadrul acestui capitol au demonstrat rolul important al

diterpenoidelor pentaciclice ent-trachilobanice in calitate de precursori biogenetici ai

diterpenoidelor ent-kauranice, ent-atisanice si ent-beieranice.

A fost elaborata si optimizata o metoda eficienta de izolare, reiesind din deseurile uscate
de floarea-soarelui Helianthus annuus L. a acizilor ent-kaur-16-en-19-oic (4),
ent-trachiloban-19-oic (219) si 15a-angeloil-ent-kaur-16-en-19-oic (307) - compusi
importanti ce posedd o gama largd de activitati biologice si pot servi ca sintoni
convenabili la sinteza altor compusi biologic activi cu pondere mica in natura.

A fost realizata pentru prima data sinteza retro-biomimetica a diterpenoidelor tetraciclice
bioactive, cu schelet carbonic ent-atisanic, ent-beieranic si ent-kauranic prin izomerizarea
superacida, la temperaturd joasda, a acidului ent-trachiloban-19-oic (219). Ponderea
compusilor ent-atisanici este de aproximativ 70 %.

A fost demonstrata eficienta sistemului diacetatat de iodobenzen/bromura de litiu in
izomerizarea selectiva a acidului ent-trachiloban-19-oic (219), cu generarea unui produs
regrupat majoritar cu schelet ent-kauranic, acidul (124)-12-hidroxi-16a-acetoxi-ent-

kauran-19-oic (322) — compus diterpenic cu activitate biologica potentiala.
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3. TRANSFORMARILE SINTETICE ALE ACIDULUI ENT-KAUR-16-EN-19-OIC

Transformarile chimice ale substantelor naturale, in general, si a diterpenoidelor ent-
kauranice in particular, constituie o0 directie importanta si promititoare in chimia
medicamentelor. Cu toate acestea, exista cel putin trei factori care impiedica investigatiile in
acest sens. Primul factor este continutul lor extrem de scazut in sursele naturale, majoritatea
diterpenoidelor se gasesc in cantitati forte mici. Al doilea impediment constd in prezenta mai
multor centre de reactie in molecula, ceea ce impiedica cursul chemo-si regioselectiv al sintezei.
Al treilea factor este susceptibilitatea la regrupari de schelet, foarte caracteristica ent-kauranilor.
Totusi, marea varietate a diterpenoidelor ent-kauranice izolate, cat si abundenta relativ mare a
unora in sursele naturale disponibile, reprezintd o baza foarte atractiva pentru transformarile
chimice ulterioare.

In acest context, acidul ent-kaur-16-en-19-oic (4) este una dintre terpenoidele ent-
kauranice prezente abundent in sursele naturale, Se intdlneste in specii de plante ca: Wedelia
[193], Mikania [194], Annona [195], Xylopia [196] si Helianthus [6, 161].

Acidul ent-kaur-16-en-19-oic (4) este unul dintre compusii intermediari implicati in
biosinteza diverselor diterpenoide ent-kauranice, inclusiv a giberelinelor, un grup de
fitohormoni de crestere importanti. Prin urmare, nu este surprinzator ca multi ent-kaurani si
derivati ai acestora actioneaza ca reglatori de crestere ai plantelor [1].

E de mentionat faptul ca, acidul ent-kaur-16-en-19-oic (4) are un potential de
bioactivitate impunator si, practic, cuprinde in sine cele mai importante proprietati. Acidul ent-
kaurenoic (4) manifesta proprietati antiinflamatorii, antibacteriene, antifungice si altele [2]. La
fel, acidul 4 a fost raportat ca inhibitor al tirozinfosfatazei 1B (PTP1B) si a fost folosit ca
remediu la tratarea diabetului de tip 2 si a obezitatii [197]; acidul 4 aratd o inalta selectivitate
citotoxica pe liniile de celule MCF-7 [198], SF-268, MCF-7 si HepG2 [199], si activitate
inhibitorie impotriva enzimelor prolil endopeptidaza (PEP) si trombina [127]; poseda proprietati
anti-Alzheimer [16].

Important este ca, sinteze in baza acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4) sunt la moment intr-
un numar limitat [200]. Astfel, elaborarea metodelor de sinteza a derivatilor functionalizati ai
acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4) reprezinta o cale de obtinere a diterpenoidelor bioactive,
inclusiv a celor naturale, care ar prezenta un interes pentru medicina si farmaceutica.

Floarea-soarelui (Helianthus annuus L), conform diferitor studii, reprezinta sursa cea mai
bogata si accesibild de ent-kaurani, cu un continut de 0.65% din masa uscata [6, 7], iar acidul 4

este componenta predominanti extrasi din diferite parti ale plantei. In Republica Moldova
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floarea-soarelui este una dintre plantele cultivate la scara industriala, iar deseurile uscate ramase
dupa recoltare alcatuiesc o materie prima accesibild in vederea obtinerii acidului ent-kaur-16-en-
19-oic (4).

Astfel, acizii ent-kaur-16-en-19-oic (4) si angeloilgrandifloric (307) — compusi biologic
activi, pot fi izolati in cantitati sporite din deseurile de floarea-soarelui (Helianthus annuus L)

printr-o metoda simpla descrisa in capitolul anterior (vezi cap. 2, subcap. 2.1).

3.1. Izomerizarea superacida a acidului ent-kaur-16-en-19-oic. Sinteza retro-biomimetica a

diterpenoidelor naturale ent-kauranice, ent-atisanice si ent-beieranice.

Schema biogenetica de interconexiune a diferitelor clase de diterpenode tetraciclice
implica o secventa de regrupare a scheletului, care a fost iIn masura sa explice concis diversitatea
reprezentantilor cunoscuti. Conform ipotezei biogenetice de provenienta a terpenoidelor, initial
propusa de Wenkert [171], diterpenoidele de tip ent-beiranic, ent-kauranic, ent-trachilobanic si
ent-atisanic ar putea sa provina de la ent-copalil pirofosfat prin intermediul unui carbocationilor
neclasic (vezi cap. 2, Figura 2.2). In acest context, anterior au fost raportate o serie de
izomerizari ale diterpenoidelor ent-kauranice sub actiunea diferitelor reactivi, superacizii fiind
generatori convenabili de specii active [172, 173]. Astfel, in baza conceptie noi propuse de
sintezd retro-biomimetica a diterpenoidelor mentionate mai sus, a fost efectuata izomerizarea
acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4).

Tratarea acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4) cu un exces de acid fluorosulfonic (5 eq.), in
conditii blande (-60 °C), permite obtinerea unei serii de compusi naturali cu schelete regrupate
[174, 176, 177, 201]. Produsul de reactie a fost mai intai separat cromatografic pe coloana cu
silicagel, cu obtinerea fractie cu compusi nepolari si a fractiei cu compusi polari. Fractia
nepolara a fost recromatografiata pe coloana cu silicagel impregnat cu nitrat de argint. Eluarea in
gradient a permis izolarea in ordinea cresterii polaritatii a urmatorilor compusi: acizii ent-
atisenici — ent-atis-15-en-19-oic (310; 8%) si ent-atis-16-en-19-oic (311; 22%) [179], acizii ent-
kaurenici — compus initial recuperat (4, 18%) si izomerul acestuia, acidul ent-kaur-15-en-19-oic
(63; 17%) [54], si in final, acidul ent-beier-15-en-19-oic (312; 7%) [179] (Figura 3.1).
Structurile produsilor de sintezd au fost stabilite in baza datelor spectrale (*H- si *C-RMN;
tehnici 1D si 2D). Aceste structuri au fost confirmate si prin corelare chimica. Tratarea acizilor
individuali cu solutie eterica de diazometan a condus cantitativ la esterii metilici corespunzatori:
ent-atis-15-en-19-oat de metil (315) [178], ent-atis-16-en-19-oat de metil (316) [178 - 180], ent-
kaur-15-en-19-oat de metil (317) [145] si ent-beier-15-en-19-oat de metil (318) [178].
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Fractia polara a fost recromatografiata pe coloana cu silicagel, obtindndu-se doi derivati
hidroxilici izomeri cu schelet atisanic, acidul (165)-16-hidroxi-ent-atisan-19-oic (313; 5%) [182]
si acidul (16a)-16-hidroxi-ent-atisan-19-oic (314; 4%) [184] (Figura 3.1). Structurile produsilor
de sinteza au fost stabilite in baza datelor spectrale si prin corelare chimica. Tratarea
hidroxiacizilor cu solutie eterica de diazometan a condus cantitativ la esterii metilici
corespunzatori 319 [183] si 320 [184]. Toti compusii obtinuti au fost descrisi in capitolul
anterior (vezi capitolul 2, subcapitolul 2.2).

“COR “CO,R “CO,R
b(31° R=H b 311R=H p 63R=H
315 R=Me 316 R = Me 317 R = Me

“CO,R “CO,R
312R=H p 313R=H p 314R=H
318 R = Me 319 R = Me 320 R = Me

Reagenti si conditii: (2) FSOz;H (5 eq.), i-PrNO,, CH,Cl,, -60 °C, 15 min; (b) CH,N,, Et,0, 30 min.
Fig. 3.1. Schema reactiei de izomerizare superacida a acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4).

Conform ultimelor cercetdri in domeniul [12], mecanismul presupus al reactiei de
izomerizare a acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4), ca si in cazul acidului ent-trachiloban-19-oic
(219), presupune formarea intermediarului de tip beieranic B. Initial se formeaza carbocationul
tertiar ent-kauranil A, care la pierderea unui proton din Cys, conduce la acidul ent-kaur-15-en-
19-oic (63). Carbocationul A, in urma migrarii grupei metil, genereaza cabocationul ent-
beieranil B, intermediarul cheie in obtinerea diterpenoidelor de tip atisanic si beieranic. Acesta,
suferind o serie de migrari, genereaza carbocationul ent-atisanil D, care pierde un proton din
pozitiile Cy5 Sau Cy7 pentru a forma legaturile C = C izomere in moleculele aciziilor ent-atisenici
310 si 311. Paralel, compusii hidroxilati 313 si 314 se formeaza la interactiunea carbocationului
D cu o molecula de apa. Acidul ent-beier-15-en-19-oic (312) se formeaza direct din

carbocationului B, la ruperea unui proton din centrul Cys.
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Fig. 3.2. Mecanismul propus al transformarii retro-biomimetice

a acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4).

Astfel, izomerizarea superacida a acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4), in comparatie cu
cea a acidului ent-trachiloban-19-oic (219), genereaza o cantitate aproximativ de doua ori mai
mica de diterpenoide ent-atisanice, randamentul total al compusilor 310, 311, 313 si 314 fiind de
circa 39%. In schimb, au crescut randamentele derivatilor ent-kaurenic 63 si ent-beierenic 312
[177].

3.2. Tranformari oxidative ale acidului ent-kaur-16-en-19-oic.

Legatura dubla exociclica in ent-kaurani joacd un rol important in manifestarea activitatii
lor biologice, prezenta ei fiind definitorie in unele cazuri [74, 102]. Dar totodata, legatura dubla
reprezinta un centru reactiv important. Multe diterpenoide naturale functionalizati in centrele
C-16, 17 sau in pozitia alilica (C-15) manifestd diverse activitati biologice, spre exemplu

activitate citotoxica [199], anti- Alzheimer si antioxidanta [16], ceea ce 1i face atractivi din punct
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de vedere sintetic. Este cunoscut faptul ca, un grad inalt de functionalizare este foarte important
in manifestarea proprietatilor biologice relevante. In acest sens, au fost realizate o serie de
transformari oxidative cu implicarea acidul ent-kaur-16-en-19-oic (4) accesibil, obtinandu-se 0

serie de compusi naturali bioactivi cat si unii compusi sintetici.

3.2.1. Oxidarea alilica a acidului ent-kaur-16-en-19-oic

Pornind de la ideea de mai sus, au fost sintetizati derivatii acidului ent-kaur-16-en-19-oic
(4) care poseda grupe functionale suplimentare in pozitia C-15. Astfel, oxidarea acidului 4 cu
dioxid de seleniu in etanol, genereaza alcoolul corespunzator 12 cu randament de 68% (Figura
3.3). In acelasi timp, saponificarea esterului angelic 307 cu o solutie etanolica de hidroxid de
potasiu conduce la obtinerea aceluiasi hidroxiacid 12, cu un randament de 97% [202]. Structura

acidului 15a-hidroxi-ent-kaur-16-en-19-oic (12) a fost confirmata prin metode fizico-chimice.

TOH A§=/

307

Reagenti si conditii: (2) SeO,, EtOH, A, 4 ore, 68%; (b) KOH, EtOH, A, 4 ore, 97%; (c) PCC, CH,ClI,, 24 ore, 68%.
Fig. 3.3. Schema reactiei de obtinerea a acidului 15-0x0-ent-kaur-16-en-19-oic (115).

Acidul 15a-hidroxi-ent-kaur-16-en-19-oic (12) este un compus natural, anterior izolat
din diferite surse vegetale (Helianthus niveus subspecies Canescens [203], Viguiera ladibractate
[204], Viguiera potosina [205], Espeletia timotensis [98]). Acidul grandifloric (12) este raportat
ca antifedant [206], antifungal in cazul ciupercilor Pythium ultimum (70%) si Rhizoctonia solani
(78%) [181]. De asemenea, manifesta proprietati antibacteriene moderate asupra Staphylococcus
aureus 209 si Escherichia coli [207] si proprietdti citotoxice moderate asupra liniilor de celule

canceroase SF-268, MCF-7 si HepG2 [199]. In bioteste mai recente, acidul grandifloric (12),
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stimuleaza depunerea oualor la femelele moliei dungate de floarea-soarelui, Cochylis Hospes
[208].

Hidroxiacidul 12 este caracterizat in spectrul IR prin benzi de absorbtic specifice ale
grupelor carboxil (1690 cm™), hidroxil (3415-2725 cm™) si a legaturii duble exociclice (895 si
1620 cm™). in spectrul *H NMR sunt prezente semnalele singlet ale grupelor metil din C-18 si
C-20 (1.25 si 0.96 ppm), semnalul singlet monoprotonic din C-15 la 2.75 ppm si semnalul
dublet al grupei metilenice de la legitura dubla din C-17 la 5.08 si 5.22 ppm. Spectrul **C RMN
atestd prezenta in moleculd a grupelor metil in C-18 (29.1 ppm) si C-20 (15.9 ppm) si a celor
noud grupe metilenice, dintre care una este localizata la legatura dubla, C-17 la 108.3 ppm.
Semnalele carbonilor cuaternari din pozitiile C-4, C-8, C-10 si C-16 se gasesc la 43.5, 47.7, 40.1
si 160.4 ppm, iar semnalul grupei carboxil din pozitia C-19 la 183.7 ppm. Semnalele carbonilor
trisubstituifi C-5, C-9 si C-15 se gasesc la 57.3, 53.4 i 82.7 ppm. Stereochimia relativa a grupei
OH s-a stabilit a fi a-orientati, in baza coralatiei "H -'H NOESY dintre atomi de hidrogen din
pozitiile H-15-Hg-9, ceea ce coincide cu acidul natural. Datele spectrale ale acidului 12 coincid
cu cele din literatura [203].

Avand la discretie acid grandifloric (12), se deschide calea spre sinteza unui derivat ent-
kaurenic important cu proprietati citotoxice, acidul 15-oxo-ent-kaur-16-en-19-oic (115).
Oxidarea hidroxiacidului 12 cu PCC [209] in diclorometan duce la formarea cetonei 115, cu un
randament de 84% (Figura 3.3) [202]. Cetona 115 este un compus natural izolat din Pteris
longipes Don [210], Espeletia grandiflora [211], Xylopia aethiopica [212] si poseda o activitate
citotoxica relevanta.

Cetona 115 este caracterizata, in spectrul IR, de benzi de absorbtie specifice ale grupelor
carboxil (1680 cm™), carbonil (1718 cm™) si a legaturii duble exociclice (895 cm™). In spectrul
'H NMR sunt prezente semnalele singlet ale grupelor metil din C-18 si C-20 (1.25 si 0.97 ppm),
si semnalul dublet al grupei metilenice de la legatura dubld din C-17 la 5.22 si 5.88 ppm.
Spectrul **C RMN atesti prezenta in moleculi a grupelor metil in C-18 (29.1 ppm) si C-20 (15.7
ppm) si a noud grupe metilenice, dintre care una este localizata la legatura dubla, carbonul C-17
de la 114.7 ppm. Semnalele carbonilor cuaternari din pozitiile C-4, C-8, C-10 si C-16 se gasesc
la 43.5, 52.3, 40.3 si 149.8 ppm, iar semnalele grupelor carbonil din pozitia C-19 si C-15 la
192.5 $1 210.8 ppm respectiv. Semnalele carbonilor trisubstituifi C-5 si C-9 se regésesc la 57.0 si
51.4 ppm. Datele spectrale ale cetonei 115 coincid cu datele din literaturd [210].

Astfel, pornind de la acidul ent-kaur-16-en-19-oic (4) si esterului angelic 307 au fost

sintetizati doi compusi naturali biologic activi, functionalizati in pozitia C-15.
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3.2.2. Oxidarea treptatd a acidului ent-kaur-16-en-19-oic

O directie atractiva si promitatoare in functionalizarea ent-kaurenilor este oxidarea dublei
legaturi. Acidul meta-cloroperbenzoic (NCPBA) a fost printre primii agenti de oxidare utilizati,
acesta fiind antrenat in sinteza derivatilor epoxidici ai acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4) [92,
93].

Reactia de epoxidare cu mMCPBA poate fi efectuata atat pe acidul ent-kaur-16-en-19-oic
(4) individual, cat si pe amestecul de acizi izomeri 4 si 219, in al doilea caz reactionand doar
acidul 4. Astfel, la tratarea acidului individual 4 cu mMCPBA s-au obtinut doi epoxizi izomeri, f-
epoxidul 321 (16%) si a-epoxidul majoritar 322 (74%) (Figura 3.4) [213]. lzolarea
cromatograficd pe coloand cu silicagel a epoxizilor este nsotita de izomerizarea partiala a
produsilor cu generarea aldehidelor izomere corespunzatoare (~ 5%) [214].

Conform spectrelor protonic si carbonic, ambii compusi contin grupe carboxil si ciclul
epoxidic, fapt confirmat si prin analiza corelatiile corespunzitoare ‘H-"H COSY si NOESY, 'H-
13C HSQC si HMBC. Epoxidul 321 este caracterizat in spectrul IR de benzi de absorbtie specifice
a grupei carboxil (1693 cm™) si a grupei epoxi (1264 cm™). In spectrul *H NMR sunt prezente
semnalele singlet ale grupelor metil din centrele C-18, C-20 (1.24, 0.97 ppm) si semnalul dublet
al grupei metilenice din C-17 la 2.76 si 2.86 ppm. Spectrul **C RMN atesta prezenta in molecula
a grupelor metil in C-18 (28.9 ppm),C-20 (15.8 ppm) si C-17 (50.4 ppm). Semnalele carbonilor
cuaternari din pozitiile C-4, C-8, C-10 si C-16 se gasesc la 43.7, 44.1, 39.6 si 64.7 ppm, iar
semnalul grupei carboxilice din pozitia C-19 la 184.1 ppm. Semnalele carbonilor trisubstituiti C-
5 si C-9 se regasesc la 56.9 si 55.2 ppm. Structura si stereochimia acestui compus a fost
confirmatd prin metode spectrale si prin comparatic cu epoxidul 322, corespunzand acidului
16/, 17-epoxi-ent-kauren-19-oic (321).

Epoxidul majoritar 322 este caracterizat in spectrul IR prin benzi de absorbtie specifice
ale grupelor carboxil (1693 cm™) si epoxi (1263 cm™). in spectrul *H NMR sunt prezente
semnalele singlet ale grupelor metil din centrele C-18, C-20 (1.23 si 0.95 ppm) si semnalul
dublet al grupei metilenice din C-17 la 2.80 si 2.88 ppm. Spectrul 3 C RMN atesti prezenta in
molecula a grupelor metil in C-18 (28.9 ppm) si C-20 (15.8 ppm) si C-17 (54.9 ppm). Semnalele
carbonilor cuaternari din pozitiile C-4, C-8, C-10 si C-16 se gésesc la 43.7, 45.4, 39.6 si 64.4
ppm, iar semnalul grupei carboxil din pozitia C-19 la 184.1 ppm. Semnalele carbonilor
trisubstituiti C-5 si C-9 se regasesc la 56.9 si 55.2 ppm. Structura si stereochimia acestui compus
a fost confirmata prin metode spectrale si corespunde acidului 16¢,17-epoxi-ent-kauren-19-oic
(322).
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“CO,H “CO,H
192 64

Reagenti si conditii: (a) mMCPBA, Et,0, t.c, 2 ore, 91%; (b) HCIO, (70 %), DMSO, H,0, 50 °C, 4 ore, 70%; (c)
FSOsH (5 eq.), i-PrNO,, CH,Cl,, -60 °C, 15 min, 75%; (d) LiOH (3 eq.), DMSO, 110 - 140 °C,
7 ore, 40%.

Fig. 3.4. Schema reactiei de epoxidare a acidului 4 si hidroliza ulterioara a acidul 16a,17-epoxi-
ent-kauran-19-oic (322). Mecanismul propus al reactiei de deschidere

a ciclului epoxidic in compusul 322.

Tratarea ulterioara a epoxidului majoritar 322 cu acid percloric de 70%, in mediu de
DMSO si H,O a dus la deschiderea ciclului epoxidic cu formarea aldehidei 192 si alcoolului
alilic 64 cu un randament total de 70% (Figura 3.4). Structurile alcoolul natural 64 si a aldehidei
sintetice 192 au fost demonstrate in baza datelor spectrale. Stereochimia centrului C-16 in
aldehida 192 s-a determinat a fi inversa in comparatie cu cea a substratului initial 322, fenomen
care poate fi explicat printr-o posibila enolizare a intermediarului Ib — Ic (Figura 3.4).

O cale alternativa de deschidere a epoxidului 322 a fost realizata prin tratarea acestuia cu

superacid. Astfel, la interactiunea compusului 322 cu un exces de acid fluorosulfonic (5 eq.), in
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conditii blande (-60 °C), s-a obtinut aldehida 192 cu un randament de 75% si doar urme de
alcool alilic 64. De asemenea, s-a incercat deschidere ciclului epoxidic in conditii bazice.
Tratarea epoxidului 322 cu LiOH in DMSO, intr-un interval de temperaturi de la 80 la 140 °C, a
generat aldehida 192 (21%) si alcool alilic 64 (20%), randamentul total fiind modest. Aldehida
192 este un compus sintetic raportata anterior doar in forma metilata [74], iar alcoolul 64 este un
compus natural, izolat din mai multe specii de plante [215 — 217]. Rezultatele obtinute sunt
reflectate in Tabelul 3.1.

Tabelul 3.1. Raportul procentual al compusilor 192 si 64 obtinuti in conditii diferite de

hidroliza.
o ) Substrat Aldehida Alcool alilic
N/o Conditii de reactie
% 192, % 64, %
70% HCIO4, DMSO, H,0,
1 - 26 44
4 - 24 ore
HSOgF, i-Pr NOg, CH2C|2, -
2 - 75 2
70°C, 15 min.
LiOH, DMSO, H;0, 140°C,
3 15 21 20
24 ore

Aldehida 192 este caracterizata in spectrul IR de benzile de absorbtic specifice ale
grupelor carboxil (1691 cm™) si carbonil (2737 cm™). In spectrul *H NMR sunt prezente semnale
singlet a doua grupe metil tertiare la & 1.23 si 0.92 ppm, C-18 ecuatoriala si C-20 axiala, care
sunt caracteristice ent-kauranilor cu grupa carboxil axiala in C-19. Tot aici, se gasesc semnalul
triplet monoprotonic al grupei CH din C-16 la 2.58 ppm si semnalul dublet al protonului legat de
grupa carbonil din C-17 la 9.64 - 9.65 ppm. Spectrul **C RMN atestd prezenta grupelor metil in
C-18 (28.9 ppm) si C-20 (15.5 ppm) si a noud grupe metilenice. Semnalele carbonilor cuaternari
din pozitiile C-4, C-8 si C-10 se regasesc la 43.7, 45.1 si 39.6 ppm, iar semnalul grupelor
carbonil din pozitiile C-19 si C-17 se gasesc 184.0 s1 203.7 ppm respectiv. Semnalele carbonilor
trisubstituii C-5, C-9 si C-16 se gasesc la 56.9, 55.2 si 53.6 ppm. Stereochimia relativa a grupei
CHO s-a stabilit a fi a-orientatd, in baza corelatiilor *H-"H NOESY dintre atomi de hidrogen din
pozitiile H,-13<>H-17 si H-16 <> H-15, precum si prin comparatia deplasarilor chimice si a

scindarii centrului H-17 in compusii analogi din literatura [218].
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Acidul 17-hidroxi-ent-kaur-16-en-19-oic (64) este caracterizat in spectrul IR de benzi de
absorbtie specifice ale grupelor carboxil (2931 si 1693 cm™), hidroxil (3400 — 200 cm™) si a
legaturii duble endociclice (917 cm™). in spectrul *H NMR sunt prezente semnalele singlet ale
grupelor metil din C-18 si C-20 (1.24 si 0.97 ppm), semnalul singlet monoprotonic din C-15 la
5.36 ppm si semnalul dublet al grupei metilenice din C-17 la 4.19. Spectrul **C RMN se atesta
prezenta grupelor metil In C-18 (28.9 ppm) si C-20 (15.4 ppm) si a noud grupe metilenice,
inclusiv a celei din C-17 de la 61.3 ppm. Semnalele carbonilor cuaternari din pozitiile C-4, C-8,
C-10 si C-16 se gasesc la 43.7, 48.9, 39.8 si 146.1 ppm, iar semnalul grupei carboxil din pozitia
C-19 se gaseste la 183.4 ppm. Semnalele carbonilor trisubstituifi C-5, C-9 si C-15 se gasesc la
56.7, 47.5 si 135,5 ppm. Datele spectrale ale hidroxiacidului 64 coincid cu cele din literatura
[219].

Astfel, pornind de la acidul ent-kaur-16-en-19-oic (4) au fost obtinuti o serie de compusi
naturali si sintetici. De asemenea, au fost studiate diferite posibilitati de hidroliza a epoxidului
322.

3.2.3. Oxidarea acidului ent-kaur-16-en-19-oic cu tetraoxid de osmiu

O alta directie atractiva si promitatoare in functionalizarea ent-kaurenilor este oxidarea
legaturii dublei cu obtinerea unor compusi dihidroxilati. La oxidarea acidului ent-kaur-16-en-
19-oic (4) cu tetraoxid de osmiu (OsO,), in prezenta cocatalizatorului Ks[Fe(CN)g] conform
metodei [220], s-a obtinut acidul 16a,17-dihidroxi-ent-kauran-19-oic (53) cu un randament de
70% (Figura 3.5) [213].

323R=H
324 R=Ac

Reagenti si conditii: (a) 0sO,4, K3[Fe(CN)g], t-BuUOH, H,0, t.c, 48 ore, 70%; (b) Ac,0, Py, t.c, 48 ore, 95%; (c)
Ac,0, Py, DMAP, t.c, 24 ore, 95%.

Fig. 3.5. Schema reactiei de obtinere a acidului 16a,17-dihidroxi-ent-kauran-19-oic (53) sia
acetatilor 323 si 324, pornind de la acidul ent-kaur-16-en-19-oic (4).

Trebuie de mentionat faptul ca, acidul 16a,17-dihidroxi-ent-kauran-19-oic (53) a fost

izolat anterior din specii de Helianthus sp. [221], din plantele medicinale Wedelia calycina
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[222] si Siegesbeckia pubescens [67], din fructe verzi, coaja si frunze de Xylopia
frutescens.[223] si din fructele unor specii Annona sp.[164, 224]. Acidul 53 a fost raportat ca
componenta biologic activa a plantelor, manifestand activitate anti-HIV [224], anti-cancer [225]
si anti-Alzheimer [16]. Mai recent, acidul 53 este raportat, de rand cu alti ent-kaurani, ca avand
un efect inhibitor semnificativ asupra producerii de oxid nitric induse de lipopolizaharide in
celulele microgliale BV2 [226], fiind un agent anti-neiroinflamator promitator.

Dihidroxiacidul 53 este caracterizat in spectrul IR prin benzi de absorbtie specifice ale
grupelor carboxil (2935, 1716 cm™) si hidroxil (3431 cm™). in spectrul *H NMR sunt prezente
semnalele singlet ale grupelor metil din C-18, C-20 (1.22, 0.96 ppm) si semnalele dublet la 3.62
si 3.74, indicand prezenta unei grupe hidroxi-metilenice in C-17. Spectrul *C RMN atesta
prezenta in moleculd a grupelor metil in centrele C-18 (28.9 ppm) si C-20 (15.6 ppm) si a zece
grupe metilenice, evidentiindu-se carbonul din C-17 (66.2 ppm) la care este localizata grupa
hidroxil. Semnalele carbonilor cuaternari din pozitiile C-4, C-8, C-10 si C-16 se gasesc la 43.7,
44.7, 39.6 si 81.9 ppm, iar semnalul grupei carboxilice din pozitia C-19 se regaseste la 183.7
ppm. Semnalele carbonilor trisubstituiti C-5 si C-9 se gasesc la 57.0 si 56.1 ppm. Stereochimia
relativa a centrului C-16 a fost stabilitd in baza corelatiei *H-'H NOESY si prin comparatie cu
datele din literatura. Corelatia protonilor Hp-17 <> H>-15 <> Hg-9, si lipsa unei corelatii cu H,-
13, ne vorbeste despre configuratia 160-OH. Datele spectrale ale acidul 16a,17-dihidroxi-ent-
kauran-19-oic (53) coincid cu cele din literatura [227].

Urmatorul pas a constat in acetilarea acidului 53 in conditii standard (Ac;O in Py),
obtinandu-se acidul 16a-hidroxi-17-acetoxi-ent-kauran-19-oic (323) (95%) (Figura 3.5), compus
natural izolat anterior din planta medicinala Inula japonica Thunb. Cercetarile recente au
demonstrat ca compusul 323 inhibd semnificativ producerca monoxidului de azot (NO) in
celulele RAW264.7 macrofage [227].

Compusul 323 este caracterizat in spectrul IR prin benzi de absorbtie specifice grupelor
carboxil (1705 cm™), hidroxil (3400 cm™) si acetoxi (1725 cm™). In spectrul *H NMR sunt
prezente semnale singlet a doua grupe metil tertiare la 1.21 si 0.93 ppm, din centrele C-18
ecuatorial si C-20 axial specifice ent-kauranilor cu grupa carboxilica axialda in C-19. Alta
caracteristicd majora in spectrul protonic este semnalul singlet din C-17 la 4.22 ppm, ce indica
prezenta unei grupe metilen exociclice oxigenate si un singlet la 2,08 ppm caracteristic grupei
metil din componenta OAc. Spectrul "*C RMN atesta prezenta in moleculi a grupelor metil in C-
18 (28.9 ppm), C-20 (15.6 ppm), a metilului (20.9 ppm) din componenta grupei OAc si a zece
grupe metilenice, cea din C-17 (68.4 ppm) fiind oxigenata (OAc). Semnalele carbonilor
cuaternari din pozitiile C-4, C-8, C-10 si C-16 se gasesc la 43.6, 44.7, 39.6 si 80.1 ppm, iar
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semnalele carbonililor din componenta grupelor COOH din C-19 si OAc se gaseste la 183.8 si
171.3 ppm respectiv. Semnalele carbonilor trisubstituiti C-5 si C-9 se géasesc la 56.7 si 55.6
ppm. in experimentul 2D *H-"*C HMBC se observi o corelare a protonilor H-17 si a atomiilor
de carbon din centrele C-13, C-15 si C-16 si grupa OAc (171.3 ppm). Stereochimia relativa a
centrului C-16 raméne neschimbati, ceea ce a fost stabilit in baza corelatiei *H-*H NOESY si
prin comparatie cu datele din literatura. Datele spectrale ale acidul 16a-hidroxi-17-acetoxi-ent-
kauran-19-oic (323) coincid cu cele din literatura [227].

In continuare, compusul 323 a fost supus acetilirii cu obtinerea produsului diacetilat.
Reactia de acetilare a grupei OH tertiare a fost efectuata in prezenta unei cantitati catalitice de
dimetilaminopiridina. Astfel, in urma reactiei s-a obtinut diacetatul corespunzator, acidul
16a,17-diacetoxi-ent-kauran-19-oic (324) cu un randament de 95% (Figura 3.5). Diacetatul 324
a fost anterior izolat din tulpina plantei Annona senegalensis si manifestd activitate citotoxica
selectiva a supra celulelor PC-3 (cancer de prostatd) [199].

Acidul 16a,17-diacetoxi-ent-kauran-19-oic (324) este caracterizat in spectrul IR prin
benzi de absorbtie specifice grupelor carboxil (1701 cm™) si acetoxi (1727 cm™). In spectrul
'H NMR sunt prezente semnale singlet a doud grupe metil tertiare la 1.23 si 0.93 ppm, din
centrele C-18 si C-20. De asemenea, in spectrul protonic se evidentiazd semnalele dublete la &
4.42 i 4.93 ppm (2H), si doua singlete la 1.99 si 2.05 ppm (3H), indicand prezenta unei grupe
metilen exociclice oxigenate si a doua grupe metil din componenta grupelor OAc. Spectrul  *C
RMN atesta prezenta in moleculd a grupelor metil in C-18 (28.9 ppm), C-20 (15.6 ppm), doua
grupe metil din componenta grupelor OAc la 20.8 si 22.4 ppm, si a zece grupe metilenice, cea
din C-17 (63.5 ppm) fiind oxigenata. Semnalele carbonilor cuaternari din pozitiile C-4, C-8, C-
10 si C-16 se gasesc la 43.7, 44.4, 39.6 s1 90.5 ppm, iar semnalele carbonililor din componenta
grupei carboxil din C-19 si a celor doua grupe OAc se regasesc la 183.6, 170.7 si 170.8 ppm,
respectiv. Semnalele carbonilor trisubstituiti C-5 si C-9 se gasesc la 56.7 si 55.4 ppm.
Experimentul *H-"*C HMBC denoti o corelatie a protonilor H-17 si a atomilor de carbon din
centrele C-13, C-15, C -16 si grupa OAc. Stereochimia relativa a centrului C-16 se pastreaza.
Datele spectrale ale acidului 324 coincid cu cele din literatura [199].

Astfel, pornind de la acidul ent-kaur-16-en-19-oic (4) au fost obtinuti o serie de compusi
naturali bioactivi. Acidul 53 a fost raportat ca componentd biologic activd a plantelor,

manifestand activitate anti-HIV , anti-cancer si anti-Alzheimer .
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3.3. Functionalizarea acidului ent-kaur-16-en-19-oic cu diacetat de iodobenzen — bromuri
de litiu (PhI(OAC); — LiBr) si/sau periodat de sodiu — bromura de litiu (NalO4 — LiBr)

Urmatorul pas in functionalizarea acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4) a constat in
obtinerea derivatilor functionalizati printr-o serie de reactii diastereoselective de dihidroxilare a
legaturii duble conform metodei [188]. In cazul diterpenoidelor in general si a kauranilor in
particular, prezenta mai multor centre reactive in aceiasi moleculd creeaza dificultati in
parcursul chemo- si regioselectiv al reactiilor, dar totodata, aceasta particularitate poate genera
produsi cu totul neasteptati.

Astfel, la interactiunea acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4) cu PhI(OAcC),, reactia fiind
catalizata de LiBr in mediu de acid acetic glacial (95 °C), s-a obtinut o serie de compusi
polifunctionalizati interesanti [228]. Produsul de reactie, sub forma unui amestec complex, a fost
supus cromatografiei pe coloana cu silicagel si eluarea in gradient cu eter de petrol/acetat de etil
a permis izolarea a cinci compusii, dintre care, 325 — 327 si 329 nu au fost raportati anterior
(Figura 3.6). Randamentul sumar al compusilor constituie 72%.

De pe coloana au fost eluati in ordinea cresterii polaritatii urmatorii compusi: amestecul
de bromuri izomere (E/Z) 325 si 326 (13%), acidul 17-bromo-15a-acetoxi-16Z-ent-kaur-16-en-
19-oic (327) (40%), acidul 15a-acetoxi-ent-kaur-16-en-19-oic (328) (2%) si acidul 17-bromo-
16a-acetoxi-ent-kauran-19-oic (329) (17%) (Figura 3.6).

325 17E

326 172} (13%)

“CO,H
328 (2%) 329 (17%)

Reagenti si conditii: (a) PhI(OAC); (1 eq.), LiBr (20 mol/%), AcOH, 95 °C, 18 ore.

Fig. 3.6. Schema reactiei acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4) cu Phl(OAc), — LiBr.
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Compusii noi posedd un nivel inalt de functionalizare, contindnd grupa carboxil, legitura
dubla, grupa OAc si brom, si reprezintd produse cu un potential sporit de bioactivitate. Structura
acizilor 325 — 329 a fost stabilitd in baza datelor spectrale. Amestecul de bromuri izomere 325 si
326 a fost recromatografiat pe colana cu silicagel, in rezultat, obtinandu-se doi produsi
individuali, acizii 17-bromo-16Z-ent-kaur-16-en-19-oic (325) si 17-bromo-16E-ent-kaur-16-en-
19-oic (326).

Mecanismul propus de obtinere a bromurelor izomere presupune formarea ionilor de
bromoniu lab si formarea compusilor dibromurati llab, prin aditie stereoseleciva. Eliminarea
unei molecule de HBr genereaza, in primul caz, derivatul cis (Z) 325, iar in al doilea caz
derivatul trans (E) 326 (Figura 3.7).

O]

2Br Bry

W Br ) Br
S 15 46 17 —_— 16/ 17
HO.C 1 +Br | -HBr  HO,C H
2 N/ HO,C / Br 2 /.
la lla 325
T- Br

K\B e
HO,C ! e

4
l-Br‘

H
HO.C Br HO.C /" B By HO, [/~ Br
b 326

Ib

Fig. 3.7. Mecanismul presupus al reactiei de obtinere a compusilor 325 si 326.

Structura acidului 17-bromo-16Z-ent-kaur-16-en-19-oic (325), conform spectrelor de
rezonantd magneticd, contine grupa carboxil, legatura dubld, un atom de brom si doud grupe
metil, atribuite prin analiza corelatiilor corespunzatoare 'H-'H COSY si NOESY, 'H-*C HSQC si
HMBC. Spectrul IR confirma datele de mai sus, prin prezenta benzilor de absorbtie specifice ale
grupei carboxil (3040 cm™), ale legaturii duble exociclice (1690cm™) si a unui atomului de Br
(740 cm™). In spectrul *"H NMR sunt prezente semnale singlet a doud grupe metil la 1.24 si 0.94
ppm, din centrele C-18 ecuatorial si C-20 axial. Alte caracteristici in spectrul protonic sunt
semnalul singlet al protonului din pozitia C-13 (3.02 ppm) si semnalul singlet monoprotonic al
grupei CH din C-17 (5.81 ppm) (Figura 3.10). Spectrul **C RMN confirma prezenta in molecula
compusului 325 a grupelor metil din pozitiile C-18 (28.90 ppm) si C-20 (15.60 ppm), a 9 grupe
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metilen, inclusiv, din pozitia C-15 de la 48.91 ppm. De asemenea, din spectrul carbonic
observam semnalele carbonilor cuaternari din pozitiile C-4 (43.65 ppm), C-8 (45.24 ppm), C-10
(39.68 ppm) si a carbonului tetrasubstituit C-16 (151.02 ppm) de la legatura dubla. Tot aici,
depistam semnalul grupei carboxil din pozitia C-19 la 183.12 ppm.

Unele corelatii 'H-3C HMBC, ce confirmi atribuirile de mai sus, sunt: H3-20 — C-1, C-
5, C-95i C-10; H3-18 — C-3, C-4, C-55i C-19; Hp-9 — C-8, C-10, C-11, C-15; Hp-14 — C-9,
C-12; H,-15— C-8, C-14, C-16; H-17 — C-15, C-16 (Figura 3.8). Stereochimia legaturii duble a
fost stabilita in baza exprerimentului NOESY si prin comparatia deplasarii semnalelor in ambii
izomeri 325 si 326. Corelatia protonilor H-17 <> H-15 si lipsa corelatiei cu H-14 (Figura 3.8),
precum si deplasarea In cdmp mai puternic a semnalelor caracteristice H-17 in comparatie cu
bromura 326 (Figura 3.9), ne vorbeste despre configuratia 17Z si corespunde acidului 17-bromo-
16Z-ent-kaur-16-en-19-oic (325).

R\ VN
COSY: HwmmH HMBC: H C NOESY: H H

Fig. 3.8. Corelatii selectate *H-"*C HMBC, *H-'H COSY si NOESY ale acidului 17-bromo-16Z-
ent-kaur-16-en-19-oic (325).

Structura acidului 326 este caracterizata in spectrul IR de benzile de absorbtie specifice
grupei carboxil (1695 cm™), legaturii duble exociclice (3030cm™) si unui atomului de Br (733
cm™). in spectrul *H RMN al compusul 326 sunt prezente semnalele singlet ale grupelor metil
din pozitiile C-18 (1.24 ppm) si C-20 (0.93 ppm), semnalul singlet al protonului din pozitia C-13
(2.76 ppm) si semnalul triplet al grupei CH din pozitia C-17 de la 5.87 ppm (Figura 3. 10).
Spectrul **C RMN confirma prezenta in moleculd acestui compus a grupelor metil din pozitiile
C-18 (28.9 ppm) si C-20 (15.6 ppm), a noua grupe metilen. De asemenea, din spectrul carbonic
observam semnalele carbonilor cuaternari tetrasubstituiti din pozitiile C-4 (43.6 ppm), C-8 (43.7
ppm), C-10 (39.6 ppm) si a carbonului cuaternar din C-16 (152.5 ppm) de la legatura dubla. Tot
aici, depistam semnalul grupei carboxil din pozitia C-19 (183.6 ppm). Corelatii *H-**C HMBC,
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ce confirma atribuirile de mai sus, precum si majoritatea atribuirilor din compusul 326 sunt

similare cu cele din compusul 325, diferenta constand doar in stereochimia legaturii duble.

Fig. 3.9. Corelatii "H-"H NOESY cheie ale acidului 17-bromo-16E-ent-kaur-16-en-19-oic (326).

Stereochimia legaturii duble a fost stabilitid in baza corelatiilor "H-'H NOESY si prin
comparatia deplasarii semnalelor in ambii izomeri 325 si 326. Corelatia protonilor H-17 <> H,-
13 < H-14 (Figura 3.9), precum si deplasarea in camp mai slab a semnalelor caracteristice
protonului H-17 in comparatie cu bromura 325, ne vorbeste despre configuratia 17E (trans), si
corespunde acidului 17-bromo-16E-ent-kaur-16-en-19-oic (326).
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Fig. 3.10. Spectrele i RMN ale compusilor 325 si 326 - prezentarea comparativa.

Acizii 327 si 328 au multe similitudini structurale si in conformitate cu mecanismul

propus (Figura 3.11), compusul 327 practic deriva din compusul 238. Astfel, in cazul
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compusului 238, mecanismul de obtinere propus (Figura 3.11.) presupune formarea ent-kaurenil
carbocationului bromurat I, prin intermediul ionului de bromoniu. Migrarea 1,2-H din centrul
Cis (11) si acetoxilarea ulterioara conduce la bromoacetoxi-derivatul 111. In continuare, are loc
pierderea unei molecule de HBr si formarea legaturii duble in 238. Acidul 327 se formeaza la
bromurarea compusului 238 cu generare specie 1V si eliminarea ulterioard a unei molecule de
HBr.
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Fig. 3.11. Mecanismul presupus al reactiei de obtinere a compusilor 327 si 328.

Compusul 327 este caracterizata in spectrul IR de benzile de absorbtie specifice grupelor
carboxil (1690 cm™) si OAc (1725 cm™), legaturii duble exociclice (3100 cm™) si unui atomului
de Br (730 cm™). in spectrul *H NMR sunt prezente semnale singlet a doud grupe metil tertiare la
1.23 si 0.95 ppm, din centrele C-18 ecuatorial si C-20 axial specifice diterpenoidelor ent-
kaurenice. Alte caracteristici majore in spectrul protonic sunt semnalul singlet al metilului din
componenta grupei OAc (2.06 ppm), semnalul singlet al protonului din pozitia C-13 (3.12 ppm)
si semnalele singlet monoprotonice ale grupelor CH din pozitiile C-15 (5.16 ppm) si C-17 (6.38
ppm) (Figura 3.13). Spectrul **C RMN confirma prezenta grupelor metil in pozitiile C-18 (28.90
ppm), C-20 (15.74 ppm), a metilului din componenta grupei OAc (21.11 ppm), si a opt grupe
metilenice, din pozitiile C-1 (40.61 ppm), C-2 (19.00), C-3 (37.67 ppm), C-6 (20.80 ppm), C-7
(34.74 ppm), C-11 (19.00 ppm), C-12 (28.71 ppm), C-14 (36.60 ppm). De asemenea, din
spectrul carbonic observam semnalele carbonilor tetrasubstituiti din pozitiile C-4, C-8 si C-10 de
la 43.6, 48.6 s1 39.9 ppm, si a carbonului cuaternar C-16 (151.3 ppm) de la legatura dubla. Tot
aici, regasim semnalele carbonililor din componenta grupelor OAc din pozitia C-15 (171.0 ppm)

si COOH din pozitia C-19 (183.7 ppm).
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Corelatiile HMBC de baza ale compusului 327 sunt asemanatoare acizilor 325 si 325,
doar ca suplimentar se observa interactiuni ale protonului CH-15 cu grupa OAc (170.8 ppm) si
cu centrele C-9, C-13, C-14 si C-16. Configuratia grupei OAc din pozitia C-15 a fost confirmata
in baza experimentului NOESY, care indica corelatii intre atomi de hidrogen din pozitiile Hz-9
—H-15-H-17 si Hy-14H-13H2-12 (Figura 3.12) si corespunde acidului 17-bromo-15a-
acetoxi-16Z-ent-kaur-16-en-19-oic (327).

Fig. 3.12. Corelatii "H-"H NOESY cheie ale acidului 17-bromo-15a-acetoxi-16Z-ent-kaur-16-en-
19-oic (327).

Acetatul 328 este caracterizat in spectrul IR prin benzi de absorbtie specifice grupelor
COOH (1690 cm™), OAc (1730 cm™) si a legaturii duble exociclice (1620, 895 cm™). In spectrul
'H NMR sunt prezente semnalele singlet ale grupelor metil din C-18, C-20 (1.23, 0.96 ppm),
semnalul singlet monoprotonic C-15 la 5.09 ppm si semnalul dublet al grupei metilenice de la
legatura dubla din C-17 la 5.09 si 5.25 ppm (Figura 3.13). Spectrul BC RMN atesta prezenta in
molecula a grupelor metil in C-18 (28.8 ppm), C-20 (15.8 ppm), Me(OAc) (21.2 ppm), a noua
grupe metilenice, deplasarea centrului C-17 (109.9 ppm) fiind specificd legaturii dubla.
Semnalele carbonilor cuaternari din pozitiile C-4, C-8, C-10 si C-16 se gasesc la 43.7, 47.5, 39.9
si 155.4 ppm, iar semnalele grupelor carboxil C-19 si OAc se regasesc la 183.9 si 171.0 ppm.
Semnalele carbonilor trisubstituiti C-5, C-9 si C-15 se gasesc la 56.6, 53.0 si 83.0 ppm.

Fig. 3.14. Corelatii "H-"H NOESY cheie ale acidului 15a-acetoxi-ent-kaur-16-en-19-oic (328).
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Stereochimia relativa a grupei OAc s-a stabilit a fi a-orientata, in baza coralatiei NOESY
dintre atomi de hidrogen din pozitiile H-15< Hg-9 (Figura 3.14). Conform datelor spectrale
compusul analizat corespunde acidului 15a-acetoxi-ent-kaur-16-en-19-oic (328), compus natural
cunoscut in literaturd si ca acid acetoxi-grandifloric. Datele spectrale ale acestui compus
corespund cu cele din literatura [229].

In cazul compusului 329 mecanismul propus de obtinere presupune formarea
carbocationului bromurat 1, prin intermediul ionului de bromoniu, §i acetoxilarea ulterioara a

acestuia, generand astfel bromoacetoxi-derivatul 329 (Figura 3.15).

O]

2Br

0.t | Br—Br —> o.C | ! *16 7 LOAC i
H -Br H
2 Br 2 NS HO,C

4 |

Fig. 3.15. Mecanismul presupus al reactiei de obtinere a compusului 329,

Br2

14 13

Br
15
17
OAc
329

Acidul 17-bromo-16a-acetoxi-ent-kauran-19-oic (329) prezinta in spectrul IR este benzi
de absorbtie specifice grupelor COOH (1690 cm™) si OAc (1717 cm™), si a unui atom de Br
(720 cm™). in spectrul *H RMN (Figura 3.13) sunt prezente semnalele singlet ale grupelor metil
din pozitiile C-18 (0.94 ppm) si C-20 (1.23 ppm), semnalul singlet al grupei metil din
componenta grupei OAc (2.05 ppm), semnalul triplet al protonului din pozitia C-13 (2.47 ppm)
si semnalele dublet monoprotonice ale grupei metilen din pozitia C-17 (3.89 si 4.34 ppm).
Spectrul **C RMN confirma prezenta grupelor metil din pozitiile C-18 (28.87 ppm), C-20 (15.40
ppm) si Me(OAc) (22.24 ppm), a 9 grupe metilen, din pozitiile C-1 (40.50 ppm), C-2 (18.93), C-
3 (37.68 ppm), C-6 (21.83 ppm), C-7 (41.79 ppm), C-11 (18.63 ppm), C-12 (25.38 ppm), C-14
(37.13 ppm) si C-17 (34.7 ppm). Semnalele carbonilor trisubstituiti C-5 si C-9 se regasesc la
56.6 si 5.38 ppm. De asemenea, din spectrul carbonic observam semnalele carbonilor
tetrasubstituiti din pozitiile C-4 (43.7 ppm), C-8 (45.0 ppm), C-10 (39.6 ppm), C-16 (90.01 ppm)
si semnalele carbonililor din componenta grupelor OAc din pozitia C-16 (170.8 ppm) si COOH
din pozitia C-19 (183.9 ppm). Unele corelatii HMBC, ce confirma atribuirile de mai sus, sunt:
H3-20 — C-1, C-5, C-9 51 C-10; H3-18 — C-3, C-4, C-5 51 C-19; Hp-9 — C-8, C-10, C-11, C-15;
H,-13 — C-12, C-14, C-15 51 C-16; H,-17 — C-13, C-15 si C-16. Configuratia centrului C-16 s-
a stabilit a fi a-OAc si a fost confirmata in baza experimentului NOESY, care indica o corelatie

intre urmatorii atomi de hidrogen: Hy-17 < H,-15 <> Hp-9 (Figura 3.16).
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Fig. 3.16. Corelatii *H-"H NOESY cheie ale acidului 17-bromo-16a-acetoxi-ent-kauran-19-oic
(329).

Functionalizarea acidul ent-kaur-16-en-19-oic (4) cu sitemul NalO4/LiBr, a generat, la
fel, cinci compusi: amestecul de bromuri izomere 325 si 326 (10%), acidul 15a-acetoxi-ent-kaur-
16-en-19-oic (328; 32%), acidul 17-bromo-16a-acetoxi-ent-kauran-19-oic (329; 17%) si acidul
grandifloric (12; 19%) [230] (Figura 3.17). In comparatie cu sistemul precedent, compusii
obtinuti sunt similari, exceptia compusului 327 care nu a fost identificat ca produs de reactie. In
schimd a fost izolat acidul grandifloric (12), o diterpenoida naturala foarte des intalnita in plante.
Datele spectrale ale acestui compus au fost descrie anterior si coincid cu datele din literatura
[203, 231].

325 17E

*326 172 }(10%)

H Br

“CO,H
329 (17%) 12 (19%)

Reagenti si conditii: (a) NalO, (30 mol/%), LiBr (20 mol/%), AcOH, 95 °C, 18 ore.
Fig. 3.17. Schema reactiei acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4) cu NalO4 — LiBr.

Mecanismul propus, de obtinere a compusului 12 (Figura 3.18), este similar celui de
obtinere a compusului 128, difera doar nucleofilul. Initial, prin intermediul ionului de bromoniu,

se formeaza carbocationul bromurat |, urmand migrarea 1,2-H din centrul Cy5 (11) si hidroxilarea
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ulterioard, cu generarea bromohidroxi-derivatul I1l. In continuare, are loc eliminarea unei

molecule de HBr §i formarea legéturii duble in compusul 12.

[O]

2Br —— > Bn,

f\‘ ~ H~ Br m1iggaHre
,2- +
i Br—Br — | ook A I
HOZC -Br HOzc HO2C 16
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13

I " 13
Br +OH"
15 ~—— 15
HO,C ! © 7 -HBr HO,C ! A
HO 13 HO 13
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Fig. 3.18. Mecanismul presupus al reactiei de obtinere a compusului 12.

Astfel, interactiunea acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4) cu sintemele Phl(OAC),/LIBr si
NalO./LiBr, in mediu de acid acetic a generat o serie de compusi ent-kauranici functionalizati in
centrele C-15, C-16 si C-17. Datorita gradului inalt de functionalizare acesti derivati ent-
kauranici reprezintd compusi cu un potential sporit de activitate biologica, unii fiind inclusi in

studii curente ce tin de activitatea citotoxica testata pe diferite linii de celule canceroase.

3.4. Transformarile sintetice ale acidului ent-kaur-16-en-19-oic. Partea experimentali

Izomerizarea superacida a acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4)

Solutia formata din substratul 4 (403 mg, 1,324 mmol) in 2-nitropropan (2 mL) si
CH,Cl, (9 mL), racita in prealabil (-60 °C), este tratata cu solutie racita de FSO3zH (662 mg,
6,62 mmol) in 2-nitropropan (1,4 mL). Dupa 15 min de agitare la -60 °C, amestecul de reactie a
fost neutralizat cu EtsN/hexan 1:1 (8 mL). Apoi, amestecul este diluat cu apa (10 mL) si se
prelucreaza obishuit, generand 395 mg produs de reactie. Acesta a fost supus cromatografiei pe
coloana cu SiO (10 g). Eluarea in gradient cu EP/EtOAc a permis izolarea fractiei cu compusii
nepolari (298 mg, 74%) si a fractie cu compusii polari (74 mg, 18%). Prima fractie (298 mg) a
fost recromatografiatd pe coloand cu SiO, impregnat cu nitrat de argint (16 g) si eluarea cu
benzene si cu sistemul benzen/EtOAc a permis izolarea compusilor izomeri: 310 (33 mg, 8%);
benzen), 311 (89 mg, 22%; benzen) si 4 recuperat (74 mg, 18%; benzen/EtOAc 1%) si 63 (68
mg, 17%; benzen/EtOAc 1%) si 312 (30 mg, 7%; benzen/EtOAC 3%). Fractie polara (74 mg) la

fel a fost recromatografiata pe coloana cu silicagel impregnat cu nitrat de argint (4 g) si eluarea
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in gradient cu sistemele benzen/EtOAc (7 — 15%) a generat: 312 (19 mg, 5%) si 314 (16 mg,
4%). Produsii sunt descrisi in capitolul 2 (vezi subcapitolul 2.4).

Oxidarea alilica a acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4)

La solutia de SeO, (23 mg, 0.207 mmol) in etanol (1.5 mL), s-a adaugat solutia de acid
ent-kaur-16-en-19-oic (4) (125 mg, 0.414 mmol) in etanol (1.5 mL) si reactia a fost refluxata 4
ore (CSS). Apoi amestecul de reactie a fost racit la 0 °C si s-a adaugat NaBH,4 (7.8 mg, 0.207
mmol), continuand agitarea inca o jumatate de ord, la temperatura camerei. Dupa prelucrare
obignuita s-au obtinut 92 mg de produs crud, care fiind cromatografiat pe coloana cu silicagel (2
g; EP/EtOAC 20%) a generat 89.5 mg acid 15a-hidroxi-ent-kaur-16-en-19-oic (12) (68%).

H substanta cristalind, p.t. 219 — 221 °C ([204]: p.t. 230 — 232 °C);
[]2° = -103.3°, ¢ 0.5, CHCl;
) OH IR (v, cm™): 3415-2725, 1690, 1620, 895;
COH 'H-NMR (400 MHz, 5H): 0.96 (3H, s, Me-20), 1.25 (3H, s, Me-18),
Acidul 15a-hidroxi- 5 75 (11, 5, H-13), 3.80 (1H, s, H-15), 5.08 (1H, s, H17), 5.22 (IH,
ent-kaur-16-en-19-oic s, Hy-17);
(12) BBC.NMR (100 MHz, 5C): 40.6 (t, C-1), 19.1 (t, C-2), 37.8 (t, C-3),

43,5 (s, C-4), 57.3 (d, C-5), 21.0 (t, C-6), 35.5 (t, C-7), 47.7 (s, C-8),
53.4 (d, C-9), 40.1 (s, C-10), 18.4 (t, C-11), 32.8 (t, C-12), 42.3 (d, C-
13), 36.2 (t, C-14), 82.7 (d, C-15), 160.4 (s, C-16), 108.3 (t, C-17),
29.1 (g, C-18), 183.7 (s, C-19), 15.9 (g, C-20);
Calcule analit. CoH3003: C 75.43, H 9.5; gasit: C 75.40, H 9.08.

Saponificarea esterului angelic al acidului ent-kaur-16-en-19-oic (307)

La solutia formata din esterul 15a-angeloil-ent-kaur-16-en-19-oic (307) (115 mg, 0.287
mmol) in 2.0 mL de EtOH s-a addugat 1.4 mL solutie de 10% KOH/EtOH. Amestecul reactant
este refluxat 2 ore (CSS). Dupa prelucrare obisnuita s-au obtinut 98 mg de produs crud, care
fiind cromatografiat pe coloana cu silicagel (2 g; EP/EtOAc 20%) genereaza 88.5 mg acid 15a-
hidroxi-ent-kaur-16-en-19-oic (12) (97%).

Oxidarea acidului 15a-hidroxi-ent-kaur-19-oic acid (12)
La solutia formatd din alcoolul 12 (35 mg, 0.11 mmol) in CH,Cl; uscata (4 mL) s-a
adaugat complexul [CsHsNH][CrOsCl] (85 mg, 0.33 mmol). Reactia a fost agitata la

temperatura camerei timp de 24 ore (CSS), apoi a fost filtrata, generand 31.5 mg de produs crud.
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Cromatografia produsului de reactie pe coloand cu silicagel (0.5 g; EP/EtOAc 15 — 20%) a

permis izolarea a 29.2 mg acid 15-oxo-ent-kaur-16-en-19-oic (115) (84%).

H

~

“COH
Acidul 150-hidroxi-ent-
kaur-16-en-19-oi (115)

substanta cristalind, p.t. 196 — 198 °C ([211]: p.t. 211 — 213 °C);
[a]2 = —176.0°, ¢ 0.15, CHCl; ([211]: [a]3® =-169°, ¢ 1.19,
MeOH);

IR (v, cm™): 1718, 1680, 1637, 896;

'H-NMR (400 MHz, H): 0.97 (3H, s, Me-20), 1.25 (3H, s, Me-18),
2.93 (1H, s, H-13), 5.22 (1H, s, Ho-17), 5.88 (1H, s, Hy-17);

BC-NMR (100 MHz, 8C): 39.8 (t, C-1), 18.9 (t, C-2), 37.9 (t, C-3),
435 (s, C-4), 57.0 (d, C-5), 20.9 (t, C-6), 32.4 (t, C-7), 52.3 (s, C-8),
51.4 (d, C-9), 40.3 (s, C-10), 18.5 (t, C-11), 33.6 (t, C-12), 38.4 (d, C-
13), 36.7 (t, C-14), 210.8 (s, C-15), 149.8 (s, C-16), 114.7 (t, C-17),
29.1 (g, C-18), 192.5 (s, C-19), 15.7 (g, C-20);

Calcule analit. CyH,503: C 75.91, H 8.92; gasit: C 75.94, H 8.89.

Epoxidarea acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4)
La solutia formata din 180 mg acid ent-kaur-16-en-19-oic (4) (0,6 mmol) in 2,5 mL Et,0

s-a adaugat un exces de solutie etericd de mMCPBA (4 mL, 1.5 mmol). Dupa 2 ore de agitare la

temperatura camerei (CSS), amestecul reactant este extras cu Et,O (30 mL x 3). Ulterior, faza

organica este spalata cu solutii saturate de tiosulfat, NaHCO3; si NaCl pana la reactie neutra.

Stratul organic a fost uscat pe Na,SO, anh. si concentrat. Produsul crud (193 mg) a fost

cromatografiat pe coloanda cu silicagel (7 g), obtindndu-se S-epoxidul 321 (27 mg, 16%;
EP/EtOAC 5 — 7%) si a-epoxidul 322 (125,8 mg, 74%; EP/EtOAc 7 — 15%). lzolarea

cromatografica a epoxizilor este insotitd de izomerizarea partiald a produsilor cu generarea

aldehidelor izomere corespunzatoare (~ 5%).

“COH
Acidul 16p,17-epoxi-
ent-kauran-19-oic (321)

substanta cristalina, p.t. 166 — 168 °C;

[a]2® = -91.3° ¢ 0.75, CHCl3;

IR (v, cm™): 2940, 1693, 1448, 1394, 1264;

'H-NMR (400 MHz, 8H): 0.97 (3H, s, Me-20), 1.24 (3H, s, Me-18),
2.76 (1H, d, J = 4.7, Hs-17), 2.86 (1H, d, J = 4.7, Hp-17);

BC-NMR (100 MHz, 8C): 15.7 (g, C-20), 19.03 (t, C-2), 19.22 (t, C-
11), 21.4 (t, C-6), 27.5 (t, C-12), 28.9 (g, C-18), 37.8 (t, C-3), 38.7
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(t, C-14), 39.6 (s, C-10), 40.0 (d, C-13), 40.6 (t, C-1), 41.3 (t, C-7),
43.7 (s, C-4), 44.1 (s, C-8), 48.1 (t, C-15), 55.2 (d, C-9), 55.9 (t, C-
17), 56.9 (d, C-5), 64.7 (s, C-16), 184.1 (s, C-19);

GC-MS: 318, 303, 273, 261, 243, 215, 203, 166, 147, 131, 123, 109,
91;

Calcule analit. CoH3003: C 75.43, H 9.50; gasit: C 75.47, H 9.48.

H substanta cristaling, p.t. 172 — 174 °C;

Ke [a]3° = —89.5°, ¢ 0.97, CHCI;;

IR (v, cm™): 2933, 1693, 1449, 1394, 1263;

'H-NMR (400 MHz, 8H): 0.95 (3H, s, Me-20), 1.23 (3H, s, Me-19),
2.80 (1H, d, J = 5.4, H.-17), 2.88 (1H, d, J = 5.4, Hp-17);

BC-NMR (100 MHz, 8C): 15.8 (g, C-20), 19.03 (t, C-2), 19.55 (t, C-
11), 21.7 (t, C-6), 28.92 (g, C-18), 28.99 (t, C-12), 37.7 (t, C-3),
38.44 (t, C-14), 39.6 (s, C-10), 40.7 (t, C-1), 41.1 (t, C-7), 42.5 (d,
C-13), 43.7 (s, C-4), 45.4 (s, C-8), 48.7 (t, C-15), 50.4 (t, C-17),
54.9 (d, C-9), 56.9 (d, C-5), 64.4 (s, C-16), 184.1 (s, C-19);

GC-MS: 318, 303, 273, 261, 243, 215, 207, 159, 147, 131, 123, 109,
91,

Calcule analit. CyoH3003: C 75.43, H 9.50; gasit: C 75.46, H 9.49.

“COH
Acidul 16a,17-epoxi-
ent-kauran-19-oic (322)

Hidroliza acidului 16a,17-epoxi-ent-kauran-19-oic (322)

Metoda 1. La solutia formata din 270 mg epoxid 322 (0.846 mmol), 8.9 mL DMSO si
4.5 mL H,0, la agitare s-a adaugat 1.34 mL solutie HCIO4 (70%). Reactia este agitata 4 ore la
temperatura de 45 — 50 °C (CSS), apoi amestecul reactant este diluat cu apa (10 mL) si se
prelucreaza obisnuit. Produsul crud (300 mg) obtinut este cromatografiat pe coloana cu silicagel
(6 ), obtinandu-se doi compusi: aldehida 192 (53 mg, 26%; EP/EtOAc 7%) si alcool alilic 64
(108 mg, 44%, EP/EtOAC 15%).

substanta cristalina, p.t. 196 — 198 °C;

[a]3’ = -126.1°, ¢ 2.2, CHCl3;

IR (v, cm™): 2737, 1691, 1451, 1266, 1242;

'H-NMR (400 MHz, 8H): 0.92 (3H, s, Me-20), 1.23 (3H, s, Me-19),
2.58 (1H,t, J =7, H-16), 9.65 (1H, d, J = 1.6, H-17);
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Acidul ent-kauran-
17-al-19-oic (192)

“COH
Acidul 17-hidroxi-ent-
kaur-15-en-19-oic (64)

C-NMR (100 MHz, §C): 15.7 (g, C-20), 19.03 (t, C-2), 19.22 (t,
C-11), 21.4 (t, C-6), 27.5 (t, C-12), 28.9 (g, C-18), 37.8 (t, C-3),
38.7 (t, C-14), 39.6 (s, C-10), 40.0 (d, C-13), 40.6 (t, C-1), 41.3 (t,
C-7), 43.7 (s, C-4), 44.1 (s, C-8), 48.1 (t, C-15), 55.2 (d, C-9), 55.9
(t, C-17), 56.9 (d, C-5), 64.7 (s, C-16), 184.1 (s, C-19);

GC-MS: 318, 300, 275, 261, 243, 215, 136, 123, 109, 91;

Calcule analit. CoH3003: C 75.43, H 9.50; gasit: C 75.45, H 9.51.

substanta cristalind, p.t. 201 — 203 °C ([219]: p.t. 193 — 194 °C);
[a]3? = -33.2°, ¢ 2.7, CHCI3 ([129]: [a]3° = -60°, ¢ 0.3, MeOH,;
IR (v, cm™): 3400-3200, 2931, 1693, 1447, 1254, 1241, 917;
IH-NMR (400 MHz, 3H): 0.97 (3H, s, Me-20), 1.24 (3H, s, Me-19),
4.19 (2H, d, J= 1.2, H»-17), 5.36 (1H, s, H-15);

BC-NMR (100 MHz, 8C): 15.4 (g, C-20), 18.9 (t, C-11), 19.05 (t,
C-2), 20.7 (t, C-6), 25.5 (t, C-12), 28.9 (q, C-18), 37.8 (t, C-3), 39.2
(t, C-7), 39.8 (s, C-10), 40.7 (t, C-1), 41.0 (d, C-13), 43.7 (t, C-4),
43.9 (t, C-14), 47.5 (d, C-9), 48.9 (s, C-8), 56.7 (d, C-5), 61. 3 (t, C-
17), 135,5 (d, C-15), 146.1 (s, C-16), 183.4 (s, C-19);

GC-MS: 318, 300, 285, 272, 257, 241, 207, 193, 163, 159, 148, 133,
119, 105, 91;

Calcule analit. CyoH3003: C 75.43, H 9.50; gasit: C 75.46, H 9.48.

Metoda 2. Solutia formata din substratul 322 (43 mg, 0.2 mmol), 2-nitropropan (0.5 mL)
si CH,Cl, (1 mL), racita in prealabil (-60 °C), este tratatad cu solutie rece de FSO3H (100 mg, 1

mmol) in 2-nitropropan (0.5 mL). Dupa 15 min de agitare la -60 °C, reactia este neutralizat cu

EtsN/hexan 1:1 (2 mL). Apoi, amestecul de reactie este diluat cu apa (10 mL) si extras cu Et,0

(5 mL x 3), ulterior, faza organica se spala cu solutie de 10 % H»SO,, apa si solutie saturata de
NaCl pana la mediu neutru. Stratul organic se usuca pe NapSO4 anh. si este concentrat la
presiune redusd. Produsul crud (38 mg) este supus cromatografiei pe coloand cu silicagel (1.5
g). Eluarea in gradient cu EP/EtOAc a permis izolarea a 32 mg de aldehida 192 (75%), iar

alcoolul 64 a fost detectate doar prin CSS, fiind prezent in cantitati foarte mici.

Metoda 3. La epoxidul 322 (19 mg, 0.06 mmol) dizolvat in DMSO (1 mL) s-au adaugat

3 eq. de LiOH (~4.3 mg, 0.18 mmol). Reactia a decurs la agitare in intervalul de temperaturi 110
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— 140 °C (CSS). Dupa 5 ore s-au mai adaugat 3 eq. de LiOH, dar nu au survenit schimbari in
dinamica reactiei. Dupa 7 ore aceasta a fost oprita, iar amestecul de reactie a fost diluat cu apa si
extras cu Et;O (3 ml x 3), urmand prelucrarea obisnuitd si uscarea pe NapSO4 anh.
Cromatografia pe coloana cu silicagel (1.5 g) a produsului crud (17 mg), a general produs initial
nereactionat (15%), iar randamentele aldehidei 192 si alcoolul 64 constituie 21% si 20%,

respectiv.

Oxidarea acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4) cu OsO4

La solutia formata din 157 mg acid ent-kaur-16-en-19-oic (4) (0.519 mmol), 3.9 mL t-
BuOH si 3.9 mL H;0, la agitare s-a adaugat OsO4 (0.1 mmol) dizolvat intr-un mL de t-BuOH,
513 mg K3[Fe(CN)g] si 215 mg K,COs. Reactia a fost lasata sa se agite 24 de ore la temperatura
camerei (CSS). Apoi, la amestecul reactant s-a adaugat solutia formata din 150 mg Na;S,0s in 5
mL HO si s-a mai agitat 24 ore. In continuare, amestecul a fost diluat cu apa si extras cu Et,0
(3 mL X 3), urmand prelucrarea obisnuita. Produsul crud (150 mg) a fost cromatografiat pe

coloana cu silicagel (7 g), obtinandu-se 122 mg diol 53 (70%; EP/EtOAc 50%).

H substanta cristalind, p.t. 261 — 263 °C ([226]: p.t. 264 — 266 °C);
"'OH [a]3° = -58.0°, ¢ 0.05, CHCl3;

IR (v, cm™): 3431, 2935, 1716, 1649, 1635, 1457, 1241, 1053, 873;

'H-NMR (400 MHz, 3H): 0.96 (3H, s, Me-20), 1.22 (3H, s, Me-19),

3.62 (1H, d, J=11.2, He-17), 3.74 (1H, d, J = 11.2, Hy-17);

BC-NMR (100 MHz, 5C): 15.6 (g, C-20), 18.6 (t, C-11), 19.0 (t, C-

2), 22.3 (t, C-6), 26.2 (t, C-12), 28.9 (q, C-18), 37.3 (t, C-14), 37.9

(t, C-3), 39.6 (s, C-10), 40.5 (t, C-1), 41.9 (t, C-7), 43.7 (s, C-4),

44.7 (s, C-8), 45.3 (d, C-13), 52.7 (t, C-15), 56.1 (d, C-9), 57.0 (d,

C-5), 66.2 (t, C-17), 81.9 (s, C-16), 183.7 (s, C-19);

GC-MS: 336, 318, 305, 287, 259, 123, 109, 107;

Calcule analit. CxH3,04: C 71.39, H 9.59; gasit: C 71.36, H 9.49.

“COo,H
Acidul 16a,17-dihidroxi-
ent-kauran-19-oic (53)

Acetilarea acidului 16a,17-dihidroxi-ent-kauran-19-oic (53)

La solutia formata din 50 mg (0.15 mmol) diol 53 si 1.2 mL piridind anhidra s-au
adaugat 0.35 mL (0.37 mmol) anhidrida acetica. Amestecul obtinut a fost agitat la temperatura
camerei timp de 48 ore (CSS). Apoi amestecul reactant a fost diluat cu 10 ml apa si extras cu
eter etilic, urmand prelucrarea obisnuita. Produsul crud (60 mg) a fost supus cromatografiei pe

coloana cu silicagel (10 g), obtinandu-se 53 mg monoacetat 323. (95%; EP/EtOAC 25%).
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“CO,H
Acidul 16a-hidroxi-17-
acetoxi-ent-kauran-

19-oic (323)

substanta cristalind, p.t. 211 —213 °C ([226]: p.t. 209 — 210 °C);
[a]2® = -56.3°, ¢ 0.46, CHCIs;

IR (v, cm™): 3400-3200, 1725, 1705, 1244, 1241;

'H-NMR (400 MHz, 8H): 0.93 (3H, s, Me-20), 1.21 (3H, s, Me-19),
2.08 (3H, s, Me-OAc), 4.21 (2H, s, Hy-17);

B3C-NMR (100 MHz, 5C): 15.49 (g, C-20), 18.36 (t, C-11), 18.92 (t,
C-2), 20.89 (g, Me(OAC)),21.98 (t, C-6), 26.11 (t, C-12), 28.87 (q,
C-18), 36.98 (t, C-14), 37.68 (t, C-3), 39.60 (s, C-10), 40.47 (t, C-
1), 41.71 (t, C-7), 43.63 (s, C-4), 44.72 (s, C-8), 45.75 (d, C-13),
52.74 (t, C-15), 55.58 (d, C-9), 56.71 (d, C-5), 68.43 (t, C-17),
80.12 (s, C-16), 171.34 (s, CO(OAC)), 183.85 (s, C-19);

GC-MS: 360, 345, 327, 318, 300, 281, 260, 207, 193, 121, 105, 91;
Calcule analit. C5,H340s: C 69.81, H 9.05; gasit: C 69.83, H 9.02.

Acetilarea acidului 16a-hidroxi-17-acetoxi-ent-kauran-19-oic (323)

La solutia formata din 30 mg (0.078 mmol) monoacetat 323 si 0.3 mL piridind anhidra s-

au adaugat 0.2 mL (0.2 mmol) anhidrida acetica si o cantitate catalitica de dimetilaminopiridina.

Amestecul obtinut a fost agitat la temperatura camerei timp de 24 ore (CSS). Apoi amestecul

reactant a fost diluat cu 10 mL apa si extras cu eter etilic, urmand prelucrarea obisnuita.

Produsul crud (41 mg) a fost supus cromatografiei pe coloana cu silicagel (10 g), obtinandu-se

32 mg acid 16a,17-diacetoxi-ent-kauran-19-oic (324) (95%; EP/EtOAc 20%).

> OAc
“"OAc

“CO,H
Acidul 160, 17-diacetoxi-
ent-kauran-19-oic (324)

substanta cristalind, p.t. 188 — 190 °C ([200]: p.t. 185 — 186 °C);
[a]3’ = -61.2° ¢ 0.5, CHCI3 ([200]: [«]3° = —60.5°, ¢ 1.5, CHCl);
IR (v, cm™): 1727, 1701, 1470, 1369, 1258;

'"H-NMR (400 MHz, 8H): 0.93 (3H, s, Me-20), 1.23 (3H, s, Me-19),
1.99 (3H, s, Me-OAc), 2.05 (3H, s, Me-OAc), 4.42 (1H, d, J = 12.2,
H.-17), 4.93 (1H, d, J = 12.2, Hy-17);

BC-NMR (100 MHz, 5C): 15.46 (g, C-20), 18.54 (t, C-11), 18.98 (t,
C-2), 20.78 (g, Me(OAc)), 21.99 (t, C-6), 22.38 (g, Me(OAc)), 25.86
(t, C-12), 28.88 (q, C-18), 37.13 (t, C-14), 37.77 (t, C-3), 39.67 (s,
C-10), 40.53 (t, C-1), 41.89 (t, C-7), 43.27 (d, C-13), 43.71 (s, C-4),
44.41 (s, C-8), 51.06 (t, C-15), 55.43 (d, C-9), 56.67 (d, C-5), 63.50
(t, C-17), 90.47 (s, C-16), 170.76 (s, CO(OAc)), 170.82 (s,
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CO(OAC)), 183.6 (s, C-19);
GC-MS: 421, 362, 315, 301, 281, 260, 207, 193, 121, 105, 91;
Calcule analit. Cy4H3606: C 68.55, H 8.63; gasit: C 68. 52, H 8.66.

Funcrionalizarea acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4) cu Phl(OAc); - LiBr

Solutia formata din acid ent-kaur-16-en-19-oic (4) (106 mg, 0.35 mmol), 1 eq.
PhI(OACc), (113 mg, 0.35 mmol) si acid acetic glacial (5 mL), se agita pana la dizolvarea
componentelor, iar apoi se adauga LiBr (20 mmol %). Amestecul de reactia a fost agitat 18 ore
la temperatura de 95 °C. La finele reactiei culoarea galbuie a amestecului devine brun-rosietica.
Astfel reactia a fost opritd, iar amestecul este racit si extras cu Et;O (30 mL x 3), urmand
prelucrarea obisnuitd, uscarea pe NapSO, anh. si distilarea solventului la presiune joasa.
Produsul crud (220 mg) a fost supus cromatografie pe coloana cu silicagel (22 g). De pe coloana
au fost eluati in gradient (EP/EtOAC) urmatorii compusi: amestecul de bromuri izomere 325 si
326 (18 mg, 13%), compusul 327 (45 mg, 40%), compusul 328 (4 mg, 2%), compusul 329 (31
mg, 25%).

Amestecul de bromuri 325 si 326 (18 mg) a fost recromatografiat pe coloana cu silicagel
(2g), obtinandu-se compusii individuali: acidul 17-bromo-16E-ent-kaur-16-en-19-oic (325) (11
mg) si acidul 17-bromo-16Z-ent-kaur-16-en-19-oic (326) (6 mg).

H substanta amorfa,

Br  [a]?’ =-21.2° ¢ 0.7, CHCI3;

IR (v, cm™): 3030, 2937, 1690, 1258, 874, 794, 740, 635;

'"H-NMR (400 MHz, 8H): 0.94 (3H, s, Me-20), 1.24 (3H, s, Me-18),
3.02 (1H, s, H-13), 5.81 (1H, s, H-17);

BC-NMR (100 MHz, 8C): 15.6 (q, C-20), 18.9 (t, C-11), 19.1 (t, C-
2), 21.8 (t, C-6), 28.9 (t, C-12), 29.0 (g, C-18), 37.8 (t, C-3), 39.1 (t,
C-14), 39.7 (s, C-10), 40.7 (t, C-1), 41.1 (t, C-7), 43.1 (d, C-13),
43.7 (s, C-4), 45.2 (s, C-8), 49.0 (t, C-15), 55.0 (d, C-9), 56.9 (d, C-
5), 94.6 (s, C-17), 151.0 (s, C-16), 183.1 (s, C-19);

Calcule analit. CxH29BrO,: C 62.99, H 7.67; gasit: C 63.00, H 7.66.

“COo,H
Acidul 17-bromo-16E-
ent-kaur-16-en-19-oic
(325)
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“CO,H
Acidul 17-bromo-16Z-
ent-kaur-16-en-19-oic
(326)

- ,/OAC
CO,H

Acidul 17-bromo-/5a-
acetoxi-16Z-ent-kaur-
16-en-19-oic (327)

“COH
Acidul /5a-acetoxi-ent-
kaur-16-en-19-oic (328)

substanta amorfa;

[a]2® =-11.2°, ¢ 0.4, CHCI;;

IR (v, cm™): 3040, 2943, 1695, 1258, 874, 794, 733;

'H-NMR (400 MHz, §H): 0.94 (3H, s, Me-20), 1.24 (3H, s, Me-18),
2.76 (1H, s, H-13), 5.87 (1H, s, H-17);

BC-NMR (100 MHz, 8C): 15.6 (q, C-20), 18.4 (t, C-11), 19.0 (t, C-
2), 21.8 (t, C-6), 29.0 (q, C-18), 32.7 (t, C-12), 37.8 (t, C-3), 39.6 (s,
C-10), 40.2 (t, C-14), 40.6 (t, C-1), 40.9 (t, C-7), 43.6 (s, C-4), 43.7
(s, C-8), 44.0 (d, C-13), 49.5 (t, C-15), 54.7 (d, C-9), 56.9 (d, C-5),
95.3 (s, C-17), 152.5 (s, C-16), 183.7 (s, C-19);

Calcule analit. CoH29BrO,: C 62.99, H 7.67; gasit: C 63.01, H 7.65.

substanta amorfa,

[a]3? = -42.1° ¢ 1.0, CHCls;

IR (v, cm™): 3100, 2943, 1725, 1690, 1258, 874, 794, 730;

'H-NMR (400 MHz, 8H): 0.95 (3H, s, Me-20), 1.23 (3H, s, Me-18),
2.06 (3H, s, Me(OAc)), 3.02 (1H, s, H-13), 5.82 (1H, s, H-17);
BC-NMR (100 MHz, 5C): 15.7 (q, C-20), 18.9 (t, C-11), 19.0 (t, C-
2), 20.7 (t, C-6), 21.2 (q, Me(OAC)), 28.7 (t, C-12), 28.8 (g, C-18),
34.7 (t, C-7), 36.6 (t, C-14), 37.6 (t, C-3), 39.8 (s, C-10), 40.5 (t, C-
1), 41.9 (d, C-13), 43.6 (s, C-4), 48.5 (s, C-8), 52.4 (d, C-9), 56.5 (d,
C-5), 82.78 (s, C-15), 104.7 (s, C-17), 151.3 (s, C-16), 171.0 (s,
CO(OAC0)), 183.1 (s, C-19);

Calcule analit. C;,H31BrO4: C 60.14, H 7.11; gasit: C 60.19, H 7.09.

substanta cristalina, m.p. 172 — 174 °C ([180]: m.p. 139 — 141 °C);
[2]2° =-86.0°, ¢ 0.2, CHCl; ([228]: [a]2® = -84.9°, ¢ 0.15,
CHCLy);

IR (v, cm'l): 3415-2725, 1730, 1690, 1620, 895;

'H-NMR (400 MHz, 8H): 0.96 (3H, s, Me-20), 1.23 (3H, s, Me-18),
2.02 (3H, s, Me(OAc)), 3.02 (1H, s, H-13), 5.09 (H, s, H-15), 5.09
(1H, s, Ha-17), 5.25 (1H, s, Hp-17);

BC-NMR (100 MHz, 8C): 15.8 (q, C-20), 18.4 (t, C-11), 19.0 (t, C-
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“COH
Acidul 17-bromo-16a-
acetoxi-ent-kauran-

19-oic (329)

2), 20.8 (t, C-6), 21.2 (g, Me(OACc)), 28.8 (g, C-18), 32.6 (t, C-12),
34.7 (t, C-7), 37.2 (t, C-14), 37.7 (t, C-3), 39.9 (s, C-10), 40.6 (t, C-
1), 42.5 (d, C-13), 43.7 (s, C-4), 47.5 (s, C-8), 53.0 (d, C-9), 56.7 (d,
C-5), 83.0 (s, C-15), 110.0 (s, C-17), 155.4 (s, C-16), 171.0 (s,
CO(OAC)), 183.9 (s, C-19);

Calcule analit. C;,H3,04: C 73.30, H 8.95; gasit: C 73.34, H 8.92.

substanta amorfa,

[a]3? = -73.41°, ¢ 1.0, CHCls;

IR (v, cm™): 2943, 1717, 1690, 1258, 874, 794, 720;

'H-NMR (400 MHz, §H): 0.94 (3H, s, Me-20), 1.23 (3H, s, Me-18),
2.05 (3H, s, Me(OAc)), 2.47 (1H, s, H-13), 3.89 (1H, d, J.= 11.2,
H.-17), 4.34 (1H, d, J.= 11.2, Hy-17);

BC-NMR (100 MHz, 8C): 15.4 (q, C-20), 18.6 (t, C-11), 19.0 (t, C-
2), 21.8 (t, C-6), 22.2 (q, Me(OAC)), 25.4 (t, C-12), 28.9 (g, C-18),
34.7 (d, C-17), 37.1 (t, C-14), 37.7 (t, C-3), 39.6 (s, C-10), 40.5 {(t,
C-1), 41.8 (t, C-7), 43.7 (s, C-4), 44.0 (d, C-13), 45.0 (s, C-8),
52.7(s, C-15), 55.4 (d, C-9), 56.6 (d, C-5), 90.0 (s, C-16), 170.9 (s,
CO(OAC)), 183.9 (s, C-19);

Calcule analit. C;,H33BrO4: C 59.86, H 7.54; gasit: C 59.81, H 7.53.

Funcrionalizarea acidului ent-kaur-16-en-19-oic 4 cu NalO, - LiBr
Solutia formata din acid ent-kaur-16-en-19-oic (4) (163 mg, 0.54 mmol), NalO4 (30

mmol %) si acid acetic glacial (5 mL) se agitd pand la dizolvarea componentelor, iar apoi se

adauga LiBr (20 mmol %) si agitarea continud 18 ore la temperatura de 95°C. La finele reactiei

culoarea galbuie a amestecului devine brun-rosieticd. Apoi, amestecul de reactie se raceste si

este extras cu Et,0 (30 mL x 3), iar faza organica se spalata cu solutie saturata de tiosulfat de

sodiu, apa, solutii saturate de NaHCO; si NaCl pana la mediu neutru. Urmeaza uscarea pe

Na,SO, anh. si distilarea solventului la presiune redusa. Produsul crud (180 mg) a fost supus

cromatografiei pe coloana cu silicagel (18g). De pe coloana au fost eluati in gradient

(EP/EtOAC) urmatorii compusi: amestecul de vinil-bromuri izomere 325 si 326 (23 mg, 10%),
compusul 328 (70 mg,32%), compusul 329 (38 mg, 20%), compusul 12 (27 mg, 12%).

Compusii 325 — 329 si hidroxi-derivatul 12 sunt descrisi mai sus.
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3.5. Concluzii la capitolul 3

Cercetarile efectuate in cadrul acestui capitol au demonstrat potentialul sintetic al acidului

ent-kaur-16-en-19-oic (4), prin sinteza unui sir de diterpenoide naturale bioactive §i a unor

compusi sintetici cu potential sporit de bioactivitate.

Acidul ent-kaur-16-en-19-oic (4) supus izomerizarii superacide, la temperaturad joasa, a
generat urmatorii compusi cu Schelete regrupate: acidul ent-atis-15-en-19-oic (310),
acidul ent-atis-16-en-19-oic (311), acidul ent-atis-16/-hidroxi-19-oic (313), acidul ent-
atis-16a-hidroxi-19-oic (314), acidul ent-kaur-15-en-19-oic (63) si acidul ent-beier-15-
en-19-oic (312).

Acidul ent-kaur-16-en-19-oic (4) a fost utilizat la sinteza diterpenoidelor ent-kaurenice:
acizii 15a-hidroxi-ent-kaur-16-en-19-oic (12) si 15-oxo-ent-kaur-16-en-19-oic (115)
compusi bioactivi naturali cu activitate anti-cancer, conform datelor bibliografice.

A fost elaborata o cale de sinteza a unui sir de diterpenoide naturale, prin functionalizarea
oxidativd a acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4) in centrele C-16 si C-17. In rezultat s-au
obtinut acizii diterpenici: 16a,17-dihidroxi-ent-kauran-19-oic (53), 16a-hidroxi-17-
acetoxi-ent-kauran-19-oic (323), 16a,17-diacetoxi-ent-kauran-19-oic (324) si 17-hidroxi-
ent-kaur-15-en-19-oic (64) — compusi naturali cu activitate anti-HIV, anti-cancer si anti-
Alzheimer, conform datelor literare.

Functionalizarea acidului ent-kaur-16-en-19-oic (4), in prezenta oxidantilor iodurati si a
bromurei de litiu, a condus la formarea unei serii de acizi diterpenici bromurati noi: 16Z-
si 16E-17-bromo-ent-kaur-16-en-19-oic (325) si (326), 15a-acetoxi-16E-17-bromo-ent-
kaur-16-en-19-oic (327), 15a-acetoxi-ent-kaur-16-en-19-oic (328) si 16a-acetoxi-17-

bromo-ent-kauran-19-oic (329) — compusi cu potential sporit de activitate biologica.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Prezenta teza de doctorat are in vizor Sinteza compusilor naturali biologic activi cu
pondere joasa in sursele naturale, cat si obtinerea derivatilor sintetici noi cu potential sporit de
bioactivitate, in baza diterpenoidelor ent-trachilobanice si ent-kaurenice accesibile.

Studiul literaturii de specialitate si rezultatele originale obtinute in cadrul prezentei lucrari

au permis formularea urmatoarelor concluzii:

1. A fost pentru prima data propusd o conceptie noud de sintezd a compusilor naturali -
metoda retro-biomimetica. In baza acestui concept, acizii ent-trachiloban-19-oic si ent-
kaur-16-en-19-oic usor accesibili din deseurile de floarea-soarelui au generat

diterpenoide ent-atisanice si ent-beieranice — compusi naturali biologic activi.

2. A fost elaborata si optimizatd o metoda eficientd si ecologica de izolare din deseurile de
floarea-soarelui (Helianthus annuus L.) a acizilor ent-trachiloban-19-oic, ent-kaur-16-en-
19-oic si 15a-angeloil-ent-kaur-16-en-19-oic — diterpenoide naturale bioactive si sintoni

convenabili in sinteza altor compusi cu activitate biologica.

3. Au fost efectuate un sir de sinteze a unor diterpenoide bioactive, prin functionalizarea
oxidativa a acidului ent-kaur-16-en-19-oic la centrele C-15, C-16 si C-17. In rezultat s-au
obtinut acizii diterpenici: 15a-hidroxi-ent-kaur-16-en-19-oic si 15-oxo-ent-kaur-16-en-
19-oic, 16a,17-dihidroxi-ent-kauran-19-oic, 16a-hidroxi-17-acetoxi-ent-kauran-19-oic,
160,17-diacetoxi-ent-kauran-19-oic si acidul  17-hidroxi-ent-kaur-15-en-19-oic  —

compusi naturali biologic activi.

4. Pentru prima datd a fost demonstratd eficienta sistemului diacetatat de iodobenzen -
bromura de litiu in functionalizarea acidului ent-trachiloban-19-oic. Aceastd reactie
decurge cu regrupare de schelet si a demonstrat o selectivitate inalta. Compusii noi
obtinuti reprezinta acizi polifunctionalizati, cu schelete ent-kauranic si ent-atisanic:
acidul majoritar 12a-hidroxi-16a-acetoxi-ent-kauran-19-oic si tribromura minora, acidul
130,15a-13,15,17-tribromo-ent-atis-16Z-en-19-oic.  Diterpenoidele  noi  sintetizate
prezintd interes, atat din punct de vedere structural, cat si in calitate de substante cu

activitate biologica potentiala.

5. A fost elaborata o cale de functionalizare a acidului ent-kaur-16-en-19-oic in prezenta de
diacetatat de iodobenzen/periodat de sodiu si bromura de litiu, in mediu slab acid. In

rezultat, s-a obtinut o serie de acizi ent-kauranoici polifunctionalizati noi, cu continut de
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brom: acizii 16Z- si 16E-17-bromo-ent-kaur-16-en-19-oic, 15a-acetoxi-16E-17-bromo-
ent-kaur-16-en-19-oic, 16a-acetoxi-17-bromo-ent-kauran-19-oic; precum si
diterpenoidele ent-kauranice naturale cunoscute: acizii 15a-acetoxi-ent-kaur-16-en-19-
oic si 15a-hidroxi-ent-kaur-16-en-19-oic.

In baza concluziilor prezentate putem recomanda:

Metoda elaborata de valorificare a deseurilor de floarea-soarelui (Helianthus annuus L.),
prin obtinerea compusilor diterpenici valorosi este de perspectiva atat pentru medicina si
farmaceuticd, cat si in sinteza altor diterpenoide naturale, bioactive si greu accesibile.
Izomerizarea acizilor ent-kaur-16-en-19-oic si ent-trachiloban-19-oic si-a demonstrat
eficienfa in obtinerea diterpenoidelor ent-atisanice si se recomandd in perspectiva
utilizarii amestecului de acizi, astfel excluzand etapa costisitoare de separare a acestora.
In acelasi context, metoda de epoxidare se recomandd ca o alternativd in separarea
acizilor ent-kaur-16-en-19-oic si ent-trachiloban-19-oic.

Compusii naturali si cei sintetici obtinuti, cu grad inalt de functionalizare, se recomanda a

fi investigati la activitate biologica.
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