ARTIGO

AcCIDO ENT-Z[.Ga,l?-DIIDROXICAURAN-lQ-OICO ISOLADO DE OURATEA SEMISERRATA E OS DESAFIOS
ESTEREOQUIMICOS DOS CARBONOS QUIRAIS C-4 E C-16.

Javier Rincén Velandia, Méario Geraldo de Carvalho

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro - 23851-970 - Seropédica - RJ

Raimundo Braz-Filho

Setor de Quimica de Produtos Naturais - Laboratério de Ciéncias Quimica - CCT - Universidade Estadual do Norte Fluminense

- 28015-620 - Campos - RJ

Recebido em 19/3/97; aceito em 8/10/97

ENT-16a,17-DIHY DROXYKAURAN-19-OIC ACID ISOLATED FROM ORATEA SEMISERRATA
AND THE STEREOCHEMISTRY DEFIANCES OF THE CHIRAL CARBONS C-4 AND C-16. Phy-
tochemical investigation of the leaves and branches of a specimen of Ouratea semiserrata led to the
isolation and characterization of ent-16¢.,17-dihydroxykauran-19-oic acid, along with other natural
products. This diterpenoid and its derivatives were used to unambiguous *H and *3C chemical shifts
assignments and to indicate some mistake data described in the literature as consequence mainly of
the stereochemicals of the chiral carbons C-4 and C-16. The HRM S spectra were also analysed.
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INTRODUCAO

A investigagdo quimica de um espécimen de Ouratea
semiserrata, familia Ochnaceae, conduziu ao isolamento do
acido ent-160,17-diidroxicauran-19-6ico (1), além de outros
terpendides, derivados da B-D-glicopiranose, rutina (flavonoide
glicosilado), biflavondides e ligndides.

A familia Ochnaceae apresenta-se constituida de 600 espécies
distribuidas em 39 géneros encontrados em regides pantropicais.
No Brasil podem ser encontradas 53 espécies™2. O nosso interesse
pelo género Ouratea comegou com a investigacdo quimica da
espécie Ouratea hexasperma, que conduziu ao isolamento e elu-
cidagdo estrutural de biisoflavondides® e uma biflavona (2) com
atividade inibidora do crescimento de células tumorais®.

Apéds a definigdo estrutural do diterpeno caurénico 1 com
base na interpretacdo de dados espectrais, principamente os
fornecidos pelos espectros de ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio (RMN H) e carbono-13 (RMN *°C) uni- (1D) e
bidimensional (2D)®, verificou-se a existéncia de informacdes
de RMN 3C e estereoquimicas registradas na literatura que
requerem reavaliag8o. Esta constatagdo promoveu a necessida-
de de preparar uma publicagdo restringindo-se particularmente
ao acido ent-160,17-diidroxicauran-19-6ico (1) e seus deriva-
dos 1a-1c, incorporando-se informagfes importantes para pos-
sibilitar avaliagdes de dados de RMN 3C e estereoquimicos
encontrados na literatura (e.g.)%*?, na tentativa de evitar, ou no
minimo reduzir, a utilizagdo de dados equivocados.

Artigos publicados em periddicos estrangeiros conceituados es-
tabeleceram uma confusdo sobre as estereoquimicas o (abaixo do
plano estereoquimico) e B (acima) de grupo hidroxila localizado
no &omo de carbono C-16 de diterpenos 16,17-diidroxicauranicos
e na definicdo dos carbonos 18 e 19 sustentados pelo carbono
C-4. Estes fatos serviram como estimulo para uma abordagem
destes aspectos estereoquimicos. A montagem de moléculas com
modelo molecular permite definir com relativa facilidade estas
configuragdes e afastar a confusdo observada na literatura

O prefixo ent- representa enantio- da palavra enantiomero
e revela inversdo de configuragdo de todos os centros quirais
envolvidos numa substéancia com configuragdo absoluta defini-
da; rel- (relativa), ou asterisco (*), é usado para indicar confi-
guracdo relativa quando a absoluta ainda ndo se encontra
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R R! R?
1 H OH CH,OH
la H OH CH,0ACc
1b Me OH CH,O0Ac
1c Me OAc CH,0ACc
3 H CH,OH OH

estabelecida. Os estereoisomeros dos acidos 16,17-diidroxi-
cauran-19-6icos e 16,17-diidroxicauran-18-6icos podem ser
analisados com base nas configuragBes absolutas (e. g.) dos
acidos 16f,17-diidroxicauran-19-6ico (1d) e ent-16o,17-
diidroxicauran-19-6ico (1le, enantiémero de 1d). No diterpeno
1d o carbono C-16 tem configuragcdo S e no le R.

le
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Os aspectos estereoquimicos dos acidos 16,17-diidroxicau-
ran-18- e 19-6icos destacados neste artigo podem ser analisa-
dos através do seguinte resumo: i) na configuragdo 1d o grupo
hidroxila localizado no C-16 (HO-16) ocupa posi¢éo 3 e o car-
bono C-16 tem configuragdo S; na configuragdo ent- le (enan-
tidmero de 1d) o grupo HO-16 tem orientagcdo o e o carbono
16 a configuragdo R; ii) a numerac8o correta dos carbonos 18
e 19 sustentados pelo atomo de carbono C-4 pode ser assegu-
rada pelas orientagfes equatorial (C-18) e axial (C-19) e/ou
pela estereoquimica cis (C-18) e trans (C-19) em relagdo a H-
5, como se observa no Quadro 1 e nos estereoisdmeros
configuracionais 1d e 1e.

As configuracBes absolutas destes diterpendides podem ser
estabelecidas com base nos valores negativos (-) e positivos
(+) da rotacéo especifica ([a]), j& que podem ser correlaciona-
das com as configuragdes absolutas definidas para diterpenos
analogos da mesma classe dos caurandides. O Quadro 1 reune
alguns diterpenos cauranicos e caurénicos com configuragdes

absolutas estabelecidas e os correspondentes valores de [0,
Os exemplos relacionados (Quadro 1) revelam que os diterpe-
nos que desviam a luz polarizada para a esquerda (-) perten-
cem a configuragdo ent- (e. g. 1€). O &cido ent-caura-9(11),16-
dien-19-éico foi inserido no Quadro 1 para demonstrar que a
presenca de uma ligagdo dupla entre os &omos de carbono 9 e
11 produz modificagéo suficiente para desviar a luz polarizada
para a direita ([o]p*), servindo como sinal de alerta para os
cuidados que devem ser assumidos quando se utiliza como
critério Unico a rotac8o especifica [o]p.

Assim, as orientagdes o e B atribuidas ao grupo hidroxila
sustentado pelo carbono 16 dos dois epimeros isolados de
Annona squamosa® devem ser corrigidas, sendo o &cido ent-
160.,17-diidroxicauran-19-6ico o responséavel pela atividade
contra HIV e ndo o seu epimero 16B. Em outras palavras, a
substancia 2 descrita nesse artigo® é o 4cido ent-160:, 17diidro-
xicauran-19-6ico, diterpeno idéntico ao relatado neste artigo
(1) como constituinte de Ouratea semiserrata.

Quadro 1. Diterpenos caurnicos e caurénicos com configuragdes absolutas definidas'®,

[alp

Nome

R R! R? R®
H CHO CH,
H COOH COOH H
H Me OH H
OH CH,OH CH,OH H
OH CH,OH CH,

-37°(EtOH)

+74,0°C(c, 2,8 em CHCl3)®

-80,0°C(c, 1,0 em CHCl3)?

-84,2°(c, 1,05 em CHCl3)
-108,0°(c, 4,0 em EtOH)
-45°(c, 0,9 em CHCly)
-39%(c, 1,35 em piridina)
-66°(c, 1,66 em CHCl5)

+32,1°%(c, 0,39 em CHCly)

Caur-16-eno

ent-Caur-16-eno

ent-Caur 16-en-19-al

Acido ent-16B-caurano-17,19-diGico
ent-163-Cauranol
ent-163-Caurano-3f3,17,19-triol
ent-Caur-16-eno-33,19-diol

ent-Caur-15-eno-17,19-diol

Acido ent-caura-9(11),16-DIEN-19-6ico
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O diterpeno caurénico 1 isolado de Annona squamosa, idén-
tico ao bioproduzido pela Ouratea semiserrata, revelou signi-
ficante atividade inibidora da replicagcdo do HIV (Human Im-
munodeficiency Virus) em células linfécitas H9, com um valor
de ECso= 0.8 pg/ml (indice terapéutico > 5)°. Estes resultados
devem servir como estimulo adicional para despertar um maior
interesse nas investigacdes biol6gicas das substancias naturais
bioproduzidas pelo quimismo envolvido no metabolismo se-
cundério (especializado) dos organismo vivos. Este acido foi
descrito pela primeira vez em 1965 como bioconstituinte de
Beyeria spp e Ricinocarpus stylosus'®. Uma substancia natural
conhecida desde 1965 foi submetida a investigagdo de ativida-
de biol 6gica somente em 1996 (31 anos depois!). Outros exem-
plos andlogos poderiam ser citados mas escapam do objetivo
principal deste artigo®®.

O &cido ent-160,17-diidroxicauran-19-6ico (1) isolado de
Ouratea semiserrata e seu derivados 1a-1c obtidos por reacoes
de acetilagcdo e metilagdo, estdo sendo utilizados neste artigo
para incorporar dados corretos na literatura, que podem ser
usados para avaliar comparativamente as informacdes contidas
em outras referéncias bibliogréficas. A tarefa irrecusavel de
revisdo de dados que requerem modificagdo para manter
atualizadas as informagdes na literatura, reconhece a contribui-
¢ao importante dos artigos citados como mensageiros histori-
cos para o desenvolvimento cientifico, particularmente para a
quimica de produtos naturais.

Aproveitamos também este artigo para descrever uma meto-
dologia para deducédo de formula molecular através da analise
de métodos espectrométricos e contribuir nos trabalhos de elu-
cidagdo estrutural de substancias organicas conhecidas e inédi-
tas. Esta metodologia destina-se particularmente aos jovens
envolvidos e empenhados nas atividades de pesquisa que in-
cluem determinagéo estrutural.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O diterpeno 1 foi isolado do extrato metandlico das folhas
de Ouratea semiserrata apds particdo em CHCI 3 e a utilizagéo
de métodos cromatogréficos. O espectro 1V revelou bandas
compativeis com grupos hidroxila (v 3346 cm™) e carboxilico
[v 1692 (C=0) e 3000-2500 (OH)].

Anélise comparativa dos espectros de RMN 3C de 1 com
desacoplamento de hidrogénio (PND= Proton Noise Decoupled)
e com a modulagdo de sina do carbono pela interagdo com &to-
mos de hidrogénio e transferéncia de polarizagdo do ‘H para o
13C [DEPT= Distortionless Enhancement by Polarization
Transfer: 6=90°, somente sinais de CH; 6= 135°, sinais de CH,
em fase oposta de CH e CHg; sinais de C (carbonos quaternari-
0s) deduzidos pela auséncia nos espectros obtidos pelas experi-
éncias com 6=90° e = 135°]>6 permitiu reconhecer a presenca
de vinte sinais no espectro de RMN *C-PND, observando-se a
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presenca de quinze sinais de carbono sp® ligados a hidrogénio nos
espectros de RMN ¥C-DEPT: trés metinicos, dez metilénicos (um
oxigenado: & 69,44) e dois metilicos. A diferenca entre os nUme-
ros de sinais dos espectros obtidos através das duas técnicas (PND
e DEPT) indicou a existéncia de cinco sinais (20-15= 5) corres-
pondentes a &omos de carbono quaternarios, sendo um sp?
carboxilico [8c 178,98; IV: 1692 cm®), um sp® oxigenado (8¢
78.95) e trés sp® inseridos num esqueleto carbénico (8¢ 43,41;
43,14 e 39,50). Estas dedugdes resumidas na Tabela 1 e as in-
formagdes adicionais oriundas da interpretagdo dos espectros IV
(OH, COOH), de RMNH (Tabela 2), obtidas através da inter-
pretacdo dos deslocamentos quimicos e da multiplicidade dos
sinais de hidrogénio, e de RM N23C, considerando-se os efeitos
que influem nos deslocamentos quimicos dos &tomos de carbono
(Tabelas 1 e 2), forneceram dados para deduzir a féormula
“quasemolecular” através de andlise elementar espectrométrica
(Tabela 1). A férmula molecular foi deduzida ap6s a obtencéo
dos espectros de massas de 1 e 1a, mesmo na auséncia do pico
correspondente ao ion molecular, como verificado nas condi¢des
operacionais (impacto eletrénico a 70 €V) usadas para obtencéo
do espectro do diterpeno 1. No espectro de massas do diterpeno
1 observou-se os picos em m/z 318 (M- H,O, 17%) e 305
(M-CH,0H, 96%), que podem ser justificados através de ion
molecular de m/z 336 (ausente) com relativa facilidade, princi-
palmente contando com as informagBes contidas na Tabela 1.

Tabela 1. Atribuigdo dos sinais de atomos de carbono quater-
narios, metinicos, metilénicos e metilicos com base na anélise
comparativa dos espectros de RMN*3C-PND e RMN*® C-DEPT
(em piridina-ds) e informagOes para a deducdo da férmula
molecular de 1.

C CH CH» CH3
178,98 56,36 69,44 28,92
78,95 56,13 52,57 15,61
43,41 40,63 41,95
43,14 40,63
39,50 37,99
37,99
26,94
21,85
19,15
18,85
(COOH) (CH)3 (O-CHpy) (CH3),
(C-0) (CH2)e
©)s
CsC30OH CsH3 C10H200 CoHg

'

CooH3004 (m/z 334)
i) Presenca de heterodtomos deduzida pelos deslocamentos
quimicos dos sinais.
ii) O nimero de aomos de oxigénio pode ser reduzido pela
presenca de funcdes éter e/ou lactona (IV importante), ausen-
tes neste caso.
iii) O numero de atomos de hidrogénio pode ser aumentado
pela presenga de grupos hidroxila (IV importante), duas
hidroxilas neste caso.

C20H3204
{m/z 336[M"*],ausente no espectro de massas mas
deduzivel com relativa facilidade [vide texto]}
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Assim, a formula molecular CogH3004 deduzida através dos
dados resumidos na Tabela 1 foi modificada para CyHz,04
(m/z 336 [M.*], ausente no espectro de massas), incorporando-
se os dois &omos de hidrogénio adicionais atribuidos a presen-
¢a de dois grupos hidroxila. Com esta formula molecular
CxH3204 pode-se justificar com relativa facilidade os picos
em m/z 318 (C20H3204 - H20®C20H3003) e 305 (C20H3204 -
"‘CH,OHGC19H2903). A justificativa destes picos com base na
férmula molecular CyoH3004 (Tabela 1) implicaria nas diferen-
¢as de 16 daltons para a formagdo do fragmento com m/z 318
(M-O elou CHy, reacgdes de fragmentacdo de ocorréncia extre-
mamente rara, que podem ser cogitadas somente em situacdes
estruturais especiais que ndo oferecem outras alternativas) e de
29 daltons para m/z 305 (M-CHO e/ou M-'Et e/ou M-CO-H ¢/
ou M-"H-CO elou M-"H-CH,=CH, e/ou M-CH,=CH,-"H]. Com
base na interpretacdo dos dados disponiveis, a intensidade re-
lativa do pico em m/z 305 (96%) ndo se coaduna com a férmu-
la molecular deduzida CyoH3004 (Tabela 1), ja que os de RMN
'H e 13C n&o mostraram sinais compativeis com a presenca de

grupos etila (Et) e carbonila ceténica (C=0) ou aldeidica (CH=0)
€ 0 espectro de massas revelou a auséncia de picos em M-28 e
M-1. Além disto, o espectro IV indicou a presenca de grupo
hidroxila, justificando-se com relativa facilidade a presenca do
pico correspondente a M-18 (M-H,0). Obviamente, a presenca
do pico correspondente ao ion molecular no espectro de massas,
principalmente quando obtido sob condi¢Bes de alta resolugéo
(vide infra), torna mais facil a interpretacdo conjunta com os
dados espectrais contidos na tabela 1. A presenca de pico cor-
respondente a ion molecular de estabilidade relativamente baixa
em espectrdmetro de massas pode ser reconhecida através da
utilizacdo de técnicas de ionizagdo mais suaves (FAB=Fast
Atomic Bombardeament@bombardeamento répido com atomos;
Cl= Chemical lonizationdionizacdo quimica). O espectro de
massas de alta resolucédo do derivado monoacetilado 1a revelou
0 pico correspondente ao ion molecular em m/z 378,2725
[Co2H3405 (mz 378,2397; Amvz 0,0328), 0,8%] apds a amplia-
¢do da intensidade pelo valor 10. Os picos em m/z 360
(M-H,0), 318 (M-AcOH), 305,1964 [C19H2903 (m/z 305,2109;

Tabela 2. Dados espectrais de RMN H e'3C dos diterpenos 1 (DMSO-dg) e 1b (CDCL3) [deslocamentos quimicos em & (ppm)

e constantes de acoplamento (J) em Hz]*

1 1b
IHx*3c-cosy-XCH IHx'3c-cosy-"JCH HMQC HMBC
C dc OH 2Jch 2Jch dc OH 2Jch 3Jch
4 43,14 - 3H-18 43,72 - H-5,3H-18 H-2
8 43,41 - H-9 43,77 - H-7,H-9,H-14 H-6
10 39,50 - 2H-17 39,45 - H-1,3H-20 H-6
16 78,95 - 2H-17 78,56 - 2H-15,H-17b
19 178,98 - H-5,3H-18 178,07 - H-5,3H-18,MeO
AcO-17 - 171,40 - Me do Ac 2H-17
CH
5 56,36 1,1-0,8(m) 3H-18 56,83 1,02 H-9,3H-18
9 56,13 1,1-0,8(m) 3H-20 55,98 1,08 H-1,H-7,3H-20
13 40,63 2,1-1,8(m) 41,27 2,03 H-17b
CH,
1 40,63 3H-20 40,67 1,88(m) H-2 3H-20
0,83(m)
2 19,15 19,09 1,85(m) H-1
1,45(m)
3 37,99 3H-18 38,03 2,16(m) H-1,H-5,3H-18
1,05(m)
6 21,85 1,7-1,5(m) 21,64 1,83(m) H-5
1,67(m)
7 41,95 1,4-1,2(m) 38,16 1,98(m) H-9,H-14,H-15
1,05(m)
11 18,85 18,83 1,95(m) H-9
1,62(m)
12 26,94 26,65 1,78(m) H-11,H-13
1,50(m)
14 37,99 41,82 1,43(m)
15 52,87 1,3-1,1(m) 2H-17 52,33 1,48(m) H-7,H-13
17 69,44 3,3-3,0(m) 71,21 4,03(d,J=11,2) H-15
3,92(d,J=11,2)
CHs
18 2892  1,07(s) 28,74 1,16(s) H-3,H-5
20 1561  0,86(s) H-5,H-9 15,24 0,83(s) H-1,H-9
MeO-19 - 51,17 3,64(s)
AcO-17 - 20,99 2,11(s)
HO-16 - 3,83(sl) -
HO-17 - 4,53(sl) - -
HO-19 - 11,94(sl) - -

* A multiplicidade dos sinais dos 4&tomos de carbono-13 foi deduzida por andlise comparativa dos espectros de RMN **C-PND e
RMN *C-DEPT. Espectros de RMN Hx!H-COSY foram também usados nas atribuigdes. Deslocamentos quimicos (8) e constan-
tes de acomplamento (J) dos &tomos de hidrogénio foram obtidos dos espectros de RMN H unidimensionais.
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Am/z= 0,0145), M-CH,0Ac, 1f, 100%], 300 (M-H,O-AcOH e
ou M-AcOH-H,0, 32%) e 259,1889 [C1gH27O (mVz 259,2055;
Am/z= 0,0166), m/z 305,1964 - HCOOH, 40%)] confirmaram a
formula molecular C,H3405 para la e, consequentemente,
C20H3204 (C22H3405 - CszO) para o dlterpenc')l de 1. Este resul-
tado serve também para demonstrar a importancia de derivados
preparados para obtencdo de dados espectrais adicionais.

1f

A férmula molecular CyH3,0,4 tem dez atomos de hidrogé-
nio a menos quando comparada com a de uma molécula aciclica
e sem insaIura(;éo (C20H4204 - CyoH304= Hlo), indicando a
existéncia de cinco insuficiéncias: uma atribuida a funcéo
carbonila do grupo carboxila (somente um sinal de carbono sp?
registrado no espectro de RMN 3C) e as quatro restantes cor-
respondendo a um esqueleto tetraciclico. O esqueleto basico
cauranico, diterpeno tetraciclico, foi escolhido através de um
processo de selecdo pelas condigdes estruturais para fornecer
um carbono quaternério hidroxilado usando um carbono
metinico como precursor (-CHJ-C-OH), um grupo metilénico
hidroxilado (alcool primario) pela oxidagdo de uma metila
(-CH3-CH,0H), um carbono carboxilico (carbono quaternério
COOCH) pela oxidag@o de um grupo metila (-CH3;J-COOH) e
ainda dispor de (C)3 (CH)3 (CH2)g (CH3),. Assim, 0 esqueleto
bésico cauranico foi eleito pela disponibilidade de trés carbo-
nos quaterndrios (C-4, C-8 e C-10), quatro metinicos (CH-5,
CH-9, CH-13 e CH-16), podendo um originar um carbono
quaternario hidroxilado (CH-16COH), nove metilénicos
(CH2-1, CH2-2, CH3-3, CH,-6, CH,-7, CH,-11, CH,-12, CHo-
14 e CH,-15), sendo o décimo resultante da transformagdo
oxidativa de um grupo metila (CH3-1709CH20H) e quatro
metilicos (CHs-17, CH3-18, CH3-19 e CH3-20) que permitem a
conversdo de um em grupo carboxila (CH3-19COOH) e ou-
tro em acool primario (CH3-17CH20H).

O espectro de RMN 'H revelou os sinais dos grupos metila
como singletos em & 1.07 e 0.86 e os hidrogénios metilénicos do
acool primério representados por um sistema AB (vide infra). Os
sinais deste sistema AB foram observados com relativa facilidade
no espectro do derivado 1b [8 4,03 (d,J=11,2 Hz) € 3,92 (d,J=11,2
Hz)], j& que nos espectros de 1 registrados em DMSO-ds e
piridina-ds estéo superpostos com o sinal intenso (84 3,3-3,0) da
molécula da H,0. Os sinais simples das metilas indicaram a natu-
rezaterciaria e permitiram localizar a hidroxila terciaria no &omo
de carbono C-16. A interacso a longa distancia (3Jc) dos hidro-
génios metilénicos do dcool primério (84 3,3 - 3,0) com o &omo
de carbono metilénico CH,-15(8¢ 52,57) observado no espectro
bidimensional de correlacéo heteronuclear [*Hx*3C-COSY - "Jen
(n=2 e 3), COLOC = COrrelation spectroscopy via LOng-range
Coupling] de 1 permitiu confirmar alocalizagdo do grupo hidroxila
primé&rio no d&omo de carbono C-17 (Tabela 2). Este espectro
revelou também a presenca do grupo carboxila (8¢ 178,98) no
carbono C-4 através do seu acoplamento heteronuclear spin-spin
(3Jcr) com os hidrogénios metilicos responsaveis pelo singleto em
6 1.07 (3H-18). Além disto, observou-se a interagdo do carbono
CH-5 (8¢ 56,36) com os hidrogénios metilicos 3H-18
(81 1,07, 3Jc), do CH-9 (8¢ 56,13) com 3H-20 (8¢ 0,86, 3Jc), do
CH3-20 (8¢ 15,61) com H-5 (84 1,1-0,8) €/ou H-9 (&4 1,1-0,8).
QOutros acoplamentos heteronucleares de hidrogénio e carbono-13
encontram-se descritos na tabela 2.
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A localizagdo do grupo carboxila de 1 em posicdo axial
trans em relagdo ao &omo de hidrogénio H-5 baseou-se no
deslocamento quimico do carbono C-5 (&¢ 56,36). Quando esta
fungdo carboxila ocupa posi¢éo equatorial cis em relagdo a H-
5 0 deslocamento quimico do C-5 aparece em torno de d¢ 50,
devido aos efeitos y dos &omos de oxigénio do grupo carboxila
Os epimeros 4 e 5 podem ser citados como exemplos!’. Os
deslocamentos quimicos dos carbonos quaternério C-4 e
metilicos CH3-18, CH3-19 e CH3-20 devem ser também consi-
derados nesta deducéo estereoquimica, como demonstram os
valores inseridos nas estruturas 4, 5 e 6. Na substancia 6 o
deslocamento quimico do carbono CH-5 (8¢ 49,90) pode ser
justificado pelo efeito y do atomo de oxigénio do grupo
hidroxila sustentato pelo carbono C-9, sendo que os desloca-
mentos quimicos dos atomos de carbono quaternario C-4 (3¢
44,60) e metilicos CH3-18 (8¢ 29,00) e CH3-20 (8¢ 17,10)
podem assegurar a estereoquimica indicada. Assim, as atribui-
coes feitas pelos autores'” para os carbonos metilicos CHs-19
(0¢c 17,50) e CH3-20 (d¢c 29,00) devem ser corrigidas (vide
supra) como indicado entre parenteses na propria estrutura 6.
A atribuicdo correta dos deslocamentos quimicos dos hidrogé-
nios 3H-20 e do carbono grupo metilico CH3-20 no diterpeno
1 (Tabela 2) baseou-se na interagdo heteronuclear a longa dis-
tancia (3Jcn) do carbono metinico CH-9 (8¢ 56,13) com os 3H-
20 [34 0,86 ()] e através de uma ligagdo (*Hx*3C-COSY Licy)
do carbono metilico CH3-20 (8¢ 15,61) e os 3H-20 (o4 0,86).

Y COOH 499
17.12 ( 15

184,1

6 (* Valores devem ser trocados)

O espectro 'Hx**C-HMQC (HMQC= Heteronuclear Multiple
Quantum Coherence), registro bidimensional de correlagcdo
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heteronuclear de deslocamentos quimicos de carbono e hidro-
génio através de uma ligagéo (1Jcy), permitiu atribuir os deslo-
camentos quimicos dos &omos de carbono e hidrogénio liga-
dos entre si do derivado metilado e acetilado 1b. O espectro
Hx*3C-HMBC (HMBC= Heteronuclear Multiple Bond Corre-
lation ou Heteronuclear shift correlations via Multiple Bond
Connectivities) foi utilizado para a atribuicdo inequivoca dos
deslocamentos quimicos dos &omos de carbono quaternérios e
confirmagéo da correlacéo de sinais de carbonos e hidrogénios
metinicos, metilénicos e metilicos (Tabela 2).

Atualmente, encontram-se disponiveis duas sequéncias de
pulso (teis para correlacdo heteronuclear bidimensional de
deslocamentos quimicos de carbono (3¢) e hidrogénio (&) atra-
vés do acoplamento spin-spin via uma ligaggo (NJcy): i) a mais
conhecida envolve transferéncia de polarizagdo do nucleo de
maior sensibilidade (*H) para o menos sensivel (*3C), resumida
como Hx*3C-COSY -y (HETCOR=HETeronuclear CORre-
lation, encontrada também na literatura), sendo os sinais do
nicleo (**C) de menor sensibilidade detectados; ii) a mais re-
cente envolve fendbmeno quéntico multiplo heteronuclear de
magnetizagdo durante o periodo de evolugdo, resumido como
"Hx'C-HMQC, sendo os sinais do nticleo de maior sensibilida-
de (*H) detectados em método denominado como inverso, o que
justifica a maior sensibilidade revelada pelos aparelhos mais
modernos. Nestes aparelhos com probe inverso pode-se também
obter o *Hx**C-HMBC,que corresponde ao *Hx*3C-COSY -"Jcy
(n=2 e 3, COLOC), espectro bidimensional de correlacdo de
deslocamentos quimicos de carbono e hidrogénio através de in-
teracdo spin-spin via duas (3Jcy) e trés ligagdes ((Jcn)™.

A comparagéo dos dados de RMN *3C do diterpeno 1 isola-
do de Ouratea semiserrata e dos dois epimeros em C-16 iso-
lados de Annona squamosa® encontra-se resumida na Tabela 4.
Com base nos dados de RMN 3C desta tabela e nas conside-
racOes estereoquimicas descritas (vide supra) pode-se avaliar 0s
desafios provocados pelos aomos de carbono C-4 e C-16 dos
estereoisdmeros de &cidos ent-16,17-diidroxicaur-19- e -18-6ico
citados como referéncia neste artigo®*2. Estes &cidos e as refe-
réncias correspondentes foram selecionadas como consequéncia
do trabalho de elucidag&o estrutural do diterpeno 1 isolado de
Ouratea semiserrata. Na configuracdo ent-: a estereoquimica do
carbono 16 em 16¢,17-diidroxicauranos (e. g. 1e) é R, o grupo
HO-16 ocupa posicdo equatorial (HOCH, axial) em relagdo ao
anel heptacarbociclico e os sinais dos carbonos quaternario
C-16 e metilénico CH,-17 aparecem em torno de & 79 e 70
(Adc = 9 ppm), respectivamente [e. g. C-16: d¢c 78,9 (1) e 79,8
(1)8; CH2-17: 8¢ 69,4 (1) e 70,5 (1)° Tabela 4]; a estereoqui-
mica do carbono C-16 em 163,17-diidroxicauranicos (e. g. 3b)
€ S, o grupo HO-16 ocupa posi¢do axial (HOCH, equatorial)
em relacdo ao anel heptacarbociclico e os carbonos quaternario
C-16 e metilénico CH»-17 absorvem em torno de 6 81 e 66
(Ad¢ = 15 ppm), respectivamente [e. g. C-16: 3¢ 81,7 (3); CH»-
17: 3¢ 66,5 (3); Tabela 4]; a andlise comparativa destes dados
permite deduzir que estes estereoisdmeros epiméricos (e. g. le
e 3b) no aomo de carbono C-16 podem ser distinguidos com
relativa facilidade. Na configuracdo 1d, que fornece a ent- (1€)
como antipoda 6tica (enatiémero), a estereoquimica do C-16 é
S, o0 grupo HO-16 ocupa posicdo equatorial (HOCH, axial) em
relacdo ao anel heptacarbociclico e os valores dos deslocamen-
tos quimicos dos carbonos quaternério C-16 e metilénico CH,-
17 s&o obviamente os mesmos observados no ent- le (C-16 :
d¢c ~ 79; CH2-17: 8¢ ~70; Adc = 9 ppm), enquanto na 3a (enan-
tidmero de 3b) 0 C-16 é R, o grupo HO-16 ocupa posi¢ao axial
(HOCH,, equatorial) e os valores dos deslocamentos quimicos
dos carbonos quaternario C-16 e metilénico CH»-17 sdo tam-
bém os mesmaos registrados para os ent- 1683,17-diidroxicaurano
3b (C-16: &¢ ~ 81; CH,-17 ~ 66; Adc = 15 ppm), ja que RMN
usando solvente aquiral ndo permite distinguir enantiémeros.

A definicdo da estereoquimica do carbono quiral C-16 ba-
seou-se também na interpretacéo do espectro 2D-'HxH-NOESY
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(NOESY = Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY bidimen-
sional = 2D)® de 1b, que revelou a interacéo espacial (acopla-
mento dipolar) dos hidrogénios metilénicos do carbono 17 [&y
4,03 e 2,92] com H-9 (64 1,10), além dos deslocamentos qui-
micos dos carbonos C-16 e C-17. Estes resultados permitiram
localizar o grupo CH,OH em posi¢éo o e, consequentemente,
o grupo hidroxila HO-16 em  na configuragdo 1d ou CH,OH
em e OH em o na ent- 1le. Dados adicionais obtidos deste
espectro encontram-se resumidos na tabela 3.

Tabela 3. Interpretacdo do espectro 2D-NOESY de 1b.
HxH-NOESY

H diy H dhy
3eq 2,16 3ax 1,05
18 1,16
2eq 1,45
9 1,08 7ax 1,98
15ax 1,48
1ax 0,83
15 1,48 7ax 1,98
9 1,08
17a 4,03 13 2,03
15 1,48
9 1,08
17b 3,92 15 1,48
9 1,08
18 1,16 6eq 1,85
3eq 2,16
20 0,83 2ax 1,85
Bax 1,67
11ax 1,95
1leq 1,88

Nos diterpenos contendo o atomo de carbono C-4 quira
(e. 9. 1 e 3) a numeragdo correta dos substituintes (vide supra)
define a estereoquimica. Os &cidos caurénicos epimeros ent-caur-
16-en-18-6ico (4) e ent-caur-16-en-19-6ico (5) servem como
exemplos adicionais. Os deslocamentos quimicos dos carbonos
quaternério C-4, metinico CH-5 e metilicos CH3-18, CH3-19 e
CH3-20 inseridos nas estruturas 4 e 5 permitem distinguir estes
epimeros. O carbono metilico CH3-19 de 4 ocupando posicéo
axial tem menor deslocamento quimico (8¢ 17,80) do que o
CH3-18 (8¢ 29,00) em posi¢do equatorial de 5, devido aos efei-
tos y dos &omos de carbono C-2 e C-6 sobre CH3-19. Os &to-
mos de oxigénio do grupo carboxila de 4 exercem efeito y sobre
o carbono metinico CH-5 (8¢ 50,00), o que ndo acontece no
epimero 5 (CH-5: 8¢ 57,20). Nos diterpendides 1 e 3, 0 grupo
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Tabela 4. Comparagdo dos dados de RMN *C(DMSO-ds) do
diterpeno 1 isolado de Ouratea semiserrata e dos epimeros
em C-16 isolados de Annona squamosa (1 e 3)°.

1 16 36
C o6Ca 6Chb 6Cc 6Cc
4 43,1 43,8 44,0 43,9
8 43,4 43,9 43,9 45,0
10 39,5 40,0 40,1 40,1
16 78,9 79,7 79,8 81,7
18 180,0 180,1 180.2 180,1
CH
5 56,4 57,0 57,1 57,0
9 56,1 56,6 56,8 56,3
13 40,6 41,6 41,7 45,9
CH,
1 40,6 41,1 41,2 41,1
2 19,1 19,8 19,9 19,8
3 38,0 38,7 38,8 38,7
6 21,8 22,4 22,5 23,0
7 41,9 42,2 42,6 42,8
11 18,8 19,4 19,5 19,0
12 26,9 27,5 27,6 26,8
14 38,0 38,5 38,6 37,8
15 69,4 70,4 70,5 66,5
CH3
19 28,9 29,3 29,4 29,3
20 15,6 15,9 16,0 16,0

DM SO-dscomo solvente;bpiridina-ds como solvente;c solven-
te ndo indicado (provavelmente priridina-ds)

carboxila ocupa posi¢cdo axial trans em relagdo ao H-5, como
em 5, justificando-se os deslocamentos quimicos do CH-5 em
d¢c ~ 57 (Tabelas 2 e 4).

A rotagdo especifica negativa ([o]p = -105,96° ) indica a
configuragdo absoluta le (vide supra), permitindo identificar o
diterpeno isolado de Ouratea semisserata como o &cido ent-
160, 17-diidroxicauran 19-6ico (1),

Os espectros de RMN 'H e '3C do derivado metilado e
acetilado (1b) do diterpeno 1, isolado de Ouratea semiserrata,
revelaram a presenca do derivado diacetilado (1c), acido ent-
160,,17-di-O-acetilcauran-19-6ico, em percentagem relativa-
mente pequena. A presenca deste diacetato foi reconhecida
principalmente pelos sinais em 6c 50,40 (CH,-15), 86,90
(C-16) e 66,10 (CH,-17), ja que as modificagdes observadas
nos deslocamentos quimicos destes carbonos quando compara-
dos com os correspondentes de 1b revelaram-se em acordo com
0 previsto: desprote¢do do carbono 16 (maior efeito indutivo
retirador de elétrons do grupo acetoxi e efeito B do carbono
carboxilico) e protecdo dos carbonos vizinhos C-15 e C-17 por
efeito y do carbono carbonilico do grupo acetoxila.

O espectro de massas de alta resolu¢cdo (EMAR) do
diterpeno 1 no revelou o pico correspondente ao ion molecular
(m/z 336, ausente), observando-se os picos em m/z 318
(M-H30, 17%), 305,1774 (M-CH,OH, 96%), atribuido ao frag-
mento catidnico 1f [CigH2903 (M/z 305,2109; AmVz= 0,0335)],
273,1992 (M-H,0-COOH e/ouM-COOH-H,0, 86%), interpre-
tado como representante do fragmento iénico 1g [CigH29O
(m/z 273,2211; Am/z= 0,0219), 109,1005 [CgH13 (m/z 109,1014;
Am/z= 0,0009), 100%]. Outros picos importantes observados
neste espectro ndo foram registrados com m/z exata: m/z 300
(M-H,0-H,0, 22%), 287 (m/z 305-H,0, 27%), 272 (m/z 300-
CH2=CHj, 52%), 261 (m/z 305-CO,, 47%), 259 (m/z 305-
HCOOH, 67%), 123 (95%), 121 (50%), 119 (38%). Os picos em
m/z 305,1774 (1f) e 273,1992 (1g) aliados com os dados de
RMN 'H (Tabela 2) e *3C (Tabelas 1 e 2) permitiram confirmar
a formula molecular CyoH3204 para o diterpeno 1. Confirmagao
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adicional foi obtida através da andlise do espectro de mas-
sas de alta resolucdo do derivado monoacetilado 1a (vide
supra) e experimental.

1g

Recentemente, os dois epimeros no carbono 16, os acidos
ent-16a,17-diidroxicauran-19-éico (1), [a]= -160° (C, 0,02 em
MeOH), e ent-16p,17-diidroxicauran-19-éico (3), [a]= -58° (C,
0,05 em CHCI3/MeOH), foram isolados do extrato metandlico
dos frutos frescos de um espécimen de Annona squamosa,
coletada em Chie Shan, Koohsiung, Taiwan, em junho de
19918, Mais 10 diterpenos caurdnicos e dois caur-16-énicos
foram isolados do mesmo material. Somente o acido ent-
160, 17-diidroxicauran-19-6ico (1) revelou atividade significa-
tiva na replicagdo de HIV de células linfécitas H 9.

PARTE EXPERIMENTAL

Procedimentos experimentais gerais. Os espectros |V foram
registrados em pastilha de KBr num espectrdmetro Perkin-
Elmer FT-IR 1600. Os espectros de RMN 'H (400 e 200 MHz)
e de 13C (100 MHz e 50 MHz) uni- (1D) e bidimensional (2D)
foram obtidos em espectrébmetros Bruker AC-200 e WH 400,
utilizando DM SO-ds, MeOH-dj,, piridina-ds (1) e CDCl3 (1a)
como solventes e TMS ou sinal do solvente (em relagdo ao
TMS) como referéncia interna. Os espectros de massas de alta
resolucdo (EMAR) foram registrados num espectrdmetro VG
Auto Spec-300- Alta Resolucdo, operado a 70 eV. Para a ob-
tencdo dos dados de rotagéo especifica foi utilizado o aparelho
JASCO modelo DIP 370.

Material Vegetal. Galhos e folhas de Ouratea semiserrata
foram coletados em Cachoeira Andorinhas, Municipio de Ouro
Preto, Estado de Minas Gerais, em 28/09/93. A planta foi
identificada pelo Técnico Herbario José Badini Jorge Luis da
Silva, Universidade Federal de Ouro Preto, Ouro Preto, Mi-
nas Gerais, Brasil.

Extracdo e isolamento do acido ent-16¢,17-diidroxicauran-
19-6ico (1). As folhas foram sécas a temperatura ambiente,
pulverizadas (920 g) e extraidas a frio com hexano e depois
com MeOH. A soluc@o metandlica foi concentrada sob vécuo
para fornecer 102,2 g de residuo. Este residuo foi fracionado
por particdo em CHClz: MeOH/H,0O (8:2). A solugdo CHCl3
forneceu 45 g de material, apds tratamento com Na,SO,4 anidro
e a destilagdo do CHCI3 sob pressao reduzida em evaporador
rotativo. Cromatografia em coluna de silica gel, utilizando-se
misturas de CHCI3; e AcOEt em polaridade crescente e depois
AcOEt, e em cromatografia em camada delgada preparativa
forneceram 1 (253,8 mg).

Acido ent-16¢,17-diidroxicauran-19-6ico (2). P.f. 290° C,
[0]D -105,96° (C 0,235, MeOH). IV vKE'em™ : 3346 (OH),
3000-2500 e 1692 (COOH). RMN H: Tabela 2. RMN *3C:
Tabelas 1, 2 e 3. EMAR nvz (intensidade relativa): 336 ((M],
ausente), 318 (M - H,0, 17%), 300 (M - H,O - H0, 22%),
305,1774 [M -'CH,0H, Ci9H2903 (m/z 305,2109), 1f, 96%],
287 (m/z 305 - H,0, 27%), 273,1992 [M - H,0 - "COOH e/ou
M - ‘COOH - H;0, CigH290 (mVz 273,2211), 19, 86%)], 272
(m/z 300 - CH,=CH,, 52%), 261 (m/z 305 - CO,, 47%), 259
(m/z 305 - HCOOH, 64%), 123 (95%), 121 (50%), 119 (38%),
109,1005 [CgH13 (m/z 109,1014), 100%).
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Acido ent-16a-hidroxi-17-O-acetilcauran-19-6ico (1a). O
diterpeno 1 (85 mg) foi acetilado com anidrido acético (2 mL)
na presenca de piridina (2 mL) como usua para obter o deri-
vado monoacetilado 1la (80 mg). IV uﬁg[cm’“ 3375 (OH),
1722 (AcO). EMAR m/z (intensidade relativa): 378,2725
(IM].+, CxH3405 (m/z 378,2397; Am/z= 0,0328), 0,8%, obser-
vado claramente ap6s a ampliagdo da intensidade pelo valor
10), 360 (M - H20O, 7%), 318 (M - AcOH, 17%), 305,1964
[C1gH2903 (m/z 305,2109; Am/z= 0,0145), M - .CH,OAc, 1f,
100%), 300 (M-H2O - AcOH elou M - AcOH - H20, 32%),
259,1889 [C18H270 (m/z 259,2055; Am/z 0,0166), m/z
305,1964 - HCOOH, 40%).

ent-16-Hidroxi-17-O-acetil cauran-19-oato de metila (1b).
O derivado monoacetilado 1a (40 mg) foi metilado em solugdo
etérea de CH,N, (preparado de N-nitrosometilureia por trata-
mento com solugdo aquosa de KOH) como usual, obtendo-se
1b (43 mg). RMN *H e °C: Tabela 2.
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