UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

ISOLAMENTO DOS ACIDOS 3a-ACETOXI-COPALICO E 3a-
HIDROXI-COPALICO DA FRACAO NAO VOLATIL DO OLEO-
RESINA DE COPAIBA (Copaifera L. SPP. - FABACEAE) E
SEMISSINTESE DE DERIVADOS

RONEI DE SOUZA NEGREIROS

MANAUS - AM
Julho/2022



RONEI DE SOUZA NEGREIROS

ISOLAMENTO DOS ACIDOS 3a-ACETOXI-COPALICO E 30-
HIDROXI-COPALICO DA FRAGCAO NAO VOLATIL DO OLEO-
RESINA DE COPAIBA (Copaifera L. SPP. - FABACEAE) E
SEMISSINTESE DE DERIVADOS

Dissertacdo de mestrado apresentada ao
Programa de Po6s-Graduagdo em Quimica da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM),
como requisito para obtencéo do titulo de Mestre
em Quimica, na linha de pesquisa de

Transformagdes de Moléculas Organicas.

ORIENTADOR: Dr. ADRIAN MARTIN POHLIT
CO-ORIENTADOR: Dr. EDIZON VEIGA LOPES

MANAUS — AM
Julho/2022



Ficha Catalografica

Ficha catalogréfica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Negreiros, Ronei de Souza
N385i Isolamento dos acidos 3-acetdxi-copalico e 3-hidroxi-copalico da
frac@o ndo volatil do éleo-resina de copaiba (Copaifera L. spp. -
Fabaceae) e semissintese de derivados / Ronei de Souza
Negreiros . 2022
174 f.:il. color; 31 cm.

Orientador: Adrian Martin Pohlit

Coorientador: Edizon Veiga Lopes

Dissertacao (Mestrado em Quimica) - Universidade Federal do
Amazonas.

1. Acido 3-acet6xi-copalico. 2. Acido 3-butanoiléxi-copdlico. 3.
Acido 3-hidroxi-copélico. 4. Diterpenos. 5. Reagbes quimicas. |.
Pohlit, Adrian Martin. Il. Universidade Federal do Amazonas lll.
Titulo




Isolamento dos &cidos 3a-acetoxi-copalico e 3a-hidroxi-copalico
da fracdo ndo-volatil do oleo-resina de copaiba (Copaifera L. spp.
- Fabaceae) e semissintese de derivados

RONEI DE SOUZA NEGREIROS

Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-Graduagdo em Quimica, do
Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal do Amazonas como requisito parcial
para a obtencao do Grau de Mestre (a) em Quimica.

Aprovado em, 15 de julho de 2022.

Documento assinado digitalmente

ub ADRIAN MARTIN POHLIT
g Data: 16/08/2022 16:41:51-0300

Verifique em https://verificador.iti.br

ADRIAN MARTIN POHLIT (PPGQ/UFAM)

Presidente/Orientador

Documento assinado digitalmente

ub ALISSON MEZA NOVAIS
g Data: 16/07/2022 09:34:01-0300

Verifique em https://verificador.iti.br

ALISSON MEZA NOVAIS (PPGQ/UFAM)
Membro Interno

Documento assinado digitalmente

ub JOEL APARECIDO PASSO
g Data: 17/07/2022 12:52:16-0300

Verifique em https://verificador.iti.br

JOEL APARECIDO PASSO (DQ/UFAM)

Membro Externo

Universidade Federal do Amazonas
Manaus, 15 de julho de 2022.



Dedico essa obra aos meus pais, Antonio
Hoston Rodrigues Negreiros e Rosineia de
Souza Negreiros que, mesmo com as
dificuldades, estiveram ao meu lado
apoiando, a0 meu irmdo Ronan Negreiros,
que sempre me incentivou, e aos colegas de
laboratério: ao longo destes anos tive o
prazer de conhecer, conviver e aprender com
VOCéS.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus por me dar forca e perseverangca nos momentos mais
dificeis deste aprendizado.

Ao Dr. Adrian Martin Pohlit, pela amizade e orienta¢cdo nos momentos mais
delicados desse mestrado que tanto influenciaram em minha formagéo académica e
pessoal.

Aos doutores Edizon Veiga Lopes e Thiago Barbosa Pereira pela
disponibilidade e orientacdo durante todo meu processo de aprendizagem no
laborat6rio tanto no isolamento como nas reagfes de semissintese.

Aos colegas de laboratorio, Daniel Romulo, Djalma Pereira, Jeane Kienen e
Rita Salles que pude conhecer e aprender juntos com eles, nos momentos mais
delicados da minha jornada estavam sempre tentando me ajudar. Em especial, a colega
Claudia Moraes, pela parceria e amizade, uma pessoa que me aproximei no momento
mais dificil desse Mestrado, onde contei com seu apoio e preocupacao, ao colega MSc.
David R. da Silva que se disponibilizou nas orientacGes nos procedimentos do CLAE
no momento que mais precisei, e ao colaborador MSc. Gustavo S. dos Santos com as
analises de rotacdo Opticas realizadas na Universidade de S&o Paulo-USP.

Ao meu colega de apartamento Carlos Vinicius pela parceria e convivéncia,
pelas noites em claro e principalmente pelo compartilhamento de conhecimento.

Aos integrantes da Central Analitica do Laboratério Temético de Quimica de
Produtos Naturais (CA-LTQPN), por todas as analises de RMN, EM e CL-EMAR
realizadas.

Ao CNPq pela bolsa concedida.



RESUMO

As copaibeiras sdo muito conhecidas na regido Amazonica por despertar muitas pesquisas,
principalmente devido as propriedades bioldgicas que o 6leo-resina desse vegetal apresenta.
A partir do tronco dessas plantas é extraido o 6leo-resina. Esse € constituido principalmente
de sesquiterpenos e diterpenos. Os sesquiterpenos sdo majoritarios na fragdo volatil,
conhecida como Gleo essencial. Enquanto os diterpenos sdo 0s principais constituintes
quimicos da parte fixa, classificada como resina. O 6leo essencial tem sido usado pela
industria cosmeética como matéria-prima de variados produtos. A sua separacao do 6leo-
resina acontece por processo de destilacdo. Este processo gera um residuo denominado de
fracdo ndo volatil rico em &cidos diterpénicos. O presente trabalho teve como objetivos
principais: fazer levantamento extensivo de dados sobre a composicao quimica e atividade
bioldgica de Copaifera spp., isolar substancias da fracdo ndo volatil do dleo-resina da
copaiba pds-destilacdo de origem comercial e submeté-las a reacdes quimicas (hidrdlise ou
acilacdo). Dois diterpenos foram isolados da fracdo nédo volatil utilizando cromatografia em
coluna de fase normal sequencial sequido de CLAE-FR e identificados como os acidos 3a-
hidroxi-copalico e 3a-acetoxi-copalico baseado nos seus dados de RMN de *H, *C, DEPT
135, COSY, HSQC, HMBC, CL-EMAR, rotagdo Optica, e comparacao com dados existentes
na literatura. O &cido 3a-hidréxi-copalico foi obtido do é&cido 3a-acetdxi-copalico
(proveniente de isolamento) em condi¢des de hidrélise (KOH 10% em MeOH/H20 9:1) com
76% de rendimento. O acido 3a-hidroxi-copalico (proveniente de isolamento) foi submetido
as reacOes de acetilacdo (tratamento com anidrido acético em piridina e DMAP) e de
butirilacdo (tratamento com anidrido butirico em piridina e DMAP), levando aos produtos
semissintéticos, os acidos 3a-acetoxi-copalico e 3a-butanoildxi-copalico, com rendimentos
de 70 e 42%, respectivamente. A formag&o dos produtos das reac¢des foi confirmada baseado
nas suas caracteristicas de RMN de 'H e CL-EMAR. Analises conformacionais e
multiplicidades (valores de J) dos sinais correspondentes a H-3 e H-5 foram consistentes
com as configuragdes relativas dos H-3, H-5 e da CHz angular (em C-10) como B, B e a,
respectivamente, com pequena distor¢cdo da conformacdo cadeira no anel A devido a
repulsdo 1,3-diaxial entre as CHs nas posi¢des 4 e 10 para os isolados/produtos das reagdes.

Palavras-chaves: Acido 3a-acetoxi-copalico, &cido 3a-butanoil6xi-copélico, acido 3a-

hidroxi-copalico, diterpenos, reagdes quimicas.



ABSTRACT

Copaibeiras are well known in the Amazon region for arousing much interest among
researchers, mainly due to the biological properties of the oil-resin of this plant. The oil-
resin is extracted from the trunk. It consists mainly of sesquiterpenes and diterpenes.
Sesquiterpenes predominate in the volatile fraction or essential oil while diterpenes are the
main chemical constituents of the fixed fraction or resin. Essential oil is used by the cosmetic
industry as a raw material for various products. Its separation from the oil-resin takes place
through distillation processes. The latter generate a residual non-volatile fraction that is rich
in diterpenes. The present work has as its main objectives to perform an extensive survey of
literature on the chemical composition and biological activity of Copaifera spp., to isolate
substances from the residual, non-volatile fraction of copaiba oleoresin obtained after
commercial distillation and to prepare semi-synthetic derivatives of isolated substances (thru
straight-forward chemical reactions such as acylation or hydrolysis). Two diterpenes were
isolated from the non-volatile fraction of copaiba oleoresin using sequential normal phase
column chromatographies followed by RP-HPLC and identified as 3a-hydroxycopalic and
3o-acetoxycopalic acids based on *H and *C NMR, DEPT 135, COSY, HSQC, HMBC, LC-
HRMS and optical rotation, as well as comparison with literature data. These two carboxylic
acids are known by several names in the literature. Consistent with the structure and C-5 and
C-10 absolute configurations established originally for copalic acid by Nakano e Djerassi
these compounds are called 3a-substituted copalic acid derivatives. 3a-hydroxycopalic acid
was obtained from isolated 3a-acetoxycopalic acid under hydrolysis conditions (10% KOH
in 9:1 MeOH/H20) in 76% yield. 3a-hydroxycopalic acid (from isolation) was subjected to
acetylation (treatment with acetic anhydride in pyridine and DMAP) and butyrylation
(treatment with butyric anhydride in pyridine and DMAP) reactions resulting in the
formation of semi-synthetic products 3a-acetoxy-copalic and 3a-butanoyloxycopalic acids
in 70 and 42%, respectively. The formation of the reaction products was confirmed based on
their tH NMR and LC-HRMS characteristics. Conformational analyses and multiplicities (J
values) of the *H signals corresponding to H-3 and H-5 were consistent with H-3, H-5 and
angular CHz (at C-10) relative configurations of B, B and o, respectively, with small
distortion of the chair conformation in the A ring due to 1,3-diaxial repulsions among the
CHjs substituents at C-4 and C-10 in isolates and reaction products.

Keywords: 3a-acetoxycopalic acid, acylation, 3a-butanoyloxycopalic acid, chemical

reactions, diterpenes, 3a-hydroxycopalic acid.
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INTRODUCAO

As copaibeiras (Copaifera Lineu, familia Fabaceae Lindl.) sdo arvores nativas da
regido tropical da América Latina e Africa Ocidental. Essas arvores sio abundantes na regido
Amazénica. Do tronco dessas arvores é extraido um Oleo-resina utilizado para fins
terapéuticos, cosméticos e entre outros. Esse 6leo-resina é constituido por uma mistura fixa
de &cidos resinosos (fracdo diterpénica) dissolvida em 6leo volatil (fracdo sesquiterpénica).
Atualmente, o d6leo-resina vem sendo estudado pela comunidade cientifica pelas diversas
aplicacdes de suas propriedades bioldgicas.

As industrias tém destilado o 6leo-resina em grande gquantidade para obter 6leos
essenciais para suprir a demanda do mercado de perfumes e cosméticos. No entanto, esse
processo gera uma grande massa de residuo vegetal (resina) que tem potencial como fonte
de substancias para uso pelas industrias de quimica fina.

O estudo proposto apresenta um levantamento bibliogréfico sobre os principais
constituintes quimicos encontrados no Oleo-resina de Copaifera, com destaque para a
evidéncia na literatura para a producdo predominantemente de uma ou de outra forma
enantiomérica de alguns diterpenos por espécies desse género e discussdes das configuragdes
absolutas de alguns desses diterpenos presentes no 6leo-resina. Assim, o presente trabalho
tem como objetivo isolar substancias da fracdo ndo volatil do Oleo-resina de copaiba
(Copaifera spp.), um residuo industrial e realizar reacGes de modificacdo estrutural para

gerar derivados semissintéticos de potencial interesse para a quimica fina.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 A importéncia das plantas, seus residuos e a semissintese para a quimica fina

A sintese de substincias naturais e de derivados semissintéticos a partir de
substancias isoladas de fontes naturais tem sido primordial no desenvolvimento e producéo
de novos medicamentos e representam um nicho importante do mercado industrial e
farmacéutico. Por exemplo (Figura 1), o lapachol (1), isolado do cerne de vérios tipos de ipé
(Handroanthus Mattos spp. e Tabebuia Gomes ex DC spp.), é 0 precursor na semissintese
do antimalarico/antiparasitario atovaquona (2) (EPIFANO et al., 2014; ARAUJO, 2017).
Outro exemplo € a artemisinina (3), isolada das folhas de Artemisia annua L., matéria-prima
para a semissintese dos antimaléricos: artesunato (4), artéter (5) e arteméter (6) (HUSSAIN
et al.,, 2017; KONSTAT-KORZENNY et al., 2018; KIANI et al., 2020). Além desses
exemplos, a genipina (7), originalmente descoberta e isolada em grande quantidade dos
residuos da fruta de jenipapo (Genipa americana L.), € um derivado do geniposideo (8),
utilizado na sintese de biomateriais, como por exemplo a genipina reticulada (9) (grupo NHa-
coladgeno) que apresenta propriedades regenerativas e anti-inflamatérias (WANG et al.,
2020; YU et al., 2021). E importante destacar que o lapachol (1) e a artemisinina (3) sdo as
matérias-primas para a semissintese de medicamentos importantes no atual arsenal
terapéutico no combate a malaria (HUDSON, 1993; CRUZ et al., 2013; POHLIT et al.,
2013).

O Brasil apresenta uma ampla diversidade de produtos industrializados a partir do
Oleo-resina de copaiba. As diversas aplicacdes industriais se devem as propriedades
bioldgicas e quimicas dessa matéria-prima vegetal (FERREIRA, 2016). Destacam-se as
indUstrias de perfumes, onde os 6leos essenciais extraidos do dleo-resina de copaiba séo
amplamente utilizados como fixador de fragrancias, as industrias de cosméticos que utilizam
0 Oleo essencial (obtido do 6leo-resina) na fabricacdo de cremes, sabonetes, xampus e
amaciantes para os cabelos, e por fim, as industrias farmacéuticas, onde as aplica¢fes do
0leo essencial se devem a suas propriedades emolientes, bactericidas e anti-inflamatorias
(FERREIRA, 2016; SOUSA, 2018).

Muitas industrias, apés a extracdo do 6leo essencial a partir do 6leo-resina, acumulam
residuo vegetal ndo-volatil (fragdo resinosa). Esse material residual representa um desafio,

ja que precisa ser armazenado, descartado, incinerado ou utilizado em outras aplicagdes
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industriais e em geral representa a maior parte da massa original do 6leo-resina antes da
destilacdo (Eduardo Mattoso - Comunicacao particular). E essa resina residual é fonte de
acidos diterpénicos e outras substancias de alto valor agregado. Como sera mostrado no
decorrer no texto existem diversos trabalhos realizados por quimicos sintéticos mostrando a
atividade biologica relevante dos derivados semissintéticos de &cidos diterpénicos naturais
encontrados no 6leo-resina de Copaifera spp. (MATOS et al., 2015; SILVA et al., 2017a;
SOUZA et al., 2020).
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Figura 1:Moléculas naturais e derivados semissintéticos com potencial farmacolégico.
Fontes: Cruz et al. (2013), Hussain et al. (2017), Kiani et al. (2020), Wang et al. (2020), Yu et al. (2021).

Diante do exposto, 0s residuos vegetais provenientes das industrias podem ser fontes
valiosas de matéria-prima para a obtencdo de moléculas para a quimica fina. Nesse contexto,

0 presente trabalho oportuniza a possibilidade de se conhecer e manipular
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semissinteticamente as substancias presentes na resina (fracdo fixa e pds-processamento

industrial) de copaiba.

1.2 Copaiba: aspectos botanicos

No Brasil, as espécies de Copaifera sdo vulgarmente conhecidas por diversas
denominacdes: aceite, cabima, copaiba, copaiba-mari-mari, copaiba-roxa, copaibeira,
copalva, palo-de-balsamo, pau-d’dleo, entre outras (CASCON, 2004; TAPPIN et al., 2004;
BIAVATTI etal., 2006; PIERI et al., 2009). As copaibeiras (Figura 2) sao arvores de grande
porte, de crescimento lento, alcangando aproximadamente 30 metros de altura (WFO, 2022).
Sdo arvores fornecedoras principalmente de madeira e 6leo-resina, dois produtos extraidos
de seu tronco e explorados em niveis comercial e industrial (MARTINS-DA-SILVA et al.,
2008). O tronco destas arvores é aspero, de coloracdo escura, medindo de 0,4 a 4 metros de
diametro (VEIGA JR & PINTO, 2002; ROMERO, 2007; NOGUEIRA et al., 2012),
apresentam textura lisa, persistente, de coloracdo cinza a cinza-avermelhada, com estrias
verticais e superficiais (MENDONCA & ONOFRE, 2009; BARBOSA, 2012).

Figura 2: Arvore de copaiba.
Fonte: Pieri et al. (2009).

Essas arvores possuem folhas simplesmente pinadas com peciolo e raquis,
apresentando foliolos glabros, em pares, que se alternam, exceto terminalmente, podendo

ser reticuladas, geralmente sdo pontilhados com peciolos curtos. As flores sdo pequenas, sem
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presenca de pétalas, com uma coloragdo branco-amarelada. O fruto é deiscente, de forma
orbicular elipsoide, com valvas mucronadas, de coloragdo obscura com um exsudado
resinoso, e a semente na forma ovoide ou elipsoide (COSTA, 2020; WFO, 2022).

Devido a complexidade na identificacdo botanica das copaibas, as identificacdes na
maioria das vezes sao feitas a partir das flores, como: pubescéncia das sépalas, comprimento
dos anteros e a condic¢do glaborosa ou ndo do pistilo (WFO, 2022). A floracéo e frutificacdo
das copaibas iniciam a partir dos 5 anos de idade e ndo sdo uniformes, variam entre as
diferentes espécies, regides e climas, com auséncia de florescimento anual em algumas
regides (COSTA, 2020).

1.3 Distribuicéo das espécies de Copaifera (Fabaceae Lindl.)

As copaibeiras pertencem ao género Copaifera, um dos maiores géneros da familia
Fabaceae (MENDONCA & ONOFRE, 2009) e subfamilia Caesalpinioideae Kunth
(VALLE, 2006; QUEIROZ, 2009). Copaifera spp. sdo encontradas no México, América
Central, América do Sul, na Africa Ocidental e no Sudeste Asiatico (ALENCAR, 1982;
VEIGA JR, et al., 1997; TAPPIN et al., 2004; HECK et al., 2012; LEANDRO et al., 2012;
EMERENCIANO et al., 2019). Nos paises: Brasil, Colémbia, Guiana, Guiana Francesa
(Franga “além-mar”), Peru, Suriname e Venezuela, as espécies de Copaifera sdo bem
representadas (PINTO et al., 2000; VEIGA JR & PINTO, 2002), assim como no Norte

(regido Amazonica), Nordeste e Centro-oeste brasileiros (Figura 3).

Figura 3: Regifes onde as espécies de Copaifera sdo encontradas [Nativas (verde) e introduzidas (roxo)].
Fonte: PWO (2022).
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Devido a existéncia de divergéncias dos dados botanicos sobre o nimero de espécies
pertencentes ao género Copaifera, foram utilizados neste trabalho os bancos de dados The
World Flora Online (WFO), Plants of the World Online (PWO) e o Jardim Boténico do Rio
de Janeiro (Reflora) para a caracterizacdo das espécies do género (Tabela 1). O que segue
sdo discussdes dos nimeros de espécies aceitas, as espécies em concordancia e as espécies
n&o citadas pelas plataformas aqui apresentadas.

No banco de dados WFO (Tabela 1) séo relatados 47 espécies de Copaifera no
mundo, sendo 45 espécies aceitas e 2 espécies (C. cornui Heckel e C. gorskia Schinz) ainda
em processo de anélise. O WFO apresenta 45 espécies em concordancia com o PWO, além
de 5 espécies (C. cornui Heckel, C. gorskia Schinz, C. grandifolia (Benth.) Malme, C.
jussieui Hayne e C. utilissima Saldanha) nédo citadas/reconhecidas pela plataforma PWO. A
Reflora, com escopo nacional e regional, reconhece 27 espécies (Tabela 1).

No banco de dados de PWO (Tabela 1) sdo descritas 42 espécies aceitas, também
com divergéncias, tendo apenas 41 espécies em concordancia com o WFO, restando a
espécie C. palustris (Symington) de Wit ndo citada pelo WFO. O PWO apresenta 26
espécies em concordancia com a Reflora. E importante ressaltar que o WFO e PWO
apresentam espécies do género Copaifera em escala mundial.

A Reflora ¢é a principal fonte de dados botanicos sobre espécies de ocorréncia no
Brasil. Para o género Copaifera, a Reflora reconhece (Tabela 1) 28 espécies aceitas
(COSTA, 2020), sendo 26 espécies em concordancia com o PWO e 27 espécies em
concordancia com o WFO. Dentre as espécies aceitas pela Reflora, se destacam a C.
reticulata Ducke, que ndo apresenta citacdo pelo PWO, e a C. cearensis Huber ex Ducke,
sem citacao pelos bancos de dados PWO e a WFO.

A Tabela 1 apresenta no total 49 espécies descritas pelos trés bancos de dados
(Reflora, PWO e WFO). Das espécies descritas na tabela, 30 sdo endémicas ao Brasil, sendo
16 delas distribuidas na regido Norte, 17 no Nordeste, 12 no Centro-Oeste, 8 no Sudeste e
somente 2 espécies na regido Sul (COSTA, 2020; PWO, 2022). As 19 espécies restantes
(ndo endémicas ao Brasil) estdo distribuidas na América do Sul (Argentina, Bolivia,
Colémbia, Paraguai, Peru, Venezuela, entre outros paises), bem como na América Central
(Costa Rica, Nicaragua e Panama), Mexico e Trinidade-Tobago, assim também como no
continente Africano: Camardes, Congo, Gab&o, Zambia, dentre outros (PWO, 2022).
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Tabela 1: As espécies de Copaifera de acordo com as bases de dados Reflora, PWO e WFO.
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Espécies aceitas (S/N)

Espécie Nativas do Brasil Regido do Brasil Reflora PWO WFO
C. arenicola (Ducke) J.A.S. Costa & L.P. Queiroz Nordeste S S
C. brasiliensis Dwyer N S S
C. bulbotricha Rizzini & Heringer Centro-Oeste N S S
C. cearensis Huber ex Ducke S N N
C. coriacea Mart. Norte e Nordeste S S S
C. depilis Dwyer Nordeste e Centro-Oeste S S S
C. elliptica Mart. Centro-oeste S S S
C. glycycarpa Ducke Norte e Centro-Oeste S S S
C. krukovii (Dwyer) J.A.S. Costa Norte S S S
C. lucens Dwyer Nordeste e Sudeste S S S
C. luetzelburgii Harms Norte, Nordeste e Centro- S S S
Oeste
C. magnifolia Dwyer Nordeste e Centro-Oeste
C. majorina Dwyer Nordeste
C. malmei Harms Centro-Oeste S S
C. marginata Benth. Norte, Nordeste, Centro- S S S
Oeste e Sudeste
C. martii Hayne Norte e Nordeste S S S
C. multijuga Hayne Norte e Centro-Oeste S S S
C. nana Rizzini Centro-Oeste S S S
C. piresii Ducke Norte S S S
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Paises Banco de dados aceitos
Espécie Nativas do Brasil Regido do Brasil Reflora PWO WFO
C. reticulata Ducke Norte e Nordeste S N S
C. rondonii Hoehne Norte e Centro-Oeste S S S
C. sabulicola J.A.S. Costa & L.P. Queiroz Nordeste e Sudeste S S S
C. trapezifolia Hayne Nordeste, Sul e Sudeste S S S
Nativas do Brasil e outros Paises
C. duckei Dwyer Bolivia Norte, Nordeste e S S S
Sudeste
C. guyanensis Desf. Col6émbia, Guiana Francesa, Panama, Suriname e Norte S S S
Venezuela
C. langsdorffii Desf. Argentina, Bolivia, Guiana e Paraguai Norte, Nordeste, Sul, S S S
Sudeste e Centro-Oeste
C. oblongifolia Mart. Bolivia Norte, Nordeste e S S S
Sudeste
Nativa: Bolivia e Venezuela
C. officinalis L. Introduzida: Cuba, India, Republica Dominicana, Nordeste S S S
Serra Leoa, Sri Lanka e Trinidade-Tobago
C. paupera (Herzog) Dwyer Bolivia e Peru Norte S
C. pubiflora Benth. Colémbia, Guiana e Venezuela Norte e Nordeste S
Nao nativas ao Brasil

C. aromatica Dwyer Costa Rica, Nicaragua, Panama e Venezuela - N S S
C. baumiana Harms Angola, Gabdo, Zaire e Z&mbia - N S S
C. bracteata Benth. Guiana - N S S
C. camibar Poveda, N. Zamora & P.E.Sénchez Costa Rica, Nicardgua, Panamé e Venezuela - N S S
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Paises Banco de dados aceitos
Espécie Nao nativas ao Brasil Regido do Brasil Reflora PWO WFO
C. canime Harms Coldmbia - N S S
C. cornui Heckel (Né&o informado) - N N A
C. epunctata Amshoff Suriname - N S S
C. gorskia Schinz (N&o informado) - N N A
C. grandifolia (Benth.) Malme (N&o informado) - N N S
C. gynohirsuta Dwyer Trinidade-Tobago - N S S
C. jussieui Hayne (Néo informado) - N N S
C. laevis Dwyer Paraguai - N S S
C. mildbraedii Harms Camar@es, Congo, Gab&o, Nigéria, Republica Centro- - N S S

Africana e Zaire
C. panamensis (Britton) Standl. Panama, Trinidade-Tobago e Venezuela - N S S
C. religiosa J.Léonard Camardes, Congo, Gab3o e Zaire - N S S
) Cabinda, Republica Centro-Africana, Congo, Gana,

C. salikounda Heckel Guiné, Guiné-Bissau, Costa do Marfim, Libéria e Serra - N S S

Leoa
C. utilissima Saldanha (N&o informado) - N
C. venezuelana Harms & Pittier Venezuela - N S

Sudeste Asiatico

C. palustris (Symington) de Wit Bornéu - N S N

Fonte: Costa (2020), PWO (2022) e WFO (2022).
Nota: Em andlise (A), Sim (S) e Néo (N).
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A espécie C. officinalis L. é nativa da Bolivia, Nordeste do Brasil e Venezuela. Essa
espécie também foi introduzida em diversos paises do mundo como a Cuba, india, Republica
Dominicana, Serra Leoa, Sri Lanka e Trinidad-Tobago. A maior predominancia de espécies
de Copaifera se estende as regides Norte ao Sul do Brasil. As espécies mais comuns no
Brasil séo a C. multijuga Hayne, encontrada principalmente nos estados do Amazonas, Para
e Rondénia e a C. langsdorffii Desf., presente em todas as regides do Pais (COSTA, 2020).
As outras espécies abundantes no Brasil sdo C. cearensis Huber ex Ducke, C. coriacea Mart.,
C. guianensis Desf. (nome aceito: C. guyanensis Desf., COSTA, 2020), C. officinalis L. e
C. reticulata Ducke (VEIGA JR & PINTO, 2002).

As espécies C. cornui Heckel, C. gorskia Schinz, C. grandifolia (Benth.) Malme, C.
jussieui Hayne e C. utilissima Saldanha ndo apresentam publicacdes nas bases de dados
boténicos sobre a regido ou pais onde foram encontradas/identificadas, deixando claro a

necessidade de mais estudos desde género na literatura (ARRUDA et al., 2019).

1.4 Oleo-resina de copaiba (Copaifera spp.)

O ¢6leo-resina de copaiba em mercados populares é conhecido por outras designacoes,
como: balsamo dos jesuitas, copahyba, copaibarana, copaibo (PWO, 2022). Esse 6leo-resina
é definido como produto secundério das copaibas, sendo um produto de excrecdo e
desintoxicacdo do vegetal que tem como fungdo bioldgica a defesa contra 0s animais
herbivoros, fungos e bactérias, além de atrair os insetos polinizadores e regular o
metabolismo do vegetal (ALENCAR, 1982; NOGUEIRA et al., 2012).

O Oleo-resina de C. reticulata é o mais utilizado na producdo de cosméticos,
representando cerca de 70% da producdo (VEIGA JR & PINTO, 2002). Contrapondo, 0
6leo-resina de C. langsdorffii € o mais utilizado pelas indUstrias farmacéuticas (NISGOSKI
etal., 2012; SANTANA et al., 2016).

1.4.1 Extragao do 6leo-resina das copaibeiras

A época mais indicada para a extracdo do 6leo-resina de copaiba é durante a estagéo

chuvosa, devido a maior quantidade de agua que as copaibeiras absorvem, gerando assim,
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maior fluidez do seu éleo-resina (ALENCAR, 1982; ROMERO, 2007). A extracdo desse
Oleo-resina pode ser realizada de diversas maneiras. A extragdo racional, também
denominada de coleta ndo agressiva, € a mais comumente utilizada, por ser realizada de
maneira sustentavel.

Na pratica de coleta do 6leo-resina ndo agressiva € feita uma incisdo ou pequena
abertura no tronco da copaibeira com um trado aproximadamente um metro acima do nivel
do chdo e inserido um cano, buscando atingir seu veio (Figura 4). Em seguida, o 6leo-resina
é escoado e coletado. Apds a coleta, o orificio € vedado com uma rosca, em uma tentativa
de evitar qualquer tipo de infeccdo na planta, facilitando futuras extracdes (VEIGA JR &
PINTO, 2002; BIAVATTI et al., 2006; MEDEIRQOS, 2006; ROMERO, 2007, CORDEIRO,
2013).

Figura 4: Extracdo do 6leo-resina de copaiba.
Imagens: A-furo com trado, B-inser¢do do cano, C-coleta do dleo-resina, D-furo da coleta, E-furo tampado.
Fonte: Adaptado de Cordeiro (2013).

Na primeira extracdo a quantidade de 6leo é varidvel. Uma Unica arvore pode gerar
aproximadamente 50 litros. Devido a confusa taxon6mica das copaibeiras, o 6leo-resina
comercial é frequentemente uma mistura proveniente de diferentes espécies, o que é refletido
na variacdo da composicdo quimica (VEIGA JR & PINTO, 2002; BARBOSA &
SCUDELLER, 2009).

1.4.2 Propriedades fisico-quimicas do 6leo-resina de copaiba

O dleo-resina de copaiba pode ser classificado por diferentes aspectos, dentre eles, a

sua turbidez, viscosidade, coloracdo e solubilidade. Normalmente, o O&leo-resina €
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transparente e mais fino (fluido) logo ao ser retirado da &rvore. ApGs exposicao ao ar, adquire
maior viscosidade, sua coloragdo altera-se do incolor ao amarelo, e é insollvel em 4gua e
parcialmente solivel em alcool (CASCON, 2004; BIAVATTI et al., 2006; BARBOSA,
2012).

O oleo-resina de copaiba apresenta uma grande variedade de tonalidade, viscosidade
e intensidade de cor. No trabalho desenvolvido por Lima (2021) 10 (dez) amostras de 6leos-
resinas de espécimes diferentes de Copaifera multijuga coletada em 2012 na Reserva
Florestal Adolpho Ducke do INPA (Manaus-Amazonas) nos meses de junho, julho e agosto
apresentaram coloragdes que variaram do amarelo bem suave (quase incolor) ao amarelo

mais intenso (Figura 5).

Figura 5: Variagdo de tonalidade do 6leo-resina de 10 espécimes de Copaifera multijuga.
Fonte: Lima (2021).

Esse Oleo-resina é constituido por uma mistura de &cidos resinosos, também
conhecida como fragéo ndo-volatil, dissolvida em éleo volatil (VEIGA JR & PINTO, 2002;
CASCON, 2004; ROMERO, 2007). Acredita-se que a variacdo da cor do Oleo-resina de
copaiba esté relacionada a diferenca na proporcao de 6leo essencial e de resina. O dleo-resina
com maior teor de 6leos essenciais apresenta cor mais clara (GALUCIO et al., 2016). Os
6leos-resinas mais escuros e viscosos sdo mais utilizados pelas industrias farmacéuticas e de
cosméticos. Todavia, alguns compradores preferem o éleo-resina incolor ou mais claro
(VEIGA JR & PINTO, 2002).
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1.5 Constituintes quimicos de Copaifera spp.

Como mencionado antes, diversos estudos abordam a composicdo quimica da
Copaifera spp. na literatura, como os constituintes quimicos do 6leo-resina, frutos e folhas
da copaiba. O 6leo-resina é o objeto de pesquisa da maioria dos estudos da composicdo
quimica. Para facilitar e organizar estas informacdes, o presente estudo foi dividido em
secOes sobre os componentes volateis (6leos essenciais, majoritariamente sesquiterpenos,
secdo 1.5.2) e substancias fixas (Oleo-resina, majoritariamente diterpenos, se¢do 1.5.3)
encontrados em Copaifera spp.

Apesar da maioria dos trabalhos publicados revelarem somente a presenca dos
sesquiterpenos e diterpenos em Copaifera, ha relatos de trabalhos que evidenciam também
0s monoterpenos, havendo poucos estudos em relacdo aos demais terpenos, provavelmente
devido ao seu menor interesse comercial. Esses serdo tratados brevemente mais adiante na

secdo 1.5.2.1.

1.5.1 Vias biossintéticas dos terpenos

Os terpenos sao substancias provenientes principalmente do metabolismo secundario
das copaibeiras. A biossintese dos terpenos em Copaifera é pouco estudada na literatura,
porém ha evidéncias para duas vias metabdlicas, o primeiro no estudo de incorporagdo de
metabolitos radioativos em sesquiterpenos de duas espécies de Copaifera (SKRUKRUD,
1987) e no estudo de transcriptoma em C. multijuga, assim também das enzimas
identificadas no processo da biossintese (SANTOS, 2018). Assim, a via biossintética de
terpenos é em geral formada por unidades de isopreno (Cs), que podem ser sintetizadas por
duas rotas metabolicas: a via do acido mevalénico (MEV) no citosol e a via metileritritol 4-
fosfato (MEP) nos plastidios das células, que resultam na formacdo do pirofosfato de
isopentenila (IPP), o precursor universal dos terpenos (Figura 6) (HEMMERLIN et al., 2012,
SANTOS, 2018).
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Figura 6: Via biossintética dos monoterpenos, diterpenos e sesquiterpenos
Fontes: Steele et al. (1998), Crisafulli (2007), Hemmerlin et al. (2012), De Sousa et al. (2018), Santos (2018).

O IPP tem como intermediario central a via do difosfato de dimetilalila (DMAPP),
ambos formam o difosfato de geranil (GPP) precursor dos monoterpenos, na adi¢édo da
unidade de IPP sdo biossintetizados o difosfato de farnesil (FPP) o precursor dos
sesquiterpenos, e o difosfato de geranilgeranil (GGPP) o precursor dos diterpenos (STEELE
et al., 1998). Essas vias sdo catalisadas por terpenos sintases A, B e C das vias de mono,
sesqui e diterpeno, respectivamente (Figura 6).

Na sintese dos diterpenos a principal cicliza¢cdo do GGPP conduz a formacéao de duas

séries enantioméricas das subclasses labdano, clerodano e caurano. Essas subclasses sdo
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biossintetizadas a partir dos precursores copalil PP dita como a série normal e o ent-copalil
PP da série do seu enantibmero (ent). Essas substancias quirais apresentam duas
configurac@es nos carbonos C-5, C-8, C-9 e C-10 para os clerodanos e labdanos, e C-5, C-
8, C-9, C-10, C-13 e C-17 para os cauranos (CRISAFULLLI, 2007; DE SOUSA et al., 2018).

1.5.2 Oleo essencial de Copaifera e os métodos de analises da composicéo quimica

O Oleo essencial de copaiba € comercializado pelas industrias de perfumaria,
cosméticos e farmacéuticas (VEIGA JR & PINTO, 2002; GALUCIO et al., 2016). Algumas
partes das copaibeiras, como folhas, caule e pericarpo, produzem Oleos essenciais
(RODRIGUES, 2008; MILANNI, 2009, TRINDADE et al., 2018), porém a destilacdo
simples do dleo-resina pela industria é a fonte mais comum para obtencédo de 6leo essencial.
Acredita-se que a sazonalidade e fatores ambientais influenciam fortemente a constituicéo
quimica do 6leo essencial obtido do 6leo-resina de copaiba (VEIGA JR et al., 1997; VEIGA
JR & PINTO, 2002; RIGAMONTE-AZEVEDO et al., 2004). Esse processo industrial gera
volume significativo de residuo ndo-volatil que contém acidos diterpénicos (GALUCIO et
al., 2016), o foco do presente estudo. No laboratorio, os 6leos essenciais de copaiba sdo
obtidos por hidrodestilacdo ou destilacdo por arraste a vapor (PEREIRA et al, 2008,
XAVIER JR et al., 2017).

As analises dos dleos essenciais normalmente ocorrem por métodos usuais baseados
na cromatografia gasosa unidimensional (CG) e incluindo a bidimensional (CG-CG). Nessas
técnicas, a deteccdo pode ser feita por detector de ionizacdo de chama, espectrémetro de
massas (EM) com as técnicas auxiliares, espectrometria de massas bi- e multidimensional
(EM-EM e EMn) e dissociacdo induzida por colisdo utilizando quadrupolo (Q),
aprisionamento de ions (ion trap), e 0 espectrdmetro de massas de alta resolu¢do (EMAR),
coinjecdo de padrdes e comparacdo com indice de referéncia, dentre outras técnicas (SILVA
et al., 2006; PEREIRA et al., 2008; ZOGHBI et al., 2009; VEIGA et al., 2016).

Das técnicas utilizadas para a analise da composicdo quimica do 6leo essencial de
copaiba sdo: headspace (HS)-CG-EM (LUCCA et al., 2015), CG-EM e cromatografia
liquida (CL)-EM (CASCON & GILBERT 2000; PINTO et al., 2013; BARDAJI et al., 2016),
EMAR-CG (detecgéo por ionizagdo de chama (DIC)) (VEIGA JR et al., 2007; SANTOS et
al., 2008), CG-EM e CG-DIC (SOUSA, 2011), CG-EM e CL-IES (ionizacdo por
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electrospray)-TdV (tempo de voo)-EMAR (LIMA et al.,, 2021), CG-EM e CG-DIC
(LAMEIRA et al., 2009; ZOGHBI et al., 2009; GURGEL et al., 2019; COSTA &
LAMEIRA, 2021), sistema capilar CG-Q e CG-EM (VEIGA et al., 2006).

1.5.2.1 Monoterpenos presentes no 6leo essencial de Copaifera spp.

Os monoterpenos sdo pouco comentados como um dos constituintes quimicos do
6leo essencial de Copaifera, porém essa subclasse ja foi identificada no trabalho Silva et al.
(2007) em Oleo-resina de C. reticulata, e por Barbosa (2012) a partir de 3 amostras de 6leo-
resina de Copaifera multijuga Hayne foram encontrados e identificadas 8 (oito)
monoterpenos. Dentre as substancias identificadas foram, o alo-ocimeno (10), ocimeno (11),
trans-p-ocimeno (12), limoneno (13), a-felandreno (14), 5-3-careno (15), B-pineno (16) e o

a-pineno (17) (Figura 7).

alo-ocimeno (10) ocimeno (11) trans-B-ocimeno (12) limoneno (13)
a-felandreno (14) 8-3-careno (15) B-pineno (16) a-pineno (17)

Figura 7: Monoterpenos identificados em éleo essencial de Copaifera multijuga Hayne.

1.5.2.2 Sesquiterpenos e o0s 0leos essenciais de Copaifera spp.

Os sesquiterpenos predominam no Oleo essencial (volatil) de copaiba, podendo
chegar a compor 90% dos 0Oleos-resinas de copaiba (LEANDRO et al., 2012; MEDEIROS,
2019). Esses terpenos também predominam nos 6leos essenciais de folhas e frutos de
Copaifera spp. O que segue séo dados sobre os principais componentes presentes nos 6leos
essenciais de Copaifera spp.
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1.5.2.3 Biossintese dos sesquiterpenos

Conforme mostrado anteriormente (Figura 6), € provavel que o precursor
biossintético dos sesquiterpenos é o metabolito pirofosfato de farnesila (FPP). A Figura 8
abaixo apresenta a proposta de transformacdes biossintéticas a partir do metabdlico FPP que
levam a formacdo de alguns dos principais esqueletos das subclasses de sesquiterpenos
representados na Figura 9, dentre eles o, aristolano, bisabolano, cariofilano, curcumano,
germacrano, guaiano, selinano (eudesmano) e humulano (MAIA, 1991; BROCKSOM et al.,
2008). Esses esqueletos podem ser produzidos a partir de diferentes posi¢cées e mecanismos

do FFP, trans-trans e cis-trans, como visto na Figura 8.

J

curcumano

H
eudesmano
| N
& germacrano
bisabolano =
OPP

)
-
-]

cis-trans trans-trans

arlstolano

cariofilano humulano

guaiano

Figura 8: Exemplos de biossintese de alguns esqueletos dos sesquiterpenos.
Fonte: Maia (1991) e Brocksom et al. (2008).

1.5.2.4 As principais subclasses de sesquiterpenos em 6leos essenciais de Copaifera spp.

Quatorze (14) espécies de Copaifera tém a composicdo quimica dos seus 6Oleos
essenciais (obtidos do oOleo-resina do tronco e as vezes de outras partes da planta) descrita
em ao menos um trabalho na literatura (Tabela 2). Entre os mais de 274 tipos estruturas de
sesquiterpenos conhecidos na classe dos terpenos (OLIVEIRA, 1998), no presente trabalho,
foram levantados 46 sesquiterpenos de Copaifera a partir de trabalhos de isolamento e/ou
identificagdo por metodos indiretos (Tabela 2).

Os sesquiterpenos de Copaifera representam 19 subclasses estruturais, incluindo

substancias mono-, bi- e triciclicas e aciclica (Figuras 10-12) (VEIGA JR et al., 2006;



39

SANTOS et al., 2008; LEANDRO et al., 2012; MOREIRA, 2018; TRINDADE et al., 2018).
No género Copaifera spp. sdo encontrados principalmente as subclasses aristolano,
aromadendrano, bisabolano, cadinano, cariofilano, cubebano, humulano e selinano
(eudesmano) (Figura 9) (OLIVEIRA, 1998; BARBOSA et al., 2013; MOREIRA, 2018;
TRINDADE et al., 2018; LIMA et al., 2021).

14 13
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5 3 1
15 13 12
12
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14 13 13 12
bisabonano humulano eudesmano cadinano
s 14
14 N 15
\io 11/ NP
12
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. 13 .
cariofilano aristolano cubebano aromadendrano

Figura 9: Principais subclasses encontradas no género Copaifera spp.
Fonte: Oliveira (1998).



Tabela 2: Alguns sesquiterpenos identificados no dleo essencial de éleo-resina e de outras partes de espécies de Copaifera.
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Espécie

Parte da planta

Substancia

Referéncia

C. cearensis Huber ex
Ducke

oleo-resina (tronco)

B-bisabolol (26), 5-cadineno (39), B-cariofileno (50), a-copaeno (56)

Veiga Jr et al. (2007)
Trindade et al. (2018)

C. duckei Dwyer

6leo-resina (tronco)

B-farneseno (18), p-bisaboleno (20), 5-elemeno (29), germacreno D (30), a-humuleno
(32), trans-a-bergamoteno (34), 5-cadineno (39), B-selineno (42),
B-cariofileno (50), a-selineno (43)

Cascon & Gilbert (2000)
Carvalho et al. (2005)
Lameira et al. (2009)

Pinto et al. (2013)

C. guyanensis Desf.

6leo-resina (tronco)

trans-a-bergamoteno (34), B-cariofileno (50)

Cascon & Gilbert (2000)
Trindade et al. (2018)

C. langsdorffii Desf.

6leo-resina (tronco)

B-elemeno (28), germacreno D (30), trans-a-bergamoteno (34), y-muroleno (36),
a-cadinol (41), B-selineno (42), a-himachaleno (49), B-cariofileno (50),
biciclogermacreno (51), a-copaeno (56), espatulenol (59), 6xido de cariofileno (63)

Silva et al. (2006)
Gelmini et al. (2013)
Trindade et al. (2018)

caule

germacreno D (30), t-murolol (38), 3-cadineno (39), a-cadinol (41),
B-cariofileno (50), biciclogermacreno (51), espatulenol (59), éxido de cariofileno (63)

Gelmini et al. (2013)
Trindade et al. (2018)

semente/fruto

B-elemeno (28), germacreno D (30), y-muroleno (36), t-murolol (38), a-cadinol (41),
B-cariofileno (50), biciclogermacreno (51), a-copaeno (56), espatulenol (59), 6xido
de cariofileno (63)

Gelmini et al. (2013)
Trindade et al. (2018)

folha

B-elemeno (28), germacreno D (30), a-humuleno (32), a-murolol (37), 8-cadineno
(39), a-cadinol (41), B-cariofileno (50), biciclogermacreno (51), a-copaeno (56),
espatulenol (59), 6xido de cariofileno (63)

Silva et al. (2006)
Souza (2011)
Gelmini et al. (2013)
Trindade et al. (2018)

C. lucens Dwyer

6leo-resina (tronco)

B-cariofileno (50)

Santos et al. (2008)

C. luetzelburgii Harms

6leo-resina (tronco)

folha

B-selineno (42), 7-epi-a-selineno (44), y-selineno (45)

germacreno D (30), germacreno B (31), B-cariofileno (50)

Lima et al. (2021)

C. martii Hayne

6leo-resina (tronco)

B-bisaboleno (20), B-elemeno (28), trans-a-bergamoteno (34), 3-cadineno (39),
a-selineno (43), B-cariofileno (50), a-copaeno (56), alo-aromadendreno (61)

Zoghbi et al. (2007)

Folha e caule

d-elemeno (29), germacreno D (30), a-humuleno (32), trans-a-bergamoteno (34),
d-cadineno (39), B-cariofileno (50)

Gurgel et al. (2019)
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Espécie

Parte da planta

Substancia

Referéncia

C. multijuga Hayne

6leo-resina (tronco)

B-bisaboleno (20), B-bisabolol (26), p-sesquifelandreno (25), germacreno D (30),
a-humuleno (32), trans-p-bergamoteno (35), 8-cadineno (39), B-cariofileno (50),
a-copaeno (56), B-gurjuneno (57), 6xido de cariofileno (63)

Veiga Jr et al. (2007)
Trindade et al. (2018)

C. officinalis (Jacq.) L.

6leo-resina (tronco)

B-bisaboleno (20), germacreno B (31), a-humuleno (32),
trans-a-bergamoteno (34), 6-cadineno (39), a-cadineno (40),
B-cariofileno (50), alo-aromadendreno (61)

Santos et al. (2008)
Trindade et al. (2018)

C. paupera (Herzog)
Dwyer

6leo-resina (tronco)

B-bisaboleno (20), zingibereno (22), 3-cadineno (39), p-cariofileno (50),
a-cubebeno (52), a-copaeno (56)

Santos et al. (2008)
Zoghbi et al. (2009)

C. piresii Ducke

6leo-resina (tronco)

d-cadineno (39), B-cariofileno (50), a-copaeno (56)

Zoghbi et al. (2009)

C. pubiflora Benth

6leo-resina (tronco)

B-elemeno (28), a-humuleno (32), B-selineno (42),
a-selineno (43), p-cariofileno (50)

Zoghbi et al. (2009)
Carneiro et al. (2020)

C. reticulata Ducke

6leo-resina (tronco)

B-bisaboleno (20), B-bisabolol (26), p-elemeno (28), 5-elemeno (29), germacreno D
(30), a-humuleno (32), trans-a-bergamoteno (34), 8-cadineno (39), p-cariofileno
(50), a-guaieno (47), B-selineno (42), a-selineno (43), a-copaeno (56),
6xido de cariofileno (63)

Costa et al. (2021)
Sachetti et al. (2011)
Gurgel et al. (2019)

C. trapezifolia Hayne

6leo-resina (tronco)
folha

Casca (tronco)

germacreno D (30), p-cariofileno (50), espatulenol (59)

germacreno D (30), germacreno B (31), a-humuleno (32), a-cadineno (40),
B-cariofileno (50), espatulenol (59), éxido de cariofileno (63)

B-selineno (42), 7-epi-a-selineno (44), y-selineno (45)

Carneiro et al. (2020)

Veiga et al. (2006)
Trindade et al. (2018)
Limaetal., 2021

Limaetal., 2021

Copaifera spp.

6leo-resina (tronco)

a-curcumeno (19), trans-y-bisaboleno (21), trans-a-bisaboleno (23), cis-a-bisaboleno
(24), a-bisabolol (27), B-sesquisabineno hidratado (33), 7(11)-selinen-4-ol (46),
y-gurjuneno (48), B-cariofileno (50), 4-epi-cubebol (53), aristoleno (54), a-ilangeno
(55), ledol (58), 6xido ledeno (60), cedr-8-en-13-ol (62)

Moreira (2018)




42

1.5.2.5 Os principais sesquiterpenos e composicdo de 6leos essenciais de Copaifera spp.

O constituinte quimico mais relevante do o6leo essencial ¢ o sesquiterpeno [-
cariofileno (50) (LEANDRO et al., 2012) encontrado em todas as 14 espécies relatadas na
Tabela 2. O teor dessa substéncia varia de espécie a espécie, como por exemplo nos 6leos
essenciais de C. langsdorffii Desf. (33%), C. officinalis L. (87%), C. reticulata Ducke (25-
68%) (SACHETTI et al., 2011; TRINDADE et al., 2018) e C. pubiflora (66%) (ZOGHBI et
al., 2009).

Outros sesquiterpenos identificados nos 06leos essenciais de copaiba s&o trans-y-
bisaboleno (21), trans-a-bisaboleno (23), cis-a-bisaboleno (24), B-sesquifelandreno (25)
(Figura 10), B-sesquisabineno hidratado (33), y-muroleno (36), 7-epi-a-selineno (44) (Figura
11), a-ilangeno (55) e aristoleno (54, Figura 12, VEIGA JR et al., 2006; SANTOS et al.,
2008; LEANDRO et al., 2012, MOREIRA, 2018; TRINDADE et al., 2018).

O 6leo essencial extraido do 6leo-resina coletado da espécie C. reticulata Ducke no
Pard apresentou 0s constituintes majoritarios [-bisaboleno (20) (5-17%), trans-a-
bergamoteno (34) (6-12%) e B-cariofileno (50) (25-50%) (SACHETTI et al., 2011). O
trans-a-bergamoteno (34) foi identificado em outros trabalhos sobre dleos essenciais
extraidos do 6leo-resina e apenas no 6leo essencial do caule de C. martii (Hayne) na
concentragdo de 6%. O a-selineno (43) somente foi encontrado no 6leo essencial dos caules
de C. reticulata (Ducke) com 11% e C. martii (Hayne) com 4% (GURGEL et al., 2019). Os
outros terpenos oxigenados apresentam as concentragdes mais baixas no género
(CARVALHO et al., 2016; GURGEL et al., 2019).

Se destacam os Gleos essenciais das folhas de varias espécies de Copaifera (Tabela
2). O oleo essencial de folhas de C. trapezifolia Hayne apresentou 11% de germacreno D
(30), 34% de B-cariofileno (50) e 8% de espatulenol (59) (VEIGA et al., 2006; TRINDADE
et al., 2018; CARNEIRO et al., 2020), o de C. luetzelburgii contém 27% de germacreno D
(30) e 13% de germacreno B (31) e 16% de B-cariofileno (50) (LIMA et al., 2021). Na sua
revisao da literatura, Trindade et al. (2018) relataram para os 6leos essenciais das folhas de
C. langsdorffii Desf, o germacreno D (30) (9-45%), p-cariofileno (50) (10-17%), oxido de
cariofileno (63) (4-19%) e espatulenol (59) (5-29%).

Por fim, para os 6leos essenciais da folha e caule de C. martii Hayne os constituintes
principais sdo germacreno D (30) e B-cariofileno (50, GURGEL et al., 2019). O o6leo

essencial das folhas de C. langsdorfii Desf. apresentou a mesma composi¢do quimica que a
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fracdo volatil proveniente do Oleo-resina (SILVA et al., 2006), porém o mesmo ndo foi
observado para C. luetzelburgii ou C. trapezifolia Hayne (Tabela 2). S&o poucas as
informacdes sobre a rotacdo Optica/configuracdo absoluta dos componentes quimicos dos
oOleos essenciais de Copaifera spp. Das substancias apresentadas apenas o B-bisaboleno (20,
[a]p -32,6°, CHCI3) e 0 6xido de cariofileno (63, [a]p -5,9°, CHCI3) foram isoladas e
caracterizadas de Copaifera paupera (TINCUSI et al., 2002).

Os principais sesquiterpenos identificados nos dleos essenciais de Copaifera spp.
estdo apresentados conforme a complexidade dos seus esqueletos (aciclico, monociclico,
biciclico e triciclico) e subclasses nas Figuras 10-12: farnesano, substancia 18; curcumano,
substancia 19; bisabolanos, substancias 20-27; elemanos, substancias 28 e 29; humulano,
substancia 32; germacranos, substancias 30, 31 (Figura 10) e 51 (Figura 12); sesquisabinano,
substancia 33; bergamotenos, substancias 34 e 35; cadinanos, substancias 36-41; selinanos,
substancias 42-46; guaiano, substancia 47; himachalano, substancia 49; cariofilanos,
substancias 50 (Figura 11) e 63 (Figura 12); cubebanos, substancias 52 e 53; aristolano,
substancia 54; sativano, substancia 55; copacafano, substancia 56; aromadendranos,
substancias 48 (Figura 11), 57, 58, 59-61; cedrano, substancia 62 (Figura 12) (BARBOSA
etal., 2013; MOREIRA, 2018; TRINDADE et al., 2018; LIMA et al., 2021).

B-farneseno (18) a-curcumeno (19) B-bisaboleno (20) trans-y-bisaboleno (21)
X
| | h
| -
zingibereno (22) trans-o-bisaboleno (23) cis-a-bisaboleno (24) B-sesquifeladreno (25)
OH: OH /\O Z
O Ly |
B-bisabolol (26) a-bisabolol (27) B-elemeno (28) d-elemeno (29)
germacreno D (30) germacreno B (31) a-humulen:’) 32)

Figura 10: Sesquiterpenos aciclico e monociclicos encontrados em 6leos essenciais de Copaifera spp.
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P % =

hidrato de B-sesqui-
sabineno (33)

HO,
‘h H
PN

PN
t-murolol (38) d-cadineno (39) a-cadineno (40) a-cadinol (41) B-selineno (42)

1
Ty

o-selineno (43) 7-epi-a-selineno (44) v-selineno (45) 7(11)-selinen-4-ol (46) o-guaieno (47)

I
[

N

y-gurjuneno (48) a-himachaleno (49) B-cariofileno (50)

biciclogermacreno (51)

Figura 11: Sesquiterpenos biciclicos encontrados em 6leos essenciais de Copaifera spp.

o-cubebeno (52) 4-epi-cubebol (53) aristoleno (54) a-ilangeno (55)

a-copaeno (56)

B-gurjuneno (57) ledol (58) espatulenol (59) oxido ledeno (60) alo-aromadendreno (61)

cedr-8-en-13-ol (62) oxido de cariofileno (63)

Figura 12: Sesquiterpenos triciclicos encontrados em 6leos essenciais de Copaifera spp.
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1.5.3 Diterpenos: componentes fixos do 6leo-resina de Copaifera spp.

Onze (11) espécies de Copaifera e Oleos-resinas comerciais de copaiba tém os
componentes fixos em seu Oleo-resina descritos em trabalhos na literatura. A Tabela 3
apresenta os dados da literatura sobre a composic¢éo quimica dos 6leos-resinas de Copaifera
spp. de relevancia deste projeto haja vista a possibilidade de 6leos-resinas de diversas
especies de Copaifera comporem os produtos comercializados.

Para as analises da composicao quimica dos componentes fixos do 6leo-resina, sao
utilizados métodos diretos, ou seja, de isolamento (CC, CCDP, CLAE preparativa, etc.) com
elucidacdo estrutural por RMN e EM, bem como métodos indiretos (CL-EM, CLAE-FR,
etc.). Dos métodos mais utilizados se destacam o, UPLC-EM/EM, CLAE-FR (CARNEIRO
etal., 2018), CLAE e IES-EMAR-TdV (CARNEIRO et al., 2020), CC e CCD (VARGAS et
al., 2015; MEDEIROS et al., 2019), CL-EM (BARDAJI et al., 2016), CLAE-UV/DAD
(SOUZA et al., 2012; SILVA et al., 2017a; CARNEIRO et al., 2018).

Os diterpenos sdo constituidos por quatro unidades de isopreno, normalmente ligadas
no formato cabeca-cauda (MEDEIRQOS, 2019) e apresentam as seguintes subclasses
estruturais: abietano, aconano, atisano, beyerano, cassano, caurano, clereodano, giberelano,
labdano, latirano, pimarano, taxano, traquilobano e vilanovan (VENEZIANI et al., 2017).
No género Copaifera 3 (trés) subclasses de diterpenos predominam (Figura 13) e serdo
apresentadas nas sec@es que seguem: labdano (44 substancias, 64-107, Figuras 14-16 e 18),
caurano (6 substancias, 110-115, Figura 19) e clerodano (18 substancias, 116-133, Figura
20) (ROMERO, 2007, TRINDADE et al., 2018). Dentre os 68 diterpenos levantados de
Copaifera spp., 39 sdo acidos carboxilicos, 29 sdo neutros (ndo-acidos), distribuidos em 12

alcoois, 12 ésteres, 3 cetonas, 1 aldeido e 1 hidrocarboneto (Tabela 3).

Labdano Caurano Clerodano
Figura 13: Estrutura e estereoquimica das subclasses dos diterpenos mais relevantes para Copaifera.
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Tabela 3: Diterpenos isolados/identificados do 6leo-resina e de outras partes de Copaifera.

Espécies Parte da planta Substancia Referéncia
acido copalico (64), ent-eperuato de metila (91), acidos ent- Pinto et al. (2000)
eperuico (94) e cativico (88), cativato de metila (89), acidos Romero (2007)
C. cearensis Huber ex Ducke 6leo-resina labdanoico (90), colavénico (117), ent-hardwickiico (121), 3- Veiga Jr et al. (2007)
cleroden-15,18-dioico (123) clorechinico (125), patag6nico (129), Santos et al. (2008)
haplociliatico (131) e 13-clerodeno-15,16-olideo-18-oico (132) Trindade et al. (2018)
acidos copalico (64), 3a-acetoxi-copalico (70), ent-polialtico (74), .
. anraci i ey e ey 10 Cascon & Gilbert (2000),
C. duckei Dwyer oOleo-resina eperu-8(17)-en-15,18-dioico (84), ent-16-B-cauran-19-oico (110), Carvalho et al. (2005)

ent-caur-16-en-19-oico (111) e ent-hardwickiico (121)

Cascon & Gilbert (2000)

. . . copalato de metila (65), acidos ent-caur-16-en-19-oico (111),
C. guyanensis Desf. oOleo-resina } P g Vargas et al. (2015),
ent-hardwickiico (121), colavato de 15-metila (130) Trindade et al. (2018)
acidos copalico (64), 3a-hidroxi-copalico (68) e 3a-acetdxi-copalico Ohsaki et al. (1994)
(70), manool (86), esclareol (87), (-)-3-hidrdxi-14,15-dinorlabd-8(17)- Romero (2007)
en-13-ona (79), &cido ent-agético (80), 8(17),13-labdadien-15-ol (92), Romero et al. (2009)
6leo-resina acidos 14,15-dinor-13-0x0-8(17)-labden-19-oico (103) e ent-caur-16- Fonseca et al. (2013)
C. lanasdorffii Desf en-19-oico (111), ent-caura-16-en-19-ol (112), ent-caura-16-eno (113), Abrdo et al. (2015)
-1ang ' ent-19-caur-16-en-4a-ol (114), ent-caura-16-en-19-al (115), acido Matos et al. (2015)
hardwickiico (116), colavenol (118), cis-colavenol (119), &cido ent- Trindade et al. (2018)
hardwickiico (121), ent-neo-4(18), cleroda-dien-15-ol (122) Medeiros (2019)
folha acido ent-caur-16-en-19-oico (111) Trindade et al. (2018)
C. lucens Dwyer 6leo-resina acidos copélico (64) e ent-polialtico (74) Santos et al. (2008)
acidos copalico (64), 3a-hidréxi-copalico (68), Delle-Monache et al. (1969)
- s e e Romero (2007)
3a-acetdxi-copélico (70), copaiferdlico (93), copaiférico (66), .
. . e o e Izumi et al. (2012)
.. ) . copaiferolato de metila (67), &cidos ent-agatico (80) e 3B-hidréxi- .
C. multijuga Hayne 6leo-resina i NP . e Silva et al. (2017a)
copalico (95), 3p-hidroxi-copalato de metila (96), acido 3p3- Trindade et al. (2018)
acetoxi-copalico (97), 3p-acetdxi-copalato de metila (98), &cido Carneiro et al. (2020)

ent-3B,18-dihidrdxi-8(17),13-labdadien-15-oico (104). Souza et al. (2020)




Tabela 3: Diterpenos isolados/identificados do 6leo-resina e de outras partes de Copaifera. (Continuacao)

47

Espécies Parte da planta Substancia Referéncia
C. officinalis 6leo-resina acidos copalico (64) e ent-hardwickiico (121) Santos et al. (2008)
acido copalico (64), copalato de metila (65), acido ent-
polialtico (74), ent-polialtato de metila (75), agatato de 15- Tincusi et al. (2002)
C. paupera (Herzog) Dwyer 6leo-resina metila (81), agatato de 15,19-dimetila (82), acido ent- Santos et al. (2008)
pinifélico (83), (+)14,15-bisnorlabd-8(17)-en-13-ona (78), Trindade et al. (2018)
acido ent-16-p-cauran-19-oico (110)
. anrac acidos (13E)-ent-labda-7,13-dien-15-oico (105), 7a-acetoxi- .
C. pubiflora oOleo-resina ent-hardwickiico (120) e ent-hardwickiico (121) Carneiro et al. (2020)
4cidos copalico (64) e 3a-hidroxi-copélico (68), 3a-hidroxi- Geris et al. (2008)
. e - Santos et al. (2008)
. ) . copalato de metila (69), acidos ent-polialtico (74) e ent- o
C. reticulata Ducke 6leo-resina i ; L Bardaji et al. (2016)
agético (80), agatato de 15-metila (81), &cidos ent-caur-16- .
en-19-oico (111) e ent-hardwickiico (121) Trindade et al. (2018)
Santos et al. (2020)
- o raci acidos ent-labda-5,13-dien-15-oico (99) e ent-16-hidréxi-3,13 .
C. trapezifolia Hayne Oleo-resina clerodadien-15,18-dioico (133) Carneiro et al. (2020)
acidos copalico (64) e 3a-hidroxi-copalico (68), 3a-hidréxi-
copalato de metila (69), acidos 3a-acetoxi-copalico (70),
lambertianico (85), ent-agatico (80) e ent-polialtico (74),
(-)-13(R)-14,15-dinorlabd 8(17)-eno-3,13-diol (76), (-)-13(S)- Soriano (2004)
14,15-dinorlabd-8(17)-eno-3,13-diol (77), (-)-3-hidroxi-14,15- Imamura et al. (2005)
dinorlabd-8(17)-en-13-ona (79), acidos 3p-hidroxi-copalico (95), Romero (2007)
Copaifera spp. 6leo-resina pinifélico (100), ent-11-acetoxi-copalico (101) e ent-11-hidréxi- Romero et al. (2009)

(Copaiba comercial)

copalico (102), 3p-ol-14,15-dinorlabdan-8(17)-en-13-ona (106),
3p-0l-14,15-dinorlabdan-8(17)-en-13-o0l (109), acido ent-caur-16-
en-19-oico (111), colavenol (118), &cido ent-hardwickiico (121),
7-acetoxi-bacchotriconeatina D (124), 4cidos 7a-hidroxi-
hardwickiico (126), clerodan-15,18-dioico (127) e 19-O-acetil-
1,2-desidro-hautriwaico (128), colavato de 15-metila (130)

Biaggio (2015)
Vargas et al. (2015)
Trindade et al. (2018)
Oliveira et al. (2020)
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1.5.3.1 Os labdanos: acido copalico (64), acido copaiférico (66), seus derivados, entre
outros

O 4cido copélico (64), identificado em todas as Copaifera spp. estudadas, com a
excecao de C. pubiflora e C. trapezifolia, € 0 componente mais comumente relatado (Tabela
4, Figura 14). Esse acido e seu éster de metila (65) foram identificados na composicédo
quimica de ao menos oito (8) espécies pertencentes a outros géneros e familias (Tabela 4).

O écido copalico (64) é considerado por alguns autores como o marcador do 6leo-
resina de copaiba (VEIGA JR & PINTO, 2002; VEIGA JR et al., 2007; TRINDADE et al.,
2018; SOUZA et al., 2020), porém a auséncia dessa substancia em duas espécies de
Copaifera (Tabela 3) e a presenga da mesma em espécies de outros géneros e familias
(Tabela 4) deixam duvidas sobre o status dessa substancia como marcador especifico de
6leo-resina de copaiba.

A variacdo nos valores de rotacdo Optica especifica ([a]) para cada substancia da
Tabela 4 poderd ser devida a diferencas nas condi¢des de andlise, bem como pureza
enantiomérica das amostras. Essa variacdo foi comentada na determinacdo original da
estrutura do acido copalico (64), por Nakano e Djerassi (1961). Nesse trabalho pioneiro, foi
estabelecida a configuracdo absoluta em C-10 (10S) por transformacdo sintética em
intermediarios cuja configuracdo absoluta e rotacdo Optica haviam sido estabelecidos
baseadas ultimamente em métodos cristalograficos. Esses autores acreditavam que o
epimero em C-9 (9S) do &cido copalico (64) fosse a estrutura mais provavel, porém néo
descartaram a possibilidade de ser o epimero 9R (64) ou mistura epiméricaem C-9. Também,
acreditavam na possibilidade do acido copalico (64) existir como uma mistura de
composicdo variavel de enantibmeros (64 e 66) em Copal Brazil (Hymenaea courbaril L.),
0 que poderia ajudar a explicar, junto com outras observacdes, o valor variavel e pequeno
(levogeno) do [a] de -6,9°. O pressuposto da possibilidade de misturas do acido copalico
(64) com o seu enantibmero (66) é confirmado nos trabalhos de Ekong & Okogu (1967),
Delle-Monache et al. (1969) e Tincusi et al. (2002). Ekong & Okogu (1967) foram um dos
primeiros a relatar e a corroborar o pressuposto de Nakano e Djerassi (1961) da ocorréncia
de “labdanos pertencente da série antipoda”, ou seja, dos enantibmeros acido copalico (64)
e acido copaiférico (66 ou labda-8(20),13-dien-15-o0ico), ambos isolados (separadamente) a

partir da Oxystigma oxyphyllum.



Tabela 4: Acido copalico (64), seu enantiémero &cido copaiférico (66) e seus ésteres metilicos encontrados em diferentes géneros.
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Substancia Familia Geénero/espécie [o]lo Referéncia
Aristolochiaceae Aristolochia malmeana Hoehne -3,7° (25°C) Messiano et al. (2008)
Aristolochia giberti Hook -34,2° (25°C) Marchesini et al. (2009)
Copaifera langsdorfii -10,0° (27°C) Ohsaki et al. (1994)

acido copalico (64)

Fabaceae

Copaifera multijuga
Copaifera paupera

Copaifera sp.

-31,4° (25°C)
-15,3° (25°C)
-41,4° (27°C)

Alves et al. (2017)
Tincusi et al. (2002)
Fujii et al. (2009)

-4,4° Mahajan & Ferreira (1971)
Copaiva Balsam (Curcuma mangga) +7,2° Ungur et al. (2000)
Detarium microcarpum Guill. & Per. -14,7° (23°C) Cavin et al. (2006)
Hymenaea Courbaril L. Jatoba -6,9° Nakano & Djerassi (1961)
- Sintético -30,2° (26°C)* Xin et al. (2016)
Avraucariaceae Araucaria bidwilli Hook -42.0° Caputo & Mangoni (1967)
Copaifera paupera -18,5° (25°C) Tincusi et al. (2002)
Copaifera sp. -11,2° Mahajan & Ferreira (1971)
. -16,3° (23°C) Romero (2007)
copalato de metila (65) . , . .
Fabaceae Hymenaea Courbaril L. Jatobé -11,4° Nakano & Djerassi (1961)
. , -42,4° Sandermann et al. (1967)
Oxystigma oxyphyllum (Harms) J. Léonard. 26,40 Ekong & Okogu (1967)
Trachylobium verrucosum (Gaertn.) Oliv. -45,0° (20°C) Hugel et al. (1966)
Fabaceae Oxystigma oxyphyllum (Harms) J. Léonard. +26,4° (22°C) Ekong & Okogu (1967)
o L Pinaceae Pinus monticola Douglas ex D. Don +47,0° Manh et al. (1975)
acido copaiferico (66) - Sintético 137,40, +47,0° ¢ +53,20 Romero et al. (2007)
Lamiaceae Vitex hemsleyi Brig. +44,3° Gomez et al. (2009)
Copaifera multijuga +45,4° Delle-Monache et al. (1969)
Fabaceae Oxystigma oxyphyllum (Harms) J. Léonard. +45,0° Ekong & Okogu (1967)
copaiferolato de metila (67) Pinaceae Pinus monticola Douglas ex D. Don :1167;82 (22°C) i/llr;ﬁil :tt :Il- ((1137751))
- Sintético +37,4° Romero (2007)
Lamiaceae Vitex hemsleyi Briq. +25,00 * Gomez et al. (2009)

Nota: Todas as substancias foram solubilizadas em CHCI; exceto as substancias com (*), onde o solvente utilizado foi o MeOH.

essa informacdo estava disponivel na fonte citada

Foi incluida a temperatura quando


https://es.wikipedia.org/wiki/Araucariaceae
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As evidéncias para o isolamento do enantiébmero do &cido copélico (64) (ou seja o
acido (+)-copélico ou &cido copaiférico, 66) foram analisadas (ver Tabela 4). Por exemplo,
Ungur et al. (2000) relataram o isolamento do &cido copalico (64) com valor de [a]p +7,2° a
partir de Copaiva Balsam comercial, porém citam o [o]p de referéncia do Nakano e Djerassi
(1961) com o sinal invertido/incorreto ([a]p +6,9°) e apresentam a estrutura molecular com
a mesma configuracao que a do Nakano e Djerassi (1961): 64). Além do mais, Ungur et al.
(2000) afirmam que o acido copalico (64) isolado por eles foi obtido como descrito em
trabalho anterior a partir de Copaiva Balsam (comercial), na forma do
“isocopato/isocopolato” de metila (65), com o [a]p -14.6° (GAVAGNIN et al., 1997). O sinal
desse ultimo esté de acordo com o valor relatado por Nakano e Djerassi para (64) (ndo para
0 seu enantiémero 66). Por isso, os dados de Ungur et al. (2000) e Gavagnin et al. (1997)
deixam davidas se o acido 66, enantibmero do acido copalico (64), foi de fato foi obtido por
esses autores.

Outros relatos aparentemente descrevem o isolamento do &cido copalico (64)
utilizando nomenclatura ndo-sistematica para descrever essa substancia (Tabela 4). Nesse
sentido, Alves et al. (2017) isolaram o “acido ent-copalico” de C. multijuga coletada no
Amazonas. Pelo [a]p relatado, em torno de -31,4°, a estrutura apresentada tratava-se do
acido copalico (64) definido por Nakano e Djerassi (1961). Xin et al. (2016) sintetizaram o
“acido (-)-copalico” com [a]p de -30° ou seja, 0 acido copdlico (64), apresentado por
Nakano e Djerassi (1961).

A caracterizacdo do acido copalico (64) e do seu enantidmero acido copaiférico (66)
na forma dos seus ésteres de metila (copalato de metila 65 e copaiferolato de metila 67,
respectivamente), sdo comuns em alguns trabalhos onde segundo alguns relatos é obtido
maior valor de [a]p na forma de éster do que na forma do respectivo acido (Tabela 4)
(NAKANO & DJERASSI, 1961; HUGEL et al., 1966; EKONG & OKOGU 1967;
MAHAJAN & FERREIRA, 1971; TINCUSI et al., 2002; ROMERO, 2007). Assim foi
realizado na determinacdo estrutural do acido copalico (64, [a]p -4,4°) juntamente com 0 seu
éster de metila (65, [a]o -11,2°) por Mahajan & Ferreira, 1971). Assim também foi
determinado por Tincusi et al. (2002) o &cido copalico (64, [a]p -15,3°) e seu éster de metila
(65, [a]o -18,5°), ambos isolados de C. paupera. Também, no trabalho de Hugel et al. (1966)
o0 copalato de metila (65) apresentou [a]p -45,0°. Delle-Monache et al. (1969) no isolamento

do oleo-resina de C. multijuga relataram o isolamento do acido copaiférico (66) com valor
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de rotacdo Optica para seu éster metilico de [a]p +45,4°, apresentando a configuragédo (+)-
antipoda do acido copalico (64). Apesar dessas observacdes, as informacdes da Tabela 4, no
conjunto, revelam valores maximos ou limitrofes bastante semelhantes para os valores de
[a]o (45-53°, valores absolutos de rotacéo optica) de acido copélico (64), cido copaiférico

(66) e seus respectivos ésteres de metila.

COOR COOR
N
acido copélico (64): R=H ([a]p -15,3°) acido copaiférico (66): R=H ([a]p +26,0°)
copalato de metila (65): R=CHj; ([a]p -18,5°) copaiferolato de metila (67): R=CH; ([a]p +46,0°)

Figura 14: Labdanos 64 e 65 isolados de Copaifera spp. e 66 e 67 isolados de outros géneros com as suas
respectivas rotagdes Opticas especificas definidas na literatura.
Fontes: 64, 65 Tincusi et al. (2002), 66 Ekong & Okogu (1967), 67 Manh et al. (1975).

1.5.3.2 Acidos 3a-hidroxi-copalico (68), 3a-acetdxi-copalico (70), alepterdlico (71) e seus
derivados

Os acidos 3a-hidroxi-copalico (68) e 3a-acetdxi-copalico (70) sdo relatados em
varios trabalhos como componentes dos 6leos-resinas de Copaifera (Tabela 3, VEIGA JR &
PINTO, 2002; VEIGA JR et al., 2007; TRINDADE et al., 2018; SOUZA et al., 2020) porém,
sdo definidos sem inclusdo de dados de rotacdo Optica. Os dados de rotacdo Optica
disponiveis para essas substancias, seus enantidmeros e seus ésteres de metila, estdo
resumidos nas Tabelas 5 e 6.

A configuracdo absoluta (de C-10 e C-5) estabelecida originalmente por Nakano &
Djerassi (1961) para o acido copalico (64, Figura 14), isolado de Copal Brazil (Hymenaea
courbaril L., Jatobd), foi confirmada por Romero et al. (2009) para o acido 3a-hidroxi-
copalico (68, [a]o? -38,3°) e 0 seu éster de metila (69, Figura 15) de 6leo-resina de copaiba
comercial, ambos levégenos ([a] <0, Tabela 5). O método e confirmacao estrutural envolveu
a transformac&o quimica em substancias de configuracdo absoluta ja estabelecida baseado

em cristalografia de raio-x.
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Tabela 5: Acidos: 3a-hidroxi-copalico (68), 4cido alepterdlico (71) e seus ésteres metilicos encontrados em
Copaifera e outros géneros.

Substancia Geénerol/espécie [alo Referéncia
L L - Cheilanthes argentea  -42,6° Wollenweber et al. (1982)
acido 3a-hidroxi-copélico 38,3 (20 °C) Romero et al. (2009)
(68) Copaifera sp. -38,7° Mahajan et al. (1971)
-32,0° (20 °C) Romero (2007)
0 (o]
3a-hidréxi-copalato de metila Copaifera sp. gggo gg 08 ROI;CJerrr;e:t) 5(1|20g))09)
(69) Olearia teretifolia -1,0° Romero (2007)
acido alepterolico (71) Cheilanthes argentea ~ +40,7° Romero (2007)
Pinus pumila +36,0° (20 °C) Raldugin et al. (1985)
Vitex hemsleyi +29,4°* GOmez et al. (2009)
Copaifera paupera +24,8° (25 °C) Tincusi et al. (2002)
alepterolato de metila (72) Metasequoia +40,7° (20 °C) Braun & Breitenbach (1977)

glyptostroboides
Pinos pupila +36,0° (20 °C) Raldugin et al. (1985)

Nota: Todas as substancias foram solubilizadas em CHCI3, exceto as substancias com (*), onde o solvente
utilizado foi 0 MeOH.

Vaérios trabalhos citam o 3o-hidroxi &cido 68 ou seu enantibmero, o acido
alepterolico (71, também chamado de acido 3B-hidréxi-anti-copalico ou acido 3p-hidroxi-
labda-8(17),13-dien-15-0ico), como componentes de Copaifera spp., porém sem incluir
dados de rotacdo Optica (GERIS et al., 2008; TRINDADE et al., 2013; 2018) o que
impossibilita confirmacdo do enantidmero principal (68 ou 71) ou inferéncias sobre a pureza
enantiomérica (Figura 15).

De acordo com dados apresentados na Tabela 5, o &cido alepterdlico (71) é
encontrado em Metasequoia glyptostroboides Hu & W.C. Cheng da familia Cupressaceae
(BRAUN & BREITENBACH, 1977), Olearia tertifolia (Sond.) F. Muell. Ex Benth da
familia Compositae ou Asteraceae (ZDERO et al., 1992), Pinus pumila (Pall.) Regel. E P.
strobus L. da familia Pinaceae (RALDUGIN et al., 1985; ZINKEL & MAGEE, 1987).
Tincusi et al. (2002) isolaram o éster metilico do &cido alepterdlico (71, [a]o? +24,8 ou 3p-
hidroxi-labda-8(17),13-dien-15-ato de metila ou alepterolato de metila) a partir de C.
paupera (Herzog) Dwyer (Tabela 5).

No trabalho de Romero (2007) é apresentada a andlise da rotacdo Optica a partir da
Copaifera sp. do &cido 3a-acetoxi-copélico (70, [a]p -72,0°) (Tabela 6). Outros estudos

identificam o 3a-acetoxi &cido 70 em 6leos-resinas de Copaifera spp. somente por RMN 1D
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e 2D, sem a analise da rotagdo dptica (CASCON & GILBERT, 2000; ROMERO, 2007;
TRINDADE et al., 2018, MEDEIROS, 2019). Ja o enantiomero desse ultimo, o acido 3f-
acetoxi-labda-8(20),13-dien-15-o0ico (73, [a]p +46,0° e +64,2°) foi relatado somente para
espécies dos géneros Metasequoia e Pinus (BRAUN & BREITENBACH, 1977;
RALDUGIN et al.,1985). Nao ha relato do isolamento do &cido 73 em espécies de

Copaifera.
COOR, COOR,
N
RO ;: HI : R4,0 -
acido 3a-hidroxi-copalico (68): Rj=H e R,=H ([a]p -32,0°) acido alepterodlico (71): R e R,=H ([a]p +29,4°)

3a-hidréxi-copalato de metila (69): Rj=H e R,=CHj; ([a]p -35,0°) alepterolato de metila (72): R|=H e R,=CH; ([a]p +24,8°)
cido 3a-acetoxi-copalico (70): R;=COCH; e Ry=H ([a]p -72,0°)  4cido 3-O-acetil-alepterolico (73): R;=Ac e R,=H ([a]p +46,0°)

Figura 15: Labdanos 68, 69, 70 e 72 isolados de Copaifera spp. e 71 e 73 isolados de outros géneros com as
suas respectivas rotacdes Opticas especificas definidas na literatura.
Fontes: 68, 69 e 70 Romero et al. (2009), 71, Ekong & Okogu (1967), 72 Tincusi et al. (2002), 73 Raldugin et

al. (1985).

Tabela 6: Dados de rotagdo optica dos acidos enantioméricos 3o-acetdxi-copalico (70) e 3-O-acetil-
alepterolico (73) encontrados em Copaifera e outros géneros.

Substéancia Género/espécie [a]lo Referéncia

Copaifera sp. -72,0°

aci - Oxi-copalico (7 R 2007

4cido 3a-acetdxi-copalico (70) (no informado) 67,00 omero (2007)
Metasequoia Braun & Breitenbach

acido 3-O-acetil-alepterdlico au I +64,2° (19°C) ! :

(73) glyptostroboides (2977)

Pinus pumila +46,0° (19°C) Raldugin et al. (1985)

Nota: Todas as substancias foram solubilizadas em CHCls,

1.5.3.3 Relatos de &cidos 68, 70, 71 e 73 em Copaifera spp. sem dados de rotacéo Optica

Varios trabalhos relatam o isolamento a partir do género Copaifera dos acidos 3a-
hidroxi-copalico (68) e 3a-acetdxi-copalico (70) atribuindo-lhes varios nomes, em geral sem
caracterizar ou apresentar dados de rotacdo Optica, o que deixa ddvidas a priori se as
substancias em questdo tratam-se dessas substancias ou dos seus respectivos enantibmeros

71 e 73, ou misturas com varios graus de racemizacdo. Entre 0s nomes encontrados sdo 0s
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acidos (-)-3-hidroxi-copélico e (-)-3-acetoxi-copélico (SOUZA et al., 2011a; 2011b;
ABRAO et al., 2015), 3-hidroxi-copalico e 3-acetoxi-copalico (CASCON & GILBERT,
2000; LEANDRO et al., 2012; VARGAS et al., 2015; BIAGGIO, 2015; MEDEIRQOS, 2019),
“3B-hidroxi-copalico” e “3[-acetdxi-copalico” (veja notas nas Tabelas 8 e 9, IZUMI et al.,
2012; SILVA et al., 2015; CARVALHO, 2016; SILVA et al., 2017a), 3-acetdxi-copalico e
ent-3pB-acetoxi-labda-8(17),13-dieno-15-oico  (CARVALHO, 2016), ent-3p-hidroxi-
copalico (SILVA et al.,, 2017b) e hidroxi-copalico (SANTOS et al., 2013), acido
alepterdlico, (GERIS et al., 2008; ZHANG et al., 2020) e 3p-acetoxylabdan-8(17)-13-dien-
15-oico (GERIS et al., 2008).

1.5.3.4 Outros labdanos dos 6leos-resinas de Copaifera spp.

Como foi visto nas secbes anteriores, ambas as formas enantioméricas de algumas
das substancias labdanicas ja foram isoladas dos 6leos-resinas de Copaifera spp. Assim,
estudos sobre labdanos encontrados em Copaifera spp. com dados de rotacdo Optica e
informacdes sobre a configuracao absoluta em C-10, C-9 e C-5 (Figura 14) séo de particular
relevancia.

Romero et al. (2009) relataram o isolamento de (-)-13(R)-14,15-dinorlabd-8(17)-
eno-3,13-diol (76), (-)-13(S)-14,15-dinorlabd-8(17)-eno-3,13-diol (77) (epimeros no
carbono C-13) e (-)-3-hidroxi-14,15-dinorlabd-8(17)-en-13-ona (79) do Oleo-resina de
copaiba comercial. As configuracbes absolutas foram determinadas por transformacéo
sintética em substancias de referéncia de configuracdo absoluta pré-estabelecida. Com base
nos valores de [o]p?° (todos ca. -1.0°) para as substancias 76, 77 e 79 de Romero et al. (2009),
tornam-se questionaveis as atribui¢des de configuracdo absoluta efetuadas por Monti et al.
(1996 e 1999), que acreditavam tratar-se de ent-79 e ent-76 (ambos com [a]p?® ca. -1°),
respectivamente, do Gleo-resina de copaiba.

Dentre os labdanos relatados em Copaifera spp. se destaca o acido ent-agatico (80,
[0]p?°-50,2°; XIN et al., 2016) e seus éster 15-metilico e diéster 15,19-dimetilico (81 e 82,
respectivamente, TINCUSI et al., 2002) cujas estruturas foram estabelecidas por comparacao
com dados da literatura do seu enantidmero, o acido agatico (108; [o]o +56,0°, Figura 17;
Ruzicka et al., 1930; Carman, 1964). De modo semelhante, o acido ent-poliéltico (76, [a]p®

-34,3°) e 0 ent-polialtato de metila (77, [a]o® -38,9°) sdo ent-labdanos que foram isolados
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de Copaifera paupera (TINCUSI et al., 2002) para os quais existem dados da literatura de
referéncia (Figura 16, OHTA & NAWAMAKI, 1978).

o
// H

T
Ho“‘g:p/
Y tor =

acido ent-polialtico (74): R=H (o] -34,3°) (-)-13(R)-14,15-dinorlabd-8(17)-eno-3,13-diol (76): 13R ([a]p, -1,3°)
metil ent-polialtato (75): R=CH; ([a]p -38,9°)  (-)-13(S)-14,15-dinorlabd-8(17)-eno-3,13-diol (77): 13S ([a]p, -1,0°)

(@) oj/
HO" ; I:
zH

LA

(+)-14,15-bisnorlabd-8(17)-en-13-ona (78) ([a]p +3,9°) (-)-3-hidroxi-14,15-dinorlabd-8(17)-en-13-ona (79) ([a]p -1,3°)
COOR; COOH
X j/
5 cHor, R C; Son

acido ent-agatico (80): Ry e R,=H ([a]p -50,2°)
agatato de 15-metila (81): R;=CH; e R,=H ([a]p -18,5°)
agatato de 15,19-dimetila (82): R; ¢ R,=CH; ([a]p -15,6°)

acido ent-pinifolico (83): R=CHj; ([a]p -27,9°)
acido ent-eperu-8(17)-15,18-dioico (84): R=COOH ([a]p -32,0°)

Figura 16: Labdanos isolados de Copaifera spp. com os valores rotagdes Opticas definidas na literatura.
Fontes: 74, 75, 78, 81, 82 e 83 Tincusi et al. (2002), 76, 77, 79 Romero et al. (2009), 80 Xin et al. (2016), 84

Ferrari et al. (1971).

Dentre os labdanos relatados em Copaifera spp. se destaca o &cido ent-agatico (80,
[0]p?°-50,2°) (XIN et al., 2016) e seus derivados ésteres de metila (81 e 82) (TINCUSI et al.,
2002) que tiveram a sua estrutura e configuracdo absoluta estabelecida por comparacéo com
dados do seu enantibmero, o acido agatico (108, Figura 17, Ruzicka et al., 1930; Carman,
1964, [a]o +56,0°). De modo semelhante, o 4cido ent-polialtico (74, [a]o®® -34,3°) e 0 seu
derivado, o metil ent-polialtato (75, [0]o?® -38,9°); ambos sdo ent-labdanos isolados de

Copaifera (TINCUSI et al., 2002). Assim também, Ohta & Nawamaki (1978) a partir de
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folhas de Sequoia semperiviens (Taxodiaceae) determinaram a rotagdo dptica do acido ent-
poliéltico (74, [a]p -46°) e o éster metilico (75, [a]p -37,8°) do seu enantibmero, o acido
polialtico (109, [a]p +45,0°, Figura 17).

COOH (e}

¥ 8o e8on
acido agatico (108) acido polialtico (109)

Figura 17: Labdanos de referéncia isolados de outros géneros (ndo-Copaifera).
Fonte: 108, Ruzicka et al. (1930) e 109, Ohta & Nawamaki (1978).

Na figura 18, estdo apresentados os demais labdanos descritos na literatura do género
Copaifera spp. para os quais ndo foram apresentados dados de rotacdo Optica no género, o
que impossibilita inferéncias sobre a nomenclatura utilizada, estruturas apresentadas e
composicdo (excesso ou pureza) enantiomérica e configuracdo absoluta envolvidas nos
trabalhos onde esses labdanos foram descritos. Na Tabela 7 estdo apresentados os labdanos
encontrados em Copaifera spp. que apresentam o valor de rotacdo Optica identificados

somente em outros géneros (ndo Copaifera).

HO COOR

\o" 5:| :_ B __ H
COOR acido cativico (88): R=H
4cido lambertianico (85) manool (86) esclareol (87) cativato de metila (89): R=CHj;
COOH COOR; Ro
> _ H
R1\\ R H CH5R4
. A 2 A 8(17),13-labdadien-15-0l (92): R,=H ¢ R,=CH,0H
dcido labdanoico (90) ent-eperuato de metila (91) acido copaiferolico (93): R,=OH e R,~COOH

Figura 18: Labdanos isolados de Copaifera spp. com os valores rotacdes dpticas ndo definidas na literatura.
Fontes: 85, Trindade et al (2018), 86 e 87 Souza et al. (2011a), 88, 89, 90 e 91 Pinto et al. (2000), 92 e 93
Romero (2007).
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acido ent-eperuico (94) a01d(? 3['3-I‘11dr0x1-copahco (?5): R=H acido 3[?-§cet0x1-copallc0 (?7): R,=H
3B-hidroxi-copalato de metila (96): R{=CH; 3B-acetoxi-copalato de metila (98): R{=CHj;

COOH COOH COOH O
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- . CBIOH scid 11 ,:. i 101): R=COCH acido 14,15-dinor-13-oxo-
cido ent-labda-5,13 écido pinifolico (100)  4cido ent-11-acetéxi-copdlico (10): RECOCHy ) 1 ad 1o gico (103)
-dien-15-6ico (99) acido ent-11-hidroxi-copalico (102): R=H

COCH COOH

HO

HO

H

- LA .
- H -
CH,OH _
4cido ent-3B,18-dihidroxi-8(17), 4cido (13E)-ent-labda- 3pB-ol-dinorlabdan-8(17) 3p-ol-dinorlabdan-8(17)
13-labdadien-15-oico (104) 7,13-dien-15-oico (105) -en-13-ona (106) -en-13-ol (107)

Figura 18: Labdanos isolados de Copaifera spp. com os valores rotacdes Opticas ndo definidas na literatura.
(Continuacéo).

Fontes: 94, 95, 96, 97, 98 Izumi et al. (2012), Silva et al. (2017a), 103 Medeiros (2019) 99, 104, 105 Carneiro
et al. (2020), 100 Trindade et al. (2018), 101, 102 Veiga Jr et al. (2002), 106, 107 Romero (2007).

Nota: Izumi et al. (2012) e Silva et al. (2017a) nomeiam e desenham os acidos 95 e 97 e seus derivados sem
os dados de rotacdo dptica definida, havendo a possibilidade desses diterpenos serem os &cidos 68 e 70.

Tabela 7: Dados de rotacdo dptica para labdanos relevantes provenientes de outros géneros (ndo Copaifera).

Substéancia Género/espécie [a]lo Referéncia
lambertiénico (85)* +55,0°
manool (86)* (ndo informado) +30,0° McCrindle & Overt (1964)
esclareol (87) -3,0°
acido cativico (88)** L . -6,5° .

P f Z 1954
cativato de metila (89) rioria copaifera 750 Grant & Zeiss (1954)
acido labdanoico (90) +26,0°
ent-eperuato de metila (91) . -15,0°
8(17),13-labdadien-15-ol (92) Oxystigma oxyphyllum +28,0° Ekong & Okogu (1967)
acido copaiferdlico (93) -15,3°

Nota:*substancias solubilizadas em CHCIs, **substancia solubilizada em EtOH. As demais substancias nao
apresentam os solventes informados.
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1.5.3.5 Cauranos encontrados nos éleos-resinas de copaiba

Os cauranos representam a menor das trés principais subclasses de diterpenos
encontrados em Copaifera spp., com apenas 6 (seis) substancias. Apenas os acidos 110 e
111 (Figura 19) apresentam dados de rotacdo optica (TINCUSI et al., 2002). Outros cauranos
(112-115) foram relatados com a auséncia dos valores de rotacdo éptica (ROMERO, 2007).

cBon cbon

acido ent-16-B-cauran-19-oico (110) ([a]p? -51,7°) acido ent-caur-16-en-19-oico (111) ([a]p>> -71,7°)

R H
ent-caura-16-eno (113): R= CH;

ent-caura-16-en-19-ol (112) ent-19-caur-16-en-4a-ol (114): R= CH,OH
ent-caura-16-en-19-al (115): R= CHO

Figura 19: Cauranos isolados de Copaifera spp. relatados na literatura.
Fonte: Tincusi et al. (2002) e Romero (2007).

1.5.3.6 Clerodanos encontrados nos 6leos-resinas de copaiba

Os clerodanos compdem o segundo maior grupo dos diterpenos do género Copaifera,
a configuracgdo absoluta desta subclasse foi determinada por Misra et al. (1968), Dev (1979)
e McCrindle & Overton (1964) a partir da correlacdo quimica do acido ent-hardwickiico
(121, [a]p +25°). GOmez-Hurtado et al. (2011) a partir do Chromolaena pulchellae isolou e
definiu a estrutura do seu enantibmero acido hardwickiico (116, [a]o -87°). Dos 18
clerodanos identificados em Copaifera spp., apenas 7 (substancias 116-122, Figura 20)
apresentam rotacGes Opticas definidas na literatura em outros géneros. Dos clerodanos
citados, os acidos hardwickiico (116) e ent-hardwickiico (121) sdo encontrados
frequentemente nos oOleos-resinas de copaiba (ROMERO, 2007; LEANDRO et al., 2012).
Né&o foram encontrados dados de rotacéo Optica na literatura para 11 substancias (123-133)

dos clerodanos isolados de Copaifera spp. (Figura 20).
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COOH

acido colavénico (117): R=COOH ([a]p -115,4°)

L (ckiico (11 4 o . o
acido hardwickiico (116) ([a]p +116,4°) colavenol (118): R= CH,OH ([a]p -45,7°) cis-colavenol (119, [a]p +27,8°)

H ‘OAc
COOR COOR
acido 7a-acetoxi- - o ent-neo-4(18),13-cleroda-
hardwickiico (120) ([o]p +32,5°) acido ent-hardwickiico (121) ([o]p -87,0°)

dien-15-0l (122) ([a]p -10,0°)

18COOH CH,OH COOH

acido 3-cleroden-15,18-dioico (123) 7-acetoxibacchotriconeatina D (124) acido clorechinico (125)

z = 19:\
S : HOOC
COOH 18COOH OAc

acido 7a-hidroxi-hardwickiico (126) 4cido clerodan-15,18-dioico (127) acido 19-O-acetil-1,2-desidro-
hautriwaico (128)

COOCH;

COOH
acido haplociliatico (131)

COOH
4acido patagdnico (129) 15-colavato de metila (130)

18 COOH 18COOH
acido 13-clerodeno-15,16-olideo-18-oico (133) acido ent-16-hidroxi-3,13-clerodadien-15,18-dioico (133)

Figura 20: Clerodanos isolados de Copaifera spp. com valores de rotagGes dpticas especificas definidas
em outros géneros.

Fonte: 117, 118 Misra et al. (1964), 120 Spanevello & Vila (1994), 121 Mccrindle & Overton (1964) 116,
119, 122 Ohsaki et al. (1994), 123, 129, 130 Pinto et al. (2000), 124, 125, 127, 128, 131, 134 Trindade et
al. (2018), 126, 132 Romero (2007) e 133 Carneiro et al. (2020).
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1.6 Usos e atividades bioldgicas do 6leo-resina de copaiba

O oOleo-resina € utilizado como biocombustivel e faz parte de produtos
comercializados pelas industrias de vernizes, tintas e em produtos cosméticos (BRUM et
al., 2007; PEREIRA et al., 2008). O oleo-resina tem ampla utilizagdo na producéo de
sabonetes, cremes, espumas de banho, xampus, cremes e condicionadores, entre outros,
por apresentar propriedades emolientes (VEIGA JR & PINTO, 2002). Ha séculos o 6leo-
resina de copaiba é utilizado extensivamente pelas populacdes da regido amazoénica por
causa das diversas propriedades medicinais atribuidas a este produto natural (ALENCAR,
1982; VEIGA JR & PINTO, 2002; PIERI et al., 2009).

O o6leo-resina apresenta principalmente atividade anti-inflamatéria, bem difundida
na medicina popular e investigada no meio cientifico (BASILE et al., 1988, ROMERO,
2007; TRINDADE et al., 2018) e atividade antimicrobiana (MENDONCA & ONOFRE,
2009). E utilizado também no tratamento de doengas da pele, por apresentar propriedades
cicatrizantes, antissépticas, antiblenorragicas (antigonorréicas) de acordo com estudos
etnofarmacoldgicos (PEREIRA et al., 2008; NOGUEIRA et al., 2012). E também capaz
de inibir o desenvolvimento do Trypanosoma cruzi, protozoario causador da doenca de
Chagas (ROMERO, 2007).

Dentre os diversos trabalhos de atividades biologicas relatados de algumas
espéecies de Copaifera resumida na Tabela 8, destaca-se o estudo da atividade anti-
inflamatoria de trés Oleos-resinas de copaiba (C. multijuga, C. cearensis e C. reticulata),
onde o da C. multijuga apresenta maior inibicdo na producdo de NO em uma concentragédo
baixa (5 pg/mL) e as espécies C. cearensis e C. reticulata apresentam menor potencial,
nas concentracdes de 50 pug/mL e 500 pg/mL, respectivamente (VEIGA JR et al., 2007).
Anos antes, Veiga Jr et al. (2001) constataram as propriedades anti-inflamatérias
provocadas pelos Gleos-resinas de Copaifera spp. no edema na pata de rato. Assim
também no trabalho de Carvalho et al. (2005) o 6leo-resina de C. duckei apresentou
atividade anti-inflamatdria no teste de edema de pata induzido por carragenina inibindo
42% com dose de 1802 mg/kg e no teste de dermatite induzida por 6leo de croton
(camundongos) com concentracéo inibitoria de 50% (Clso 663 mg/kg).

A atividade leishmanicida foi avaliada por Santos et al. (2008) contra
promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis dos 6leos-resinas de algumas

espécies de Copaifera de Manaus-Amazonas. Nesse estudo, 0s autores relataram para 0s
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Oleos-resinas de C. cearensis, C. langsdorffii, C. lucens, C. multijuga, C. officinalis, C.

paupera e C. reticulata os valores de concentracdo inibitoria de 50% (Clso) de 18,0; 20,0;

20,0; 10,0; 20,0; 11,0; 5 pg/mL (mais ativo), respectivamente.

Tabela 8: Principais atividades biolégicas dos 6leos-resinas de espécies de Copaifera.

Espécie

Atividade biol6gica

Referéncias

C. cearensis Huber ex
Ducke

anti-inflamatério, antileishmanial,

antimicrobiano

Veiga Jr et al. (2007), Santos et
al. (2008a), Santos et al. (2008b)

C. duckei Dwyer

analgésica, anti-inflamatério,
antileishmanial, antiproliferativo

Carvalho et al. (2005),
Trindade et al. (2018)

C. langsdorffii Desf.

antibacteriana, anti-inflamatério,
antileishmanial, antimicrobiano,
antiproliferativo, cicatrizante

Paiva et al. (1998), Paiva et al.
(2004), Trindade et al. (2018)

C. lucens Dwyer

antibacteriana, antileishmanial

Santos et al. (2008a),
Santos et al. (2008b)

C. martii Hayne

antileishmanial, antimicrobiano

Santos et al. (2008a),
Santos et al. (2011)

C. multijuga Hayne

antibacteriana, anti-inflamatério,
antileishmanial, antimicrobiana,
antiproliferativo

Veiga Jr et al. (2007), Santos et
al. (2008a), Deus et al. (2009),
Mendonca & Onofre (2009),
Vargas et al. (2015)

C. officinalis (Jacg.) L.

antibacteriana, anti-inflamatério,
antileishmanial

Santos et al. (2008a), Santos et al.
(2013), Trindade et al. (2018)

C. paupera (Herzog) Dwyer

antibacteriana, antiproliferativo

Tincusi et al. (2002)

C. reticulata Ducke

antibacteriana, anti-inflamatério,
antileishmanial, antinociceptivo,
inseticida, larvicida

Silva et al. (2007), Veiga Jr et al.
(2007), Correia (2008), Bardaji et
al. (2016), Trindade et al. (2018)

Copaifera spp. (comercial)

anti-inflamatdrio, antimicrobiano,
antitrypanosomal, larvicida

Veiga et al. (2001), Santos et al.
(2008b), Izumi et al. (2012),
Kanis et al. (2012), Prophiro et al.
(2012), Trindade et al. (2018)

Mendonca & Onofre (2009) apontaram que o Oleo-resina de C. multijuga

apresenta atividade antimicrobiana contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus e

Pseudomonas aeruginosa. No entanto, Pacheco et al. (2006) ndo observaram esta

atividade do 6leo-resina desta espécie contra S. aureus e até mesmo contra qualquer outra

bactéria analisada. No entanto, a fracdo volatil de C. multijuga no trabalho de Deus et al.

(2009) apresentou a atividade antimicrobiana com (CIM) de 0,08-0,5 pug/mL contra

fungos filamentosos (Aspergillus) e levedura (Candida) in vitro.
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Santos et al. (2008) relataram a atividade bactericida do dleo-resina de C. martii,
C. officinalis e C. reticulata in vitro contra S. aureus, S. aureus resistente & meticilina, S.
epidermidis, Bacillus subtilis e Enterococcus faecalis (CIM 31,3 - 62,5 ug/mL). Correia
(2008) tambem apontou alta atividade antibacteriana contra S. aureus multirresistente
(CIM 2,5 pg/mL) e cepas de S. aureus ATCC (CIM 5,0 pg/mL) do éleo-resina de C.
reticulata. Todavia, Brito et al. (2010) evidenciaram que o 6leo-resina de C. officinalis
estimulou o crescimento do tumor de Walker 256 carcinoma inoculado na vagina e colo
uterino de ratas.

A atividade cicatrizante em modelo de leséo gastrica do 6leo-resina de copaiba é
uma das propriedades mais citadas nos estudos etnofarmacoldgicos (LEANDRO et al.,
2012). A atividade cicatrizante foi avaliada por Paiva et al. (1998). Os autores
encontraram atividade do Oleo-resina de C. langsdorffii em doses (oral) de 200 e 400
mg/kg, as quais forneceram protecdo significativa contra danos gastricos causados por
etanol e estresse de contenc¢do, e na dose de 400 mg/kg preveniu a ulceracdo gastrica
induzida pela indometacina. Anos depois 0s autores demonstraram a atividade protetora
deste Oleo-resina contra o dano tecidual induzido pela isquemia-reperfusao intestinal
(PAIVA et al., 2004). Entretanto, outros estudos contradizem tal propriedade, como 0s
trabalhos de Brito et al. (1998), onde observaram que o 6éleo-resina de C. reticulata ndo
apresentou atividade cicatrizante em ratos feridos. Resultado semelhante nos trabalhos de
Vieira et al. (2008) com o 6leo-resina de C. langsdorffii e Westphal et al. (2007) com o
Oleo-resina de C. multijuga. Esses resultados aparentemente contraditérios podem ser
explicados pelo fato desses 6leos-resinas serem de diferentes espécies e terem fontes de
coleta diferentes (LEANDRO et al., 2012).

Outro estudo demonstrou o potencial do éleo-resina de Copaifera sp. para inibir
a proliferacdo de Aedes aegypti, mostrando atividade larvicida em baixas concentracdes
(CLso 44-51 mg/mL) (KANIS et al., 2012). Silva et al. (2007) mostraram que as fracoes
hexanica e metandlica de Oleo-resina de C. reticulata apresentaram alta toxicidade contra
larvas de A. aegypti. Prophiro et al. (2012) investigaram a eficiéncia da solugédo preparada
com Oleo-resina de Copaifera apresentando atividade larvicida em populacBes de A.
aegypti com LCso e LCqo de 47 e 91 mg/L, respectivamente, para Copaifera sp. e LCsp €
LCoo de 136 e 551 mg/L para C. guianensis (nome aceito: C. guyanensis Desf., COSTA,
2020).
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1.7 Principais atividades biologicas dos acidos copalico (64), 3a-hidroxi-copalico
(68), de seus enantidmeros e derivados sintéticos

Em geral, a literatura sobre a atividade bioldgica dos &cidos copalico (64) ¢ 3a-
hidréxi-copalico (68), os seus respectivos enantidmeros, os acidos copaiférico (66) e
alepterdlico (71), bem como derivados desses isolados de Copaifera vém crescendo nos
ultimos anos. E importante destacar que a quase totalidade dos trabalhos sobre a atividade
bioldgica dessas substancias ndo apresenta informagdo sobre a rotacdo Optica dessas
substancias. Assim, os nomes utilizados nessa parte e na Tabela 9 sdo 0s mesmos nomes
utilizados pelos autores das obras citadas, porém é reconhecida (aqui) a possibilidade de
que se trata do enantidmero da substancia nomeada ou uma mistura parcial ou totalmente
racémica.

Um dos poucos trabalhos que apresentam as atividades biol6gicas dos diterpenos
com o [a]p definido, se destaca o trabalho de Tincusi et al. (2002), onde o acido copalico
(64, [a]p® -15,3°) mostrou atividade antimicrobiana significativa (CIM < 10 pg/mL)
contra bactérias Gram-positivas, comparavel a cefotaxima usada como controle.

Zhang et al. (2020) sintetizaram a partir do &cido 3a-hidrdxi-copalico (68, isolado
da espécie de samambaia Aleuritopteris argentea (S. G. Gmél.) Fée) o derivado
nitrogenado (134, Figura 21) que inibiu as células de cancer cervical humano (HelLa) com
Clso de 7,39 + 0,80 uM (mais do que o proprio acido 68) e com baixa toxicidade para
células de figado humano. E interessante que nesse trabalho, esses autores apresentaram
dados de cristalografia de raio-x comprovando a configuracdo absoluta andloga de C-10
e C-5 de Nakano e Djerassi (1961) para a substancia isolada (ou seja, 3a.-hidroxi-copalico

(68)), porém os autores nomeiam a substancia de &cido alepterolico (71).

N
134 7 >

W

Figura 21: Substancia sintética nitrogenada (134) derivado do acido 3a-hidréxi-copalico (68).
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Tabela 9: Atividades bioldgicas atribuidos aos acidos copalico (64), 3a-hidroxi-copalico (68), alepterdlico
(71), “3pB-hidroxi-copalico (95)°"*, 3B-acetdxi-copalico (97) e derivados em trabalhos da literatura
(identidade/composicdo enantiomérica ndo estabelecida com dados de rotagao 6ptica, cristalografia de raio-
X 0u outros métodos).

Diterpeno Natural/isolado (N)

Atividade bioldgica nomeado e sintético (S) Fonte Referéncia
Antialimentar 68e71 N Vitex hemsleyi Gomez et al. (2009)
C. cearensis, Fernandes et al. (1992)
64 N . -
Anticinflamatério Curcuma mangga Liu e Nair (2011)
64 ¢ 68 S Copalfer_g spp. Souza (2018)
C. multijuga Souza et al. (2020)
An“r_l:anntg: E?Cc;na ¢ 64 N Copaifera spp. Vargas et al. (2015)
Antileishmanial 64, 68 e 957 NeS C. officinales Santos et al. (2013)*
C. langsdorffii Fonseca et al. (2013)
Antimicrobiana C. Iangsdorfﬁ? Abrao _et al. (2015)
(antibacteriana) 64 N C. Iangsc_j_orffu Medeiros (2019)
C. multijuga Souza et al. (2018)
C. reticulata Ducke Santos et al. (2020)
64 Nes Copaifera sp._ Idippily et al. (2017)
Antiproliferativa/ C. langsdorffi Abréo et al. (2015)
anticancer 64671 S C_opaife_ra spp Imamura et al. (2005)
leuritopteris argentea. Zhang et al. (2020)
Anti-tirosinase/ Inibe 68 N Copaifera sp Vargas et al. (2015)
produgao de NO 64 e 68 NeS C. langsdorffii Medeiros (2019)
. 64 e 68 N Aristolochia cymbifera  Sartorelli et al. (2010)
Antitrypanosomal . .
64 e 95} NeS Copaifera sp. Izumi et al. (2012) *
. C. langsdorffii Matos et al. (2015),
Antitubercular 64.¢ 95° S Copaifera sp. Silva et al. (2017a)*
C. langsdorffi Ohsaki et al. (1994)
Antitumoral 64 N C. langsdorffii Abréo et al. (2015)
Curcuma mangga Liu e Nair (2011),
64 NeS C. langsdorffii Medeiros (2019)
Citotoxica 68 o 71+ S Copaifera spp. Souza (2018),
euritopteris argentea.  Zhang et al. (2020)**
Esquistossomicida 64 N Copaifera sp. Oliveira et al. (2020)
Larvicida 71* e 97* N C. reticulata Ducke Geris et al. (2008)*

Nota: T Santos et al. (2013) ndo apresentaram dados sobre rotacdo Optica, RMN ou outros dados que
permitiriam confirmar a estrutura da substancia 95, que chamaram no texto de acido hidroxi-copalico
(hydroxycopalic acid) e na parte experimental de 35-hydroxylabda-8(20),13-dien-150ic acid (nomenclatura
ndo especifica).

f1zumi et al. (2012) e Silva et al. (2017a) ndo apresentaram dados de rotagdo 6ptica. Desenham a estrutura
95 evidentemente equivocadamente, citando trabalho anterior do grupo (SOUZA et al., 2011) onde as
estruturas das substancias isoladas sdo dos acidos 3a-hidrdxi-copéalico (68) e 3u-acetdxi-copéalico (70) e
ndo do &cido 95. Mais evidéncias pela ndo existéncia da substancia 95.

**No trabalho de Zhang et al. (2020) a substancia nomeada foi 0 &cido alepterélico, porém a configuracédo
absoluta determinada por cristalografia de raio-x por esses autores foi do enantidmero, o acido 3a-hidroxi-
copélico (68), esse ultimo com a mesma configuragao em C-10 e C-5 de Nakano e Djerassi (1961).

*No trabalho de Geris et al. (2008) os autores nao apresentaram dados de RMN ou de rotacdo 6ptica dessas
substancias, mas aparentemente pelas estruturas apresentadas e outras informacfes entenderam ter os
enantidmeros antipodais (levdgenos) do &cido alepterdlico e seu derivado 3-O-acetilado ou seja, 0s acidos
3o-hidréxi-copélico (68) e 3a-acetdxi-copalico (70), respectivamente.
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O ensaio de atividade antialimentar realizada por Gomez et al. (2009) do acido
copaiférico (66, [a]o +44,3°) e &cido alepterolico (71, [a]p +29,4°) isolados de Vitex
hemsleyi Brig. é relevante porque mostrou-se que ambas as substancias inibiram (Clso
90,6 ppm) a lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda. Os acidos alepterolico (71) e
3p-acetoxi-labdan-8(17)-13-dien-15-oico (acido 3-O-acetil-alepterolico, 73) isolados de
C. reticulata (nomes das substancias utilizados pelos autores, sem caracterizagdo da
rotacdo dptica) apresentaram atividade contra as larvas de A. aegypti com CLsode 87,3 €
0,8 ppm, respectivamente (GERIS et al., 2008).

A atividade antimicrobiana do acido copalico (64) é a mais investigada na
literatura (FONSECA et al., 2013; ABRAO et al, 2015, SOUZA et al., 2018;
MEDEIRQOS, 2019; SANTOS et al., 2020) e conforme informado no inicio dessa se¢éo,
sem dados de rotacdo Optica para confirmar a identidade dessa substancia nos trabalhos
apresentados abaixo. Souza et al. (2018) confirmaram a atividade antimicrobiana do acido
copélico (64) ([a]o ndo informado) a 205,4 uM (62,5 pg/mL) e 3,3 uM (1,0 pg/mL) de
biofilmes pré-formados de Peptostreptococcus anaerobius e Actinomyces naeslundii,
respectivamente, eliminando em pelo menos 99,9% da proliferacdo das bactérias in vitro.
Assim também no trabalho de Fonseca et al. (2013), onde esse acido diterpénico se
mostrou mais ativo no controle de varias bactérias Gram-positivas relacionadas a mastite
bovina com valores de CIM de 5,1 uM e 6,2 UM (1,56 a 6,25 pg/mL), respectivamente.

Em outros trabalhos ndo acompanhados por rotacdo éptica das substancias
ensaiadas, o acido copélico (64) ([a]o ndo informado) mostrou atividade hemolitica
significativa com 38,4% de hemolise a 100 pM, inibindo a produc¢éo de dxido nitrico em
macrofagos ativados por lipopolissacarideos e o acido 3a-hidroxi-copalico (68) ([a]o ndo
informado) inibiu a enzima tirosinase (64% + 1,5%) a 250 uM (VARGAS et al., 2015).
O acido copaélico (64) ([a]o ndo informado) e seus derivados obtidos por transformagéo
fangica também apresentaram atividade esquistossomicida variada contra vermes adultos
de Schistosoma mansoni (OLIVEIRA et al., 2020).

Izumi et al. (2012) mostrou o potencial antitripanosoma do acido copalico (64)
([a]o néo informado) contra amastigotas (Clso 1,3 pM), epimastigotas (Clso 47,2 pM) e
tripomastigotas (Clso 444 M) de Trypanosoma cruzi e do seu derivado metilado 65 ([o]o
ndo informado) contra amastigotas (Clso 2,5 M), epimastigotas com (Clso 83,3 M),

tripomastigotas (Clso 377 uM) de Trypanosoma cruzi.
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No trabalho de Santos et al. (2013) os autores apontaram atividade antileishmanial
in vitro do copalato de metila (65) ([a]o ndo informado) contra promastigotas Clso 18,8
MM (6,0 pg/mL) e amastigotas Clso 43,9 uM (14,0 pg/mL) de Leishmania amazonensis,
bem como do acido 3B-hidroxi-copalico (95) ([a]o ndo informado) contra promastigotas
Clso 7,8 pM (2,5 pg/mL) e amastigotas Clso 56,2 uM (18,0 pg/mL) da mesma especie.
Silva et al. (2017a) sintetizaram o copalato de sodio (135, Figura 22) a partir do &cido
copélico (64) onde e foi evidenciado atividade antimicobacteriana com valores
promissores de CIM 25 pg/mL (71,7 uM) e 6,25 pg/mL (19,2 uM), respectivamente, para

essas substancias contra Mycobacterium tuberculosis.

135

Figura 22: Substancia sintética copalato de sodio (135) derivado do acido copalico (64).

1.8 Atividade citotoxica de diterpenos isolados do 6leo-resina de copaiba

A atividade citotoxica do Gleo-resina de copaiba € abrangente na literatura,
diversos trabalhos apresentam testes com diterpenos isolados, dentre esses Gltimos os
acidos copalico (64), 3a-hidroxi-copalico (68) e 3a-acetdxi-copélico (70) e seus
derivados sdo nomeados nesses trabalhos. Como discutido no topico anterior, a maioria
desses diterpenos ndo apresentam dados de rotacao optica/configuracdo absoluta nesses
trabalhos da literatura. Na Tabela 10 é apresentada uma metanalise de estudos de
viabilidade celular com esses principais diterpenos de Copaifera e seus derivados.

Dos trabalhos relatados na Tabela 10, o &cido copalico (64) apresentou melhores
resultados nos trabalhos relacionados a viabilidade celular em células normais. Medeiros
(2019) constatou que o acido copalico (64) ([a]o ndo informado) apresentou reducéo da
viabilidade celular em torno de 50% na concentracdo de 100 puM frente a linhagem

tumoral de células de adenocarcinoma de pulmao humano (A549). No mesmo estudo 0s
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diterpenos acidos 3a-acetdxi-copalico (70, 50 uM) e 3a-hidroxi-copalico (68, 100 uM)
(ambos sem [a]p informados) reduziram entre 45-70% a producéo de éxido nitrico (NO)
por macréfagos RAW?264.7.

Tincusi et al. (2002) analisou a atividade citotoxica do derivado copalato de metila
(65, [a]p® -18.5°) que exibiu atividade inibitoria sobre as quatro linhagens de células
cancerigenas P-388, A-549, HY-29 e MEL-28 com valores de Clsg de 2,5; 5,0; 5,0 e 10
pg/mL, respectivamente. Veiga Jr et al. (2007) avaliaram a citotoxicidade do éleo-resina
de C. reticulata (que apresentou como um dos principais constituintes o acido copalico
64). O oleo-resina dessa espécie foi citotoxica em macrdéfagos peritoneais em uma
concentragdo de 500 pg/mL.

No trabalho de Souza et al. (2011a) o acido copélico (64) ndo apresentou
citotoxidade sobre fibroblastos humanos nas concentracoes de 7,8 a 62,5 UM. Fonseca et
al. (2013) também confirmou a viabilidade de fibroblastos tratados com acido copélico
(64) em linhagem celular de fibroblastos em concentracdes 6,25 pM. Os acidos copalico
(64) e “3pB-hidroxi-copalico (95)” (ver nota na Tabela 10) foram hemoliticos para 50%
dos eritrocitos em concentragoes abaixo de 200 uM. Essas substancias apresentaram os
valores de concentracéo citotoxica-CCso de 39,4 ¢ 31,2 uM, respectivamente (IZUMI et
al., 2012).

No estudo de Vargas et al. (2015), os &acidos copalico (64), 3a-hidréxi-copalico
(68) e 3a-acetdxi-copalico (70) (todos sem [a]o informados) ndo apresentaram
citotoxicidade em linhagens celulares normais de linfécitos humanos nas concentracdes
de 7,8 a 500 uM, nem mostraram mudangas significativas na viabilidade de células da
linha tumoral das linhagens AGP-01 (gastrica), HCT116 (colorretal), MCFO7 (cancer de
mama), NIHOVCAR (ovéario), SKAMELL-4 (melanoma) e SF-295 (glioblastoma
humano). Os autores constataram que o 3a-hidrdxi-copélico (68) ([a]o ndo informado)
inibiu a enzima tirosinase em 64 + 1,5% na concentracdo de 250 uM. O &cido copalico
(64) ([a]o ndo informado) exibiu atividade hemolitica significativa (38,4% de hemdlise a
100 uM). Alem disso, observaram uma inibicdo por esse mesmo diterpeno na producao
de oOxido nitrico em macréfagos murinos de camundongo (J774) ativados por
lipopolissacarideo (98,5 + 1,3% a 100 uM).

Como visto, o estudo da citotoxidade com os diterpenos é comum na literatura,
porém alguns estudos apontam a ineficiéncia ou baixa atividade desses principais

diterpenos frente as linhagens de células tumorais: P-388 (neoplasia linfoide de ratos
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DBA/2), A549 (adenocarcinoma alveolar humano), HT-29 (carcinoma de c6lon humano),
MEL-28 (melanoma humano), AGP-01 (adenocarcinoma gastrico), HCT-116 (carcinoma
de clon humano) (TINCUSI et al., 2002; ABRAO et al., 2015; VARGAS et al., 2015).

Tabela 10: Resumo da literatura sobre a atividade citotdxica e viabilidade celular frente aos diterpenos
acidos copélico (64), 3a-hidroxi-copdlico (68) e 3a-acetoxi-copdlico (70) e “3p-hidroxi-copalico (95)”* do
o6leo-resina.

Linhagens de células Viabilidade Diterpeno Referéncia
A549 Reducéo de 50% 64 )
Medeiros (2019)
RAW264.7 Reducdo da producdo de NO 68
V79 Reducdo de 50 % 64 Abrdo et al. (2015)
- o 0
THP-1 _atividade hemolitica (87%) e 64 Sartorelli et al. (2010)
intenso decréscimo na hemolise
- 64 e 95* Izumi et al. (2012)
LLC-MK2 Atividade moderada 64 Portapilla (2014)
Fibroblastos humanos N0 citotoxico 64 Fonseca et al. (2013)
primario Souza et al. (2011a)
Reducdo em 98,5% a produgdo NO 64
J774 Vargas et al. (2015)
Redugdo em 50% 68

Nota: (A549) células de adenocarcinoma de pulméo humano, (J774) macréfagos murinos de camundongo,
(LLC-MK?2) epitelial tecido renal de macacos rhesus, (RAW264.7) macréfagos humanos, (THP-1) células
monociticas de leucemia humana e (\V79) fibroblastos de pulmé&o de hamster chinés.

*apesar de Izumi et al. (2012) ter atribuido o nome/estrutura de 3B-hidroxi-copalico (95) com a mesma
configuracdo em C-10, C-9 e C-5 definido por Nakano e Djerassi (1961) para o &cido copdlico, ndo foi
utilizado rotagdo optica na caracterizagéo, nem dados confirmatérios de RMN de 'H (e.g. para H-3) foram
incluidos ou referéncia citada da literatura com esses dados. N&o foi possivel até o presente momento
encontrar dados fisicos e espectrais comprobatorios da existéncia da substancia 95 nas diversas literaturas
consultadas, inclusive teses e dissertagdes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

% Isolar substancias organicas a partir da fracdo nao-volatil residual do leo-resina
de copaiba comercial e preparar derivados de interesse a partir das substancias

isoladas.

2.2 Objetivos especificos

% Levantar dados bibliograficos sobre as atividades bioldgicas, composi¢do quimica
e dados espectrométricos de componentes quimicos encontrados em Copaifera
Spp.;

+¢ Isolar acidos diterpénicos da fracdo ndo-volatil residual resultante da extracéo do
6leo essencial industrial do 6leo-resina de copaiba;

% Submeter as substancias isoladas as reacfes de desacetilagdo, acetilacdo e
butirilag&o, e avaliar os rendimentos dos produtos;

+ Identificar e elucidar as estruturas das substancias isoladas e produtos sintetizados
por meio de técnicas como RMN 1D e 2D, CL-EMAR e EM(n).
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3 MATERIAL E METODOS

Esse estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Principios Ativos da Amazonia-
LAPAAM, localizado na Coordenacéo de Tecnologia e Inovacao (COTEI), prédio n°. 53
(ex-Coordenacao de Pesquisas em Produtos Naturais-CPPN), do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia-INPA. Também contou com o apoio integral da Central
Analitica-Laboratério Tematico de Quimica de Produtos Naturais (CA-LTQPN) da
Coordenacdo de Pesquisas (COPES) do INPA. Apoios pontuais também foram recebidos
1) do Laboratério de Bioprospeccgéo e Biotecnologia (prédio n°. 53, INPA), 2) da Central
Analitica Multidisciplinar (CAM) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) e 3)
do Laboratério de Quimica Organica do Ambiente Marinho (LQOAM) na Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (FCFRP/USP,
Ribeirdo Preto-SP).

3.1 Equipamentos e aparelhos analiticos

Foram utilizados, para a anélise e conducéo laboratorial desse trabalho, os seguintes

equipamentos:

e No LAPAAM e dependéncias:

% Agitadores magnéticos, marca Fisatom;

¢+ Balanca analitica: marca Master, modelo AY?220 (220 - 0,0001 g);

++ Balanca semi-analitica: marca Toledo, modelo ARC120 (3.100 - 0,01 g);

¢+ Banho de ultrassom: marca Unique, modelo USC-1800?;

%+ Cémara com lampada de UV: modelo UVGL-58 (I = 365 ou 254 nm);

¢+ Céamara com lampada de UV: marca UVP, modelo CC-10 (I = 365 ou 254 nm);

% CLAE, marca Shimadzu, 2 bombas LC- 6AD binaria com divisor de fluxo,
detector de PDA e DIR, lampada de deuteério e tungsténio e CBM-20;

%+ Chapas aquecedoras, marca Fisatom;

+ Manta aquecedora: marca Fisatom, modelo 752a;

¢ Rotaevaporador: marca Fisatom, modelo 804;

s+ Software Bruker TopSpin 4.1.4, versao gratuita;

¢+ Software ChemDraw 19.0, verséo gratuita.
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e NaCA-LTQPN:

% Espectrbmetro de ressonancia magnetica nuclear (RMN) da marca Bruker
Biospin, modelo Fourier 300 MHz (maiores detalhes na secéo 3.5);

% Cromatografo liquido ultrarrapido Modelo Prominence UFLC (Shimadzu)
acoplado a espectrometro de massas de alta resolu¢do (UFLC-EMAR) da marca
Bruker Daltonics, modelo MicrOTOF-QII (maiores detalhes na secédo 3.4.3);

%+ Espectrémetro de massas do tipo ion trap (EM-I1T) da marca Bruker Daltonics,

modelo Amazon Speed (maiores detalhes na secéo 3.4.4).

e Laboratorio de bioprospeccéo:
% CLAE, Modelo Shimadzu, equipado com bomba binaria LC6AD, detector de
arranjo de diodos (DAD) SPDM-20A e injetor automatico SIL-10AF. A coluna
utilizada foi a Phenomenex C-18 (250 x 10 mm, 5p).

e No Laboratdrio de Quimica Organica do Ambiente Marinho (FCFRP/USP):

¢+ Polarimetro P-300 Jasco (Japan) e cela de cilindro de vidro (3,5 x 50 mm).

¢ Na Central Analitica Multidisciplinar-CAM (LRMN/UFAM):
% Espectrometro de ressonancia magnética nuclear (RMN) da marca Bruker
AVANCE 111 HD operando a 11.75 teslas.

3.2 Material utilizado

No acompanhamento das etapas cromatograficas e reacBes quimicas realizadas
neste projeto, foram utilizados os materiais listados abaixo:

%+ Cromatoplacas de 20 x 20 cm para cromatografia em camada delgada de silica gel
de fase normal 60 (CCD) com suporte de aluminio e indicador de fluorescéncia
Fas4 (Merck);

¢+ Cromatoplacas de 20 x 20 cm para cromatografia em camada delgada de silica
gel de fase reversa RP-18 (CCD-FR) com suporte de aluminio e indicador de
fluorescéncia F2s4 (Merck);

+ Revelador para CCD: solucdo formada por p-anisaldeido, &cido acético, metanol

e acido sulfurico;
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+ lluminacéo para CCD: radiacdo ultravioleta (A = 254 nm);

++ Silica de fase normal 60 da marca Macherey-Nagel (0,063 - 0,200 mm/70-230
mesh ASTM) para cromatografia (Merck, Alemanha);

+ Silica de fase reversa da marca LiChroprep® RP-18 (0,040 - 0,063 mm) para

cromatografia (Merck).

3.3 Solventes e reagentes

Os solventes organicos comuns foram de grau técnico e foram purificados por
destilacéo fracionada no LAPAAM. Alguns dos reagentes utilizados neste trabalho foram
purificados no LAPAAM. Os reagentes liquidos e sélidos foram tratados e armazenados

em locais apropriados.

e Solventes:
¢+ Acetato de etila (AcOEt), destilado
% Acetona, destilada;
< Acido formico (HCOOH, grau CLAE, marca Sigma-Aldrich)
% Acido trifluoroacético (TFA, grau CLAE, marca Sigma-Aldrich).
% Agua, deionizada;
¢+ Cloroférmio (CHCIs), destilado;
¢+ Cloroférmio deuterado (CDCIs, D, 99,8%, marca Silver Foil- DLM-7-100S);
%+ Hexano, destilado;
¢ Metanol (MeOH), grau CLAE;
%+ MeOH, destilado;
¢+ Metanol deuterado (CD30D, D, 99,8%, marca Aldrich).

e Reagentes:
% Acido cloridrico (HCI) (liquido)
++ Anidrido acético (liquido, marca Synth);

X/
L X4

Anidrido butirico (liquido, marca Synth);

>

+¢ Dimetilaminopiridina (DMAP) (s6lido, marca Agro organics);

L)

% Hidréxido de aménio (NH4OH) (liquido, marca Nuclear);
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¢+ Hidrdxido de potassio (KOH) (solido, marca Synth);
++ Piridina (liquido; marca Merck).

3.4 Técnicas cromatograficas e espectrometricas
3.4.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As cromatoplacas de fase normal e de fase reversa foram recortadas até uma altura
de 5 cm, demarcadas com lapis com 1,0 cm da parte inferior (linha de partida) e 0,5 cm
da parte superior (final de corrida/frente do solvente). As placas de CCD foram
visualizadas em camara de UV nos comprimentos de onda 254 e 365 nm, e reveladas por
borrifagdo de solucdo de p-anisaldeido, seguida de aquecimento em uma chapa

aquecedora a 100°C.

3.4.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Para a preparacdo de substancias purificadas para analises (amostras analiticas)
foi utilizada CLAE-DAD. Esse método foi realizado no Laboratério de Bioprospeccédo e
Biotecnologia (prédio n°. 53, COTEI, ex-CPPN, INPA) em colaboracdo com o
doutorando (PPGQ, o MSc. Cién. David Ribeiro da Silva). As amostras foram
solubilizadas em MeOH com algumas gotas de CHCIs. O cromatdgrafo utilizado foi da
marca Shimadzu, equipado com bomba binaria LC6AD, detector de arranjo de diodos
(DAD) SPDM-20A e injetor automatico SIL-10AF. A coluna utilizada foi a Phenomenex
C-18 (250 x 10 mm, 5u). Os solventes utilizados foram MeOH grau CLAE e agua
deionizada, com 0,1 % de &cido trifluoroacético (TFA), grau CLAE.

3.4.3 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CL-EMAR)

As CL-EMAR foram realizadas na CA-LTQPN/INPA utilizando um
cromatografo liquido ultrarrapido Modelo Prominence UFLC (Shimadzu), equipado com
bomba binaria LC-20AT e injetor automatico SIL-20A. A coluna cromatografica
utilizada foi o Modelo (Shimadzu) Shim-pack XR-ODS (50 x 2,0 mm), utilizando o
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sistema solvente, bomba A (H.O + 0,1% HCO2H) e bomba B (MeOH), no sistema
gradiente (0 -14 min, variando de 70 - 100%), com o fluxo de 0,4 mL/min, inje¢&o 1 pL.
Esse sistema contou com um detector de arranjo de diodos (DAD) da marca Shimadzu,
modelo SPDM-20A e o espectrometro de massa utilizado foi da marca Bruker Daltonics,
modelo MicroTOF-QII, com analisador de massas do tipo tempo de voo (TdV), fonte de
ions do tipo APCI em modo negativo, com resolugdo de 17500 FWHM (full width at half
maximum) em alta resolucdo. Os dados de EMAR foram processados utilizando o

software Bruker Compass Data Analysis 4,2.

3.4.4 Espectrometria de massas de ion-trap (EM-IT) e fragmentacéo (infuséo direta)

Na CA-LTQPN/INPA, foram preparadas as solucdes de 1 mg/mL de cada amostra
isolada, dissolvendo-se 1mg de cada substancia purificada em 1 mL de MeOH grau LC-
MS. As amostras foram analisadas no espectrometro de massas por infusdo direta através
da bomba de seringa. Os espectros de fragmentacbes das substancias isoladas foram
adquiridos em um espectrometro de massa de marca Bruker Daltonics, modelo Amazon
Speed, fonte APCI em modo negativo, equipado por um analisador do tipo ion trap

(armadilha de ions).

3.5 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Para as analises de RMN, o solvente utilizado para solubilizar as amostras foi o
cloroférmio deuterado (CDCls). Os espectros foram obtidos na CA-LTQPN/INPA em um
espectrometro da marca Brucker BioSpin AG, Modelo Fourier 300 UltraShield, com
frequéncia de 300 MHz (7,0 Tesla), sonda Easyprobe Dul 300 MHz S1 5 mm Z-Gradient
operando na frequéncia de &n 300 MHz (RMN H) e §c 75 MHz (RMN 3C). O
tetrametilsilano (TMS) utilizado como sinal de referéncia dos deslocamentos, as
constantes de acoplamento (J) foram expressas em hertz (Hz) e os deslocamentos
quimicos () expressos em parte por milhdo (ppm). Foram obtidos os espectros de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H, *3C e DEPT 135 e os bidimensionais COSY,
HSQC e HMBC.
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A andlise de J-Res foi realizada no Laboratorio de Ressonancia Magnética
Nuclear na Central Analitica Multidisciplinar (CAM), localizado no Departamento de
Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas da UFAM, no espectrdmetro de RMN Bruker
AVANCE Il HD, operando a 11,75 Tesla, observando os nicleos de *H e *3C a 500,13 e
125,76 MHz, respectivamente, equipado com uma sonda multinuclear de 5 mm (BBFO

Plus SmartProbeTM) com gradiente de campo na diregéo Z.

3.6 Isolamento de diterpenos da fracdo ndo-volatil do Oleo-resina de copaiba
industrial

Esse trabalho partiu do residuo ndo-volétil do 6leo-resina de copaiba de origem
industrial para o isolamento de diterpenos do tipo labdano utilizando métodos de
separacdo como particdo liquido-liquido e cromatografia. O objetivo era a obtencédo
dessas substancias para utilizacgdo como materiais de partida em aproveitamento em
semissinteses. Apos elucidacdo estrutural os diterpenos foram submetidos a reacdes de
modificagdo estrutural e os produtos obtidos foram identificados e quantificados

(Fluxograma 1).

. ] Extragdo e Fracionamento Caracterizagao
rii?rziué)edczoé?gé »| Particdo Liquido- |— | cromatografico [—»| espectroscopica
P Liquido e purificacdo dos isolados

!

Identificacdo dos Purificagdo (CLAE) das Reagdes de Substancias
semissintéticos e |« substancias isoladas e [«—| transformacfo [« jgentificadas
seus rendimentos sintéticas estrutural

Fluxograma 1: Viséo geral das etapas no desenvolvimento do trabalho.

O residuo ndo-volatil do 6leo-resina de copaiba (comercial) foi disponibilizado
pela empresa Mattoso Extratos Naturais Ltda (Kaapi) no CNPJ 08.165.605/0001-44 de
Paulinia - SP. A amostra de residuo industrial fornecida foi previamente cadastrada pela
empresa no SisGen sob o nimero ADFDEF2 e posteriormente pelo orientador deste

trabalho, sob o nimero A2B43D9. Dentre as atividades realizadas pela empresa € a



76

obtencdo da fracao volatil (6leo essencial ou 6leo volatil) a partir da destilacdo do 6leo-
resina de copaiba, restando assim a fragdo ndo volatil no final do processo. Esse residuo
se apresenta a temperatura ambiente como um solido gelatinoso e amorfo de cor castanha-
escura a marrom e foi utilizado neste estudo como matéria-prima para o isolamento das
substancias e modificacdo estrutural dessas ultimas. Esse residuo industrial tem origem
em mais do que uma espécie ndo-identificada portanto Copaifera spp. € a descri¢cdo mais
apropriada do conhecimento das espécies envolvidas (Eduardo Mattoso/Kaapi,
comunicacdo pessoal). A ndo ser quando especificado o apoio de outros grupos de

pesquisas ou laboratorio, as atividades descritas abaixo foram realizadas no LAPAAM.

3.6.1 Particdo liquido-liquido (PLL) da fracdo ndo volatil do 6leo-resina de copaiba

A metodologia de PLL foi adaptada de Vargas et al. (2015) (Fluxograma 2).
Foram utilizados cerca de 8,0 g da amostra da fracdo ndo volatil do 6leo-resina de copaiba
recebida da empresa e transferidos para um béquer de 500 mL. O material foi dissolvido
em 400 mL de uma solugdo de NH4OH (2%, v/v), e a mistura heterogénea resultante foi
levada ao ultrassom por 60 min, em seguida foi deixada em repouso por 72 h. Apés esse
tempo, a mistura apresentou-se um aspecto leitoso com formacéao de precipitado, entéo
foi colocada no banho de ultrassom por 15 min a 40°C. Em seguida foi transferida para
um funil de separacdo de 1000 mL ao qual foram acrescidos 150 mL de hexano. O
contetdo do funil foi agitado vigorosamente por 1 min e em seguida a fase hexanica foi
separada. A particdo com hexano foi repetida um total de 4 vezes. As fases hexanicas
foram combinadas, gerando assim a fracdo hexanica. Em seguida, a fase aquosa resultante
da particdo com hexano foi particionada com CHCIs (4 x 150 mL) e posteriormente com
AcOEt (4 x 150 mL), resultando nas fragcbes CHCIs, AcOEt e H.O (Fluxograma 2). Em
seguida, as quatro frages obtidas foram concentradas no rotaevaporador a vacuo e cada
uma foi transferida para um frasco separado, identificado e pré-pesado. Os frascos foram
deixados em um banho de areia a 100°C. Ap0s a evaporacao até peso constante, os frascos
contendo as fracGes foram pesados. Foram calculados seus respectivos rendimentos, que
somados foram de 94% da massa do material bruto inicial (Fluxograma 2). A PLL descrita

acima concentra acidos diterpénicos na fragdo CHCIlz (VARGAS et al., 2015).
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Fracdo ndo volatil
do éleo-resina
80g

Dissolucdo em NH4OH

Solucdo aquosa alcalina

Particdo com hexanos (4x)

Fracdo Hexanica Fase Aquosa
1,9 g, 26%

Particdo com CHCl;3 (4x)

Fracdo CHCls
1,59, 20% Fase Aquosa
Particdo com AcOEt (4x)
Fracdo AcOEt Fracdo H,O
3,39, 44% 0,78 g, 10%

Fluxograma 2: Particéo liquido-liquido da fracdo ndo volatil do 6leo-resina de copaiba de origem industrial.

3.6.2 Analise da fracdo néo volatil do 6leo-resina de copaiba e fracdes da PLL por
RMN

A fracdo ndo volatil do 6leo-resina e as fragdes geradas na particao liquido-liquido
foram analisadas por RMN de H utilizando os seguintes procedimentos. Para a fragéo
ndo volatil do 6leo-resina e a fragdo CHCIs o procedimento foi: 1) 15 mg de cada amostra
foi dissolvida em 1 mL de CHCIs e cada solucdo resultante foi levada para banho de
ultrassom por 30 min, 2) apds esse processo por¢des das solugdes translucidas resultantes
foram individualmente filtradas em algodao e cada filtrado resultante foi evaporado e
pesado. Para as fracGes hexanos, AcOEt e H,O, 1) 20 mg cada fragdo foi dissolvida
parcialmente em 2 mL de CHClIs, resultando em solucBes heterogéneas, em seguida as
fragcdes foram levadas ao ultrassom por 30 min, 2) em seguida as fragOes apresentaram
um aspecto turvo, entdo uma parte de cada mistura de amostra foi filtrada em algodéo e
cada filtrado resultante foi evaporado e pesado. Desses procedimentos, resultaram as
amostras soltveis em CHCIs (6-11 mg) a partir da fracdo ndo volatil do 6leo-resina de
copaiba e das fragGes hexanica, CHCIz, AcOEt e H20 (se¢éo 3.6.1) para analise por RMN

de *H (Figura 27, Apéndices 1-5). Foram evidenciados sinais de diterpenos em ca. & 2,0
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- 2,2 e 4,2 - 5,7 nos espectros de RMN de 'H da fracdo ndo volatil do dleo-resina da

copaiba (Figura 26) e em todas as fracdes geradas na PLL (Figura 27).

3.7 Purificacéo por técnicas cromatograficas

Para a realizacdo do isolamento das substancias de interesse, foi utilizada
cromatografia em coluna e a silica gel de fase normal (0,063 - 0,200 mm/70-230 mesh
ASTM), produzida na Alemanha e embalada no Brasil, pela empresa Merck. Para a pré-
purificacdo foi utilizada a cromatografia em coluna de vidro (CC) de ® x h =1 x 10 cm:
fase reversa silica gel RP-18 (0,040 - 0,063 mm).

3.7.1 Fracionamento cromatografico da fracdo CHCls

A fragcdo CHCIs (1,5 g) dissolvida em CHCIs (5 mL) e 8,0 g silica gel flash (0,063-
0,200 mm) foram combinados e evaporados, resultando em uma pastilha (silica
impregnada com amostra). Uma coluna cromatografica (& x h = 2 x 40 cm) foi
empacotada pela adicdo de uma mistura de silica gel flash (0,063 - 0,200 mm) em hexano.
Em seguida, a pastilha foi adicionada na cabeca da coluna com a ajuda do solvente
hexano. A fase movel Hex/AcOEt (9:1) foi adicionada a cabeca da coluna e a elui¢cdo
seguiu por acdo da gravidade (sem uso de pressdo externa/bomba). Para o
acompanhamento da saida da primeira substancia da coluna, foi feita a amostragem
periodicamente do eluente na saida da coluna com um capilar, aplicando-se o eluente
coletado em uma placa de CCD e aplicando uma solucdo de p-anisaldeido a placa e
revelando a placa em cima de uma placa aquecedora. Repetiu-se esse procedimento até
detectar a primeira substancia na placa de CCD (cor roxa).

Apls a constatacdo da saida da primeira substancia (ap6s a saida de
aproximadamente 50 mL de eluicdo), iniciou-se a coleta das fragdes em pequenos vidros
de amostra, colhendo-se aproximadamente 2 a 4 mL de amostra em cada vidro. O
andamento da CC foi monitorado por CCD utilizando o sistema de eluentes Hex/AcOEt
(6:4). A polaridade do sistema de eluentes da CC foi aumentada por incrementos de 5%
de AcOEt até chegar em Hex/AcOEt (7:3). Foi coletado um total de 130 (cento e trinta)
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fragdes (FC1-FC130), que foram analisadas por CCD no sistema Hex/AcOEt (6:4) e
reunidas de acordo com sua semelhanca cromatografica em dez (10) fragbes reunidas.
Dentre as dez fragdes, a 1RN16-6 e a 1RN16-9 apresentaram boa pureza por CCD e
iluminagcdo no UV2ss (Fluxograma 3) e em seguida, foram purificadas utilizando o
procedimento geral de CLAE-FR semi-preparativa (secéo 3.9).



Fracdo CHCls;

1,5g
Gradiente de AcOEt em hexanos (1:9 =7:3) 10 frac6es reunidas
1RN16-1 1RN16-2 1RN16-3 1RN16-4 1RN16-5 1RN16-6 1RN16-7 1RN16-8 1RN16-9 1RN16-10
181,6 mg 120,3 mg 87,3 mg 76,9 mg 222,2 mg 60,0 mg 197,2 mg 76,3 mg 30,1 mg 17,8 mg

Fluxograma 3: Isolamento das substancias da fragdo CHCl3: 1RN16-6 e 1RN16-9.

80
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3.7.1.1 1RN16-6 (4cido 3a-acetoxi-copélico, 70)

A substancia isolada 1RN16-6 (60,0 mg; 3,9% m/m baseado na massa da fracédo
CHCls; Rf = 0,65 CCD, Hex/AcOEt 6:4, v/v) apresentou-se como um sélido amorfo de
coloragdo branca com solubilidade em CHCIs. Fora a analise por CCD, a sua pureza
cromatografica foi evidenciada por CLAE-FR-DAD (Apéndice 6) e CL-EMAR (Apéndice
7). Conforme apresentado na secdo de resultados e discussdo, a analise dos dados dos
cromatogramas de CL-EMAR (Apéndice 7), espectros de RMN de *H (Apéndices 8 e 9),
RMN de BC (Apéndice 10), DEPT 135 (Apéndice 11), COSY (Apéndice 12), HSQC
(Apéndices 13 e 14), HMBC (Apéndices 15 e 16), J-Res (Apéndice 17), rotacdo dptica
[a]o?® - 183° e 0 conjunto dos dados de fragmentacdo (Figura 36) da amostra isolada e
comparacdo com dados de RMN (Tabelas 11 e 12) levaram a identificacdo dessa substancia

como o &cido 3a-acetdxi-copalico (70).

3.7.1.2 1RN16-9 (acido 3a-hidroxi-copalico, 68)

A substancia 1RN16-9 (30,1 mg; 1,9% m/m baseado na massa da fragdo CHCl3; R
= 0,42 CCD fase normal, Hex/AcOEt 6:4, v/v) se apresentou como um sélido amorfo de
coloracédo branca, soltvel em CHCI3. Além de pureza por CCD, a pureza dessa substancia
isolada foi corroborada por analises de CLAE-FR-DAD (Apéndice 18) e CL-EMAR
(Apéndice 19). Conforme apresentado na sec¢do de resultados e discusséo, analise dos dados
espectrais de CL-EMAR (Apéndice 19), RMN de 'H (Apéndices 20 e 21), RMN de 3C
(Apéndices 22 e 23), DEPT 135 (Apéndice 24), COSY (Apéndice 25), HSQC (Apéndices
26 e 27), HMBC (Apéndices 28 e 29), J-Res (Apéndices 30 e 31), rotagio dptica [a]p? - 33°
e 0 conjunto dos dados de fragmentacdo (Figura 45) e RMN (Tabelas 13 e 14) confirmaram

a identidade da substancia 1RN16-9 como o &cido 3a-hidrdxi-copélico (68).

3.8 Reac0es de semissintese

A metodologia das reacOes foi adaptada de Pereira (2018). Para o presente trabalho,

foram utilizados como materiais de partida para reacbes de semissintese as substancias
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isoladas &cido 3a-acetoxi-copélico (70, LRN16-6) para a reacdo de desacetilagdo e acido 3a-
hidréxi-copalico (68, 1RN16-9) para as reacOes de acetilacdo e butirilacao.

3.8.1 Desacetilacao do &cido 70: sintese do &cido 3a-hidrdxi-copélico (68)

Em um baldo de 5 mL foi adicionado o acido 3a-acetdxi-copalico (70, isolado da
fracdo ndo-volatil do Odleo-resina, conforme descrito acima; 10,0 mg; ou 27,5 pumol)
dissolvido em CHCIs (200 pL). Em seguida, foi adicionada uma solugdo hidrometandlica
(MeOH/H20, 9:1, v/v) de KOH a 10% (500 pL). A solugdo reacional foi mantida sob
agitacdo magnética em temperatura ambiente. Apo6s 24 h a reacdo foi interrompida com a
adicdo de HCI 0,1 N. O material resultante foi extraido com CHCIs (5 x 3 mL) e os extratos
organicos foram combinados e deixados no banho de areia para a secagem e a obtenc¢éo do
produto bruto. O procedimento reacional esta resumido na Figura 23. Em seguida, o produto
bruto da reacdo foi purificado conforme o método geral de CLAE semi-preparativa (Secao
3.9). O produto apresentou-se como um solido branco amorfo e soldvel em CHCIs com Rf =
0,42 por CCD e eluentes Hex/AcOEt, 6:4, v/v, iluminagdo por UV2s4 e revelagdo por p-
anisaldeido/A). Conforme apresentado na secdo de resultados e discussao, apés analises dos
dados de CLAE-FR-DAD (Apéndice 32), CL-EMAR (Apéndice 33) e RMN de H
(Apéndices 34 e 35), foi confirmada a identidade do principal produto como o &cido 3a-

hidroxi-copalico (68).

COOH COOH
N N
o % KOH (10%) MeOH/H,0/CHCl, :
. 0, .
)J\O\\‘ _ Tempo: 24 h, Rend. 76,0% HOW S
*H :H
70 RNPR-1 (68)

Figura 23: Semissintese do acido 3a-hidréxi-copalico (68) a partir do acido 3a-acetdxi-copdlico (70) isolado.
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3.8.2 Acetilacdo do acido 68: sintese do acido 3a-acetoxi-copalico (70)

Em um baldo de fundo redondo de 5 mL foi adicionado o acido 3a-hidréxi-copéalico
(68; isolado da fracdo ndo-volatil do oOleo-resina, 11,2 mg; 34,9 umol). Em seguida foi
adicionado anidrido acético (Ac20, 200 pL; 216 mg; 2,12 mmol), depois a piridina (400 pLL;
392 mg; 4,96 mmol), e por fim, dimetilaminopiridina (DMAP; 0,8 mg; 6,5 umol) e a reagéo
foi agitada magneticamente sob uma atmosfera de N2 a temperatura ambiente durante 24 h.
Apos esse tempo, foi adicionada H2O (3 mL) e a mistura reacional foi neutralizada com HCI
0,1 N (2% v/v). A mistura resultante foi extraida com CHCIs (5 x 3 mL) e os extratos
organicos foram evaporados em banho de areia por 24 h, resultando no produto bruto (Figura
24) que em seguida foi purificado por CLAE semi-preparativa (Secdo 3.9). O produto
purificado apresentou-se como um sélido branco amorfo e solivel em CHCIz. Apresentou
R = 0,65 em CCD com eluentes Hex/AcOEt, 6:4, iluminagdo com UV2s4 € revelagdo com
p-anisaldeido/A (formando mancha de cor roxa). Conforme mostrado na secdo de resultados
e discussdo, o produto formado, o 3a-acetoxi &cido 70 foi analisado por CLAE-FR-DAD
(Apéndice 36) e CL-EMAR (Apéndice 37), bem como RMN de *H (Apéndices 38 e 39),

permitindo a confirmacdo da sua estrutura.

COOH COOH
X X
2 Ac,0, DMAP, piridina e} e
HO" Tempo: 24 h, Rend. 70,2% )J\O\“ )
= H = H
68 RNPR-2 (70)

Figura 24: Semissintese do acido 3a-acetdxi-copalico (70) a partir do acido 3a-hidréxi-copélico (68) isolado.

3.8.3 Butirilacéo do 4cido 68: sintese do acido 3a-butanoiloxi-copélico (136)

Em um baldo de fundo redondo 5 mL, foi adicionado o acido 3a-hidroxi-copélico
(68; isolado da fracdo ndo-volatil do dleo-resina, conforme descrito acima; 8,0 mg; 24,9
pmol), anidrido butirico (100 pL; 96,7 mg; 611 pmol), piridina (200 pL; 196 mg; 2,48
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mmol), e por fim dimetilaminopiridina DMAP (0,75 mg; 6,1 umol) e a reacdo foi mantida
sob agitacdo magnética em uma atmosfera de N2 a temperatura ambiente durante 24 h. A
reacdo foi finalizada com a adi¢do de H.O (3 mL) e a mistura foi neutralizada com HCI 0,1
N. A formacdo do produto foi constatada por CCD eluindo com Hex/AcOEt (6:4),
iluminando com UVas4 e revelando com p-anisaldeido/A, onde foi possivel verificar a
formacgédo da mancha do produto, de cor roxa escura (Rf = 0,67). A mistura resultante foi
extraida com CHCIs (5 x 3 mL) e os extratos organicos foram evaporados em banho de areia
para a obtencdo do produto bruto (Figura 25) que foi purificado conforme o método geral
por CLAE semi-preparativa (Secdo 3.9). O produto purificado apresentou-se como um
solido branco amorfo com solubilidade em CHCIs. Apresentou Rs = 0,67 em CCD utilizando
os eluentes Hex/AcOEt (6:4). Apds analise por CLAE-DAD (Apéndice 40) foram realizadas
as analises de CL-EMAR (Apéndice 41) e de RMN de 'H (Apéndices 42 e 43). Conforme
apresentado na secdo de resultados e discussao, os dados espectrais estdo consistentes com

a formacao do produto de butirilagao, o acido 3a-butanoiloxi-copalico (136).

BuO,0, DMAP, piridina

0
Tempo: 24 h, Rend. 42,2% u
0

68 RNPR-3 (136)

HO"

Figura 25: Semissintese do acido 3a-butanoildxi-copélico (136) a partir do acido 3a-hidrdxi-copalico (68)
isolado.

3.9 Procedimento geral para purificagdo por CLAE das substéncias isoladas e
sintetizadas

Todas as substancias cujo isolamento ou preparacdo foi descrito acima foram
analisadas por CCD-FR para entdo serem submetidas a pré-purificagdo em coluna aberta (O
x h =1 x 10 cm) com silica de fase reversa e MeOH/H20 (95:5) como eluentes, seguido de
evaporacdo total dos solventes. ApOs a pré-purificacdo, cada substancia foi levada a
purificacdo em CLAE-FR.
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Para este procedimento, cada substancia foi solubilizada em MeOH grau CLAE e
depois filtrada em microfiltro Milipore Millex-HV 0,45 um. Por CLAE a injecéo de cada
substancia ocorreu de modo automatico na coluna semi-preparativa de fase reversa RP-18
(Phenomenex, h x ® =250 x 10 mm, particula de 5 um), da marca Shimadzu, com 2 bombas
LC- 6AD binéria com divisor de fluxo, detector de PDA e RID, lampada de deutério e
tungsténio e CBM-20, localizada na sala de equipamentos no prédio n°. 53, COTEI, ex-
CPPN, INPA).

A corrida cromatogréafica ocorreu de forma isocratica com o sistema MeOH:H>0-
0,1% TFA (80:20) para os 3oa-acetoxi acidos 70 (1RN16-6 e RNPR-2), no sistema
MeOH:H>0-0,1% TFA (75:25) para os 3a-hidroxi acidos 68 (1RN16-9 e RNPR-1) e no
sistema MeOH:H20-0,1% TFA (85:15) para o 3a-butanoiloxi &cido 136 (RNPR-3). O fluxo
para os sistemas citados foi de 4,7 mL/min com monitoramento nos comprimentos de onda
de 254, 229 e 190 nm. Apds a purificacdo das substancias sintetizadas, foram calculados os

rendimentos das respectivas reacoes.

3.10 Analise de rotacdo dptica das substancias isoladas

Os valores de rotacdo optica dos acidos 3a-hidroxi-copélico (68) e 3a-acetoxi-
copalico (70) foram determinados no equipamento Polarimetro P-300, Jasco-Japan-
Cylindrical glass cell 3.5 x 50 mm — Jasco Parts Center, empregando-se como solvente o
CHCIs grau HPLC Honeywell-Riedel-de-Haen® 99,99%, na temperatura de 25 °C e na
concentracdo de 0,0020 g/mL.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anélises de RMN de 'H da fracgéo néo volatil do éleo-resina e das suas fragdes (PLL)

As elucidacOes estruturais das substancias isoladas da fracdo ndo volatil do éleo-
resina de copaiba industrial estdo apresentadas mais abaixo e 0s sinais caracteristicos dessas
substancias sdo relevantes para a analise de RMN de 'H da fracdo néo volatil do 6leo-resina
(Figura 26, Apéndice 1). Nesse espectro foi evidenciada a relativa abundancia dos &cidos
3a-hidroxi-copalico (68) e 3a-acetoxi-copalico (70) pela presenca de um duplo-dupleto
centrado em dn 3,26 que corresponde ao H-3 do 3a-hidrdxi acido (68) (segdo 4.2.2.1), 0s
multipletos em ca. on 4,85 ¢ 4,51, o simpleto em 61 5,67 (secdes 4.2.1.1 e 4.2.2.1). Assim
também com a presenca dos sinais de simpletos de metila na faixa de 6n 0,5 - 2,20
caracteristicos dos labdanos, com destaque ao sinal da metila 61 2,16 correspondente ao H-

22 (grupo acetila) do 3a-acetoxi acido 70 (secdo 4.2.1.1, Apéndice 1).
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Figura 26: Ampliacéo da regido & 3,3-5,8 do espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) da fragdo ndo volatil
do 6leo-resina de copaiba.

O espectro de RMN de *H da parte solGvel em CHCI; das fragGes provenientes da
particdo liquido-liquido da fragdo ndo volatil do 6leo-resina do Oleo-resina (Figura 27),
revela que o acido 3a-hidroxi-copalico (68) estd presente em quantidades minimas nas
fracOes hexanica (Apéndice 2), AcOEt (Apéndice 4) e aquosa (Apéndice 5), por outro lado

esse diterpeno apresentou maior concentracdo na fracdo CHCIs (Apéndice 3). O acido 3a-
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acetoxi-copalico (70) em contrapartida esta presente majoritariamente nas fragdes hexano,
CHClz e AcOEt. Essa etapa da separacao pode ser melhorada em trabalho futuro. As fragdes
hexano, CHCI3 e AcOEt contém quantidade relevante do acido 3a-acetoxi-copalico (70) um
indicativo pela extracdo com hexano e/seguido de AcOEt no futuro o que podera eliminar
uso de CHCIs (problemas ambientais), bem como levar a maior seletividade e rendimento
na extracdo dos acidos 68 e 70.

F. Hexano M |
) D S W {
F. CHCL,
F. AcOEt M l ‘
| A A .
F. HlO J\/W\)L()u
T v T T T T T 7 v 7 7

[ 4 2 o

Figura 27: Espectros de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) das fracdes provenientes da particdo liquido-liquido
da fracdo ndo volatil do 6leo-resina de copaiba.

Uma analise qualitativa dos integrais dos sinais dos diterpenos da fracdo CHClIs
(Figura 28, Apéndice 3) permite inferir sobre a relativa composicdo dos acidos 68 e 70.
Assim, o integral para 1H do simpleto em 61 5,67 (presumivelmente correspondente ao H-
14 dos acidos 68 e 70) em relacdo ao integral de 0,3H do duplo-dupleto do H-3 em 6 3,26
do acido 3a-hidroxi-copélico (68), permite fazer estimativa de 0,7H da contribui¢do do 3a-
acetoxi-copalico (70) para o integral do sinal em &1 5,67. Dessa forma, a proporcdo dos
acidos 68 e 70 detectados nesses extratos seria de 3:7, semelhante aos rendimentos isolados

de 30,1 e 60 mg, respectivamente.
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Figura 28: Ampliacdo da regido &4 3,3-5,8 do espectro de RMN de *H da fragdo CHClI; particionada da fracdo
ndo volatil do 6leo-resina de copaiba.

4.2 Elucidagéo das estruturas das substancias isoladas e sintetizadas

4.2.1 Elucidagéo estrutural da substéancia isolada 1RN16-6

Ao analisar os dados dos espectros de CL-EMAR da substancia 1RN16-6, onde foi
apresentada a formula C22H3404, m/z [M-H7 361,2370 (A = 3,9 ppm), [a]o?® -183° (CHCls,
25°C, ¢=0,0020 g/mL), juntamente com os dados espectrais de RMN unidimensional e
bidimensional (Tabela 11), comparacdo com os dados de Vargas et al. (2015) e Carvalho
(2016), e por fim, com anéalises conformacionais utilizando a equacdo de Karplus para
corroborar as configuragdes relativas, foi concluido que a estrutura 1IRN16-6 tratava-se do
acido 3a-acetoxi-copalico (70). O que segue é uma analise detalhada dos dados espectrais

obtidos que levaram a essa elucidacéo estrutural.

4.2.1.1 Anélise dos dados de RMN 1D e 2D do acido 3a-acetdxi-copalico (70)

O trabalho de elucidacdo estrutural do acido 3a-acetoxi-copalico (70) isolado (Figura
29) teve inicio no espectro de RMN de *H (Apéndices 8 e 9) que apresentou diversos sinais
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de multipletos na regido de on 0,5 - 2,5. Nessa regido, observaram-se quatro simpletos
provenientes de hidrogénios de metilas, com valores de deslocamento em on [2,05 (H-22);
0,87 (H-18); 0,84 (H-19) e 0,71 (H-20)] e um sinal de dupleto em 61 2,17 (H-16, J = 0,7 Hz)
(Figura 30).

ScooH

14
13

16

Figura 29: Estrutura do acido 3a-acetoxi-copalico (70) isolado com o esqueleto numerado.

H-16 H-22 H-20 H-19 H-18

— r . S . —_— - r — - T T T T T T T
2.20 2,18 2.16 214 212 2,10 2,08 2.06 2.04 ppm 094 092 050 088 086 084 082 080 078 076 074 072 070 0.68 ppm
|= 5 -1
o ~ &

o

Figura 30: Ampliagdo das regides &y 0,66 — 0,96 e 6y 2,0 — 2,2 do espectro de RMN de *H (54 300 MHz,
CDCls) do acido 3a-acetoxi-copalico (70) isolado.

Outros simpletos foram observados em on 5,66 (H-14) e o 4,87 (Ha-17) referentes

aos hidrogénios vinilicos (Apéndice 8). Dos diversos sinais de multipletos sobrepostos do
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espectro de RMN de *H, destacam-se também o sinal de &y 1,17 (H-5, dd, J = 12,4 ¢ 2,3 Hz)
(Figura 31). O espectro também apresentou um multipleto na faixa de on 4,46 a 4,58 com
integral para 2H que corresponde aos sinais sobrepostos de H-3 e Hb-17 (Figura 32). Esse
multipleto consiste em um sinal centrado em 61 4,52 (sl, Hb-17) e os demais picos (em dx
4,54; 4,50 e 4,49 e o sinal em & 4,52) séo do H-3 (ca. 61 4,52, “dd”, J=11,5e 4,3 Hz. Com
ajuda do J-Res (Apéndice 17) foi possivel confirmar que o multipleto é formado pela
sobreposicao do sinal do H-3 em 61 4,52 (dd), J = 11,5 e 4,3 Hz) e um dupleto do Hb-17 (J
=3 Hz).

J=23Hz
J=12,4 Hz | | |

T T T T T
1.21 120 118 1.18 117 1.16 115 1.14 ppm

Figura 31: Ampliacdo da regido de &y 1,14 - 1,22 do espectro de RMN de *H (64 300 MHz, CDCls) do acido
3a-acetoxi-copalico (70) isolado.

H-3 e Hb-17
J=11,5 Hz
—{J=4,3 Hz

T T T T T T T T
459 458 457 456 455 454 453 452 451 450 449 448 447 ppm

8

Figura 32: Ampliacdo da regido de oy 4,47 - 4,59 do espectro de RMN de *H (64 300 MHz, CDClIs) do acido
3a-acetoxi-copalico (70) isolado.
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O espectro de RMN de *3C (Figura 33, Apéndice 10) apresentou 23 sinais (sendo 1
sinal de impureza em d¢ 29,7), e com os dados espectrais de DEPT 135 (Apéndice 11) e
HSQC (Apéndices 13 e 14), foi possivel concluir que essa substancia apresenta 5 sinais de
metilas (CHs), 7 sinais de metilenos (CHy), 4 sinais de metinos (CH) e 6 sinais de carbonos
quaternarios (C). O espectro de RMN de *C do 4cido 3a-acetdxi-copalico (70) apresenta os
sinais caracteristicos de labdanos, como do grupo olefina exo (6¢c 147,4 (C-8) e &¢ 107,0 (C-
17)) e o sinal da carbonila em 6¢c 171,6 (C-15).
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Figura 33: Espectro de 3C (8¢ 75 MHz, CDCls) do 4cido 3a-acetdxi-copalico (70) isolado.

No espectro do HMBC (Apéndices 15 e 16, Figura 34) foram observadas as
correlacdes dos sinais dos hidrogénios carbinélico (H-3) e vinilico Hb-17 (sobrepostos em
um multipleto centrado em 6+ 4,52) com os de d&tomos de carbono-13 préximos. Assim, 0
sinal em & 4,52 (H-3) correlacionou-se com os sinais em 8¢ 24,2 (C-2, 2J), 8¢ 16,5 (C-18,
3J) e 8¢ 28,2 (C-19, 3J). Os sinais em &4 5,66 (H-14, 3J) e &n 2,31 (Ha-12, 3J)
correlacionaram-se com o sinal em 6¢ 19,2 (C-16).

Também no espectro de HMBC (Figura 34), os sinais dos hidrogénios (vinilicos) da
dupla ligacdo exo [em dn 4,87 (Ha-17) e 4,52 (Hb-17)] apresentaram correlacbes com 0s
sinais em 8¢ 55,7 (C-9, 3J) 38,0 (C-7, 2J). O sinal em 810,84 (H-18) correlacionou-se com
os sinais em 8¢ 54,7 (C-5, 3J) e 28,2 (C-19, 3J). Também, o sinal em &n 0,71 (H-20)
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apresentou correlagdes com os sinais em 8¢ 36,7 (C-1, 3J); 39,3 (C-10, 2); 54,7 (C-5,3J) e
55,7 (C-9, 3J). O sinal em 841,97 (HB-12) correlacionou-se com os sinais em 8¢ 163,6 (C-
13, 2J) e 8¢ 19,2 (C-16, 3J). E por fim, o sinal em &4 0,87 (H-19) apresentou correlagoes
com os sinais em 5¢ 16,5 (C-18, 2J); 5¢ 54,7 (C-5, 3J) e 5¢ 80,6 (C-3, 3J).

No espectro de COSY (Apéndice 12, Figura 35) os sinais em on 4,52 (H-3) e 6n 1,71
(Ho-2, 3J) e em 81 1,42 (Ho-6) e 8n 1,17 (H-5, 3J) estdo correlacionados. Foram também
observadas as correlagbes entre os sinais em &n 1,25 (Ha-1) e 8n 1,78 (HB-1, 2J)
(acoplamento geminal) e a correlagdo em “W” do 81 1,25 (Ha-1) com 0 840,71 (H-20, 4J).
Também, o sinal em 612,31 (Ha-12) apresentou correlacdo com o sinal em 61 1,97 (HB-12,
2J) (acoplamento geminal). Referente aos hidrogénios vinilicos, o sinal em &y 4,87 (Ha-17)
apresentou correlagdes com os sinais em &y 4,52 (Hb-17, 2J) (acoplamento geminal), Sn 1,56
(H-9, 4J) e 8w 1,97 (HP-7, ) (essas Gltimas devidas a acoplamentos vinil-alilicos), o sinal
em 8w 4,52 (Ha-17) apresentou correlagdo com 811,97 (HB-7, “J) (acoplamento vinil-alilico)
e o sinal em 6y 5,66 (H-14) correlacionou-se com o dx 2,17 (H-16) (acoplamento vinil-
alilico).

Os dados de RMN 1D e 2D observados para o acido 3a-acetoxi-copalico (70) isolado

da fracdo néo volatil do éleo-resina de copaiba estdo resumidos na Tabela 11.
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Figura 34: Algumas das correlagdes do HMBC do acido 3a-acetdxi-copélico (70) isolado (*H-300, **C-75 MHz, CDCls).
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Figura 34: Algumas das correlagdes do HMBC do acido 3a-acetdxi-copalico (70) isolado (*H-300, *C-75 MHz, CDCls). (Continuagéo)
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Tabela 11: Dados de RMN 1D e 2D do acido 3a-acetdxi-copalico (70) isolado [dn 300/8¢ 75 MHz; CDClg].

C () DEPT 1H (3) / HSQC HMBC (5¢) COSY(5.)
Lotax—1,25 (m) 14,5: 55.7; 80,6 1,78 (Ho-1)
C-1 367 CH,
1Beq — 1,78 (m) 14,5:242;39.3;54,7: 80,6 125 (Ho-1)
216 — 1,71 (dl) 80,6 4,52 (H-3)
C2 242  CH,
2B — 1,62 (dldd) 55,7: 39,3 i
C3 806 CH  452(m J=115: 43 Hz)** 24,2:16,5; 28,2 171 (Ha-2)
c4 379 C : : i
C5 547  CH 1,17 (dd, J = 12.4; 2,3 Hz) 23,8:38,0; 16,5; 14,5 1,42 (Ha-6)
Beq — 1,42 (dd, J = 12,8 H2) 1474 1,17 (H-5)
C6 238 CH,
6Bax— 1,37 (d, J = 2,5H2) 39,3; 54,7 i
Taeq — 2,40 (M) 238,557, 107,0; 1474 452 (Hb-17)
C7 380 CH,
7Bax— 1,97 (m) 54,7 107,0; 147,4 .
c8 1474 C : : i
C9 557 CH 1,56 (m) 147,4; 21.,6; 107,0; 14,5 4,87 (Ha-17)
C10 393 C : : i
1106q— 1,64 (M) 39,9; 1474 i
C11 216  CH,
1B — 1,56 (m) 39,9; 55,7; 107,0; 147,4 i
120teq — 2,31 (M) 55,7; 114,9 1,97 (HB-12)
C-12 399  CH,
12Bax — 1,97 (M) 19,2; 21,6; 163,6 2,31 (Ha-12)
C13 1636 C : i i
C-14 1149  CH 5,66 (s) 39,9; 171,6; 19,2 217 (H-16)
C15 1716  C : : i
C-16 192  CH, 2.17* (d, = 0.7 Hz) 39,9: 163,6; 114,9 171,6 5,66 (H-14)
_ 17a— 4,87 (s) 38,0; 55,7 4,52 (Hb-17)
C-17107.0  CHz 194 450 (m, 3= 3.0 Hz)** 38.0; 55.7 1,07 (HP-7)
C-18 165  CHs 0,84 (s) 28,2: 54,7 i
C-19 282  CHs 0,87 (s) 16,5: 54,7: 80,6 i
C20 145  CHs 0,71 (s) 36,7; 39,3 54.7; 55,7 1,25 (Hp-1)
C-21 1711 C - - -
C22 213  CHs 2,05 (s) 80,6; 171,1 :

*Atribuido com base nos espectros de HSQC/COSY. ** Valores de J estimado baseado no espectro de J-Res.
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Conforme informado, os dados de RMN do diterpeno isolado foram comparados com
os dados da literatura para o acido 3a-acetoxi-copélico (70) (Tabela 12) (VARGAS et al.,
2015; CARVALHO, 2016). Os dados de RMN para o acido 70 isolado sdo idénticos dos

relatados na literatura para essa substancia.

Tabela 12: Comparacéao dos dados de RMN observados com os da literatura para o 4cido 3a-acetoxi-copalico
(70) [81 300, 8¢ 75; ppm; CDCls].

RMN de C (5¢) RMN de H (3n)

13C Observado DEPT Literatura* Observado Literatura*

C-1 36,7 CH: 36,8 1,78 (m); 1,25 (m) 1,78 (m); 1,24 (m)
C-2 24,2 CH> 243 1,72 (ddd); 1,62 (dt) 1,75 (m); 1,62 (ddd)
C-3 80,6 CH 80,7 4,52 (m) 4,51 (m)

C-4 37,9 C 38,1 - -

C-5 54,7 CH 54,7 1,17 (dd) 1,17 (m)

C-6 23,8 CH» 23,9 1,72 (d); 1,37 (dd) 1,75 (m); 1,38 (m)
C-7 38,0 CH> 38,0 2,40 (m); 1,97 (m) 2,41 (m); 1,97 (m)
C-8 147,4 C 1475 - -

C-9 55,7 CH 55,8 1,56 (m) 1,56 (m)
C-10 39,3 C 39,3 - -

Cc-11 21,6 CH» 21,7 1,64 (m); 1,56 (m) 1,65 (m); 1,56 (m)
C-12 39,9 CH; 40,0 2,31 (m); 1,97 (m) 2,33 (m); 1,99 (m)
C-13 163,7 C 163,8 - -

C-14 113,9 CH 114,8 5,66 (S) 5,67 (S)
C-15 171,6 C 1714 - -

C-16 19,3 CHs 19,3 2,16 (d) 2,17 (s)
C-17 107,0 CH: 107,1 4,87 (s); 4,52 (m) 4,88 (sl); 4,52 (m)
C-18 16,4 CHs 16,6 0,84 (s) 0,85 (s)
Cc-19 28,2 CHs 28,3 0,87 (s) 0,88 (s)
C-20 14,5 CHs 14,6 0,71 (s) 0,72 (s)
Cc-21 1711 C 1711 - -

C-22 21,3 CHs 21,3 2,05 (s) 2,06 (s)

*Literatura: Vargas et al. (2015), solvente: CDCls, frequéncia: 500 MHz.
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4.2.1.2 Analises dos dados de CL-EMAR e EM do &cido 3a-acetoxi-copélico (70) isolado

De acordo com as analises de CLAE e CL-EMAR (Apéndices 6 e 7,
respectivamente), o acido 3a-acetoxi-copalico (70) isolado exibe boa pureza cromatogréfica.
Também, o m/z medido (361,2370, erro, A = 3,9 ppm) é consistente com a formula do ion
[M-H] esperado, C22H3304".

O ion molecular [M-H] m/z 361,67 do &cido 3a-acetdxi-copalico (70) isolado foi
fragmentado utilizando espectrometria de massas de ion-trap (EM-IT, Figura 36). O ion
fragmento [M-H]" m/z 301,77 apresentou uma diferenca de 59,90 Da devido a perda de
CHsCO2H. Deste modo, a proposta fragmentacdo estrutural para esses ions caracteristicos
com base no espectro encontra-se na Figura 37.

Intens. -MS, 0.3min #13|
x106 [M-H]J '
150 361.67 COO

NN
1.25

1.00

0.75 —’)OLOW W
*H

0.50

0]

301.77

0.25 723.14

662.48
231.59

nAan i 4

Figura 36: Espectro de massa das fragmentagdes do acido 3a-acetoxi-copalico (70) isolado.

m/z 59,90 - =

—_—
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CH3CO,H

m/z 361,67 m/z 301,77

Figura 37: Proposta de fragmentagido do acido 3a-acetdxi-copéalico (70) isolado.
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4.2.1.3 Anélises conformacionais do acido 3a-acetdxi-copélico (70) isolado

O acido 3a-acetoxi-copalico (70) apresenta centros estereogénicos nos carbonos C-
3, C-5 e C-9. Conforme visto no referencial tedrico, ha aceitagdo em geral da configuracéo
de C-9 (HB-9) do acido copaélico (64) e seus derivados como o 3a-acetdxi acido 70. Nessa

configuracdo a cadeia lateral em C-9 devera adotar uma posicédo equatorial (Figura 38).

Figura 38: Proposta de estrutura/conformacéo e analise dos angulos diédricos entre H-3 com Ha-2 e HB-2, e
entre H-5 com Ha-6 ¢ HB-6 no 4cido 3a-acetdxi-copalico (70).

Conforme mostrado na Figura 38, o acido 3a-acetdxi-copalico (70) apresenta
estrutura trans-decalinica onde o H-5 € na configuracdo 3 e estd em relacdo trans-diaxial
com o Ha-6 e axial-equatorial com o hidrogénio HB-6. A equacdo de Karplus, J(0) = Acos?
0 + B cosd + C (KARPLUS, 1963), que relaciona o constante de acoplamento entre Hs
vizinhos com o seu angulo diédrico, corrobora os acoplamentos observados para: 1) H-3
(dd, J = 11,5 e 4,3 Hz) devido aos angulos diédricos desse atomo com Ha-2 e Hp-2,
respectivamente e 2) H-5 (dd, J = 12,4 e 2,3 Hz) devido aos angulos diédricos desse atomo
com Ho-6 e Hp-6, respectivamente. As consideracdes efetuadas aqui justificam as

configuragdes dos centros estereogénicos apresentados para o 3a-acetoxi-acido (70).

4.2.2 Elucidagéo estrutural da substéancia isolada 1RN16-9

Para a substancia 1RN16-9, baseado no conjunto de dados de CL-EMAR, com a
formula CaoH3203, m/z [M-H] 319,2311 (A = 10 ppm, Apéndice 19), [a]o® -33° (CHCls,
25°C, ¢ = 0,0020 g/mL) e as analises espectrais de RMN unidimensional e bidimensional,

comparacdo com os dados dos trabalhos de Vargas et al. (2015) e Carvalho (2016) e analise
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conformacional, foi concluido que a substéncia isolada 1RN16-9 tratava-se do acido 3a-
hidréxi-copalico (68). A seguir, a discussdo da analise detalhada que levaram a essa

elucidacéo estrutural.

4.2.2.1 Anélises dos dados de RMN 1D e 2D do acido 3a-hidroxi-copalico (68) isolado

A identificacdo do acido 3a-hidrdxi-copalico (68) (Figura 39) teve inicio no espectro
de RMN de *H (Apéndice 20). Foram observados trés simpletos provenientes de hidrogénios
de metilas em 61 0,77 (H-18, s); 61 0,99 (H-19, s) e 61 0,69 (H-20, s) (Apéndice 21) e um
dupleto em &n 2,16 (H-16, d, J = 1,0 Hz). Também, foram observados dois duplo-dupletos,
ambos com integral para 1H, em 6n 3,26 (H-3 dd, J = 11,7; 4,5 Hz) (Figura 40) e 6n 1,08
(H-5dd, J=12,6; 2,6 Hz) (Figura 41). Essas constantes de acoplamento foram corroboradas
no espectro de J-Res (Apéndices 30 e 31).

Foram observados também sinais de hidrogénios vinilicos em én 4,87 (Ha-17, sl) e

4,51 (Hb-17, sl)] e em &n 5,67 (H-14, d) (Apéndice 20).

elele]r
14

16

Figura 39: Estrutura do acido 3a-hidrdxi-copélico (68) isolado com numeragdo do esqueleto.



101

H-3

o J=11,7Hz
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L )

Figura 40: Ampliacdo da regido de &y 3,21 - 3,32 do espectro de RMN de *H (64 300 MHz, CDCls) do acido
3a-hidréxi-copalico (68) isolado.

T T T T
1.12 1.10 1.08 1.06 ppm
., )

e
§

Figura 41: Ampliagdo da regido de 4 1,06 - 1,12 do espectro de RMN de *H (84 300 MHz, CDCls) do &cido
3a-hidréxi-copalico (68) isolado.

O espectro de 13C apresentou 20 sinais espectrais (Figura 42, Apéndices 22 e 23) e
com os dados espectrais de DEPT 135 (Apéndice 24) e HSQC (Apéndices 26 e 27), foi
possivel afirmar que essa substancia apresenta 4 sinais de metilicos (CHz), 7 de metilenos
(CH2), 4 de metinicos (CH) e 5 de carbonos quaternarios. Os sinais tipicos de labdanos foram
observados em &c 147,5 (C-8) e 106,8 (C-17) e o sinal da carbonila em ¢ 170,8 (C-15).
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Figura 42: Espectro de RMN de **C (8¢ 75 MHz, CDCl3) do 4cido 3a-hidréxi-copalico (68) isolado.

No espectro do HMBC (Apéndices 28 e 29, Figura 43) foram observadas as
correlagdes semelhantes em relagdo ao acido 3a-acetdxi-copalico (70). O grupo vinilico
apresentou correlagdes de HMBC em 64 4,87 (Ha-17) e on 4,51 (Hb-17) com os sinais de
carbonos em 6c 55,7 (C-9) e dc 38,1 (C-7), respectivamente. O sinal em én 1,96 (HB-7)
correlacionou-se com os sinais de carbono em oc 147,5 (C-8); d¢c 106,8 (C-17) e 0 61 1,54
(H-9) correlacionou-se com o sinal de carbono em &c 147,5 (C-8). O sinal em 6n 0,77 (H-
18) apresentou correlacdo com o sinal de carbono em dc 28,3 (C-19). O sinal em &4 2,16 (H-
16) correlacionou-se com os sinais de carbono em éc 163,8 (C-13) e &¢ 170,8 (C-15) e o
sinal de hidrogénio em 6n 5,67 (H-14) apresentou correlagdo com o sinal em é¢ 39,9 (C-12).

No espectro de COSY (Apéndice 25, Figura 44) foram observadas as correlagdes
entre os sinais em on 1,16 (Ho-1) e 61 1,78 (HpB-1). O sinal em 64 3,26 (H-3) correlacionou-
se com o sinal em &n 1,70 (Ha-2) e 1,62 (HB-2). O sinal do H-5 (dn 1,08) correlacionou-se
com o do HpB-6 (dn 1,38). O hidrogénio com sinal em 61 4,87 (Ha-17) apresentou correlagdes
com os sinais em &y 4,51 (Hb-17); 1,54 (H-9) e 1,96 (HB-7). O sinal em &4 4,51 (Hb-17)
apresentou correlagdo com o sinal em &1 1,96 (HB-7). E por fim, o sinal em 6n 5,67 (H-14)
correlacionou-se com o sinal em &4 2,16 (H-16).

Os dados de RMN 1D e 2D observados para o &cido 3a-hidrdxi-copalico (68) isolado

estdo apresentados na Tabela 13.
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Figura 43: Algumas das correlagdes do HMBC do 4cido 3a-hidroxi-copélico (68) isolado (*H-300, **C-75 MHz, CDCls).



104

§ . ; / . o _ ppm I _— - ppm . ppm

H-19, C-5 | H-18, C-5 20 C5 | A -

— . :-:H 18, C - H-20, C-5 Lss ﬁ'7= C-17 110 _i i

H-20, C-9 — ——15 10 14 —i —F—1H3,CI18

I H-16, C-14 T "

e 126 ]; =
70 130 75

— et < H20, C3 | o —J;—@:a H-3, C-19
.19, C-3 Hp-7.C8_| [HB-11, C-8 s [

Fe 150 e
- 1'2 ------- 1r1 T |Yn ....... ar’ """"" u‘s ....... 0'7 ....... n'ﬁ ....... nr5 ) ppm 2:5 2‘.&! 23 2:2 2.‘] 2{0 1‘.! 1{8 1‘.7 1{5 1‘.5 1.‘“ 1.‘1 1.'2 PPM 3.296 334 332 330 328 326 324 322 320 318 316 314 312 ppm

Figura 43: Algumas das correlagdes do HMBC do acido 3a-hidréxi-copalico (68) isolado (*H-300, *C-75 MHz, CDCls). (Continuagao)
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Figura 44: Correlagdes comuns do COSY do acido 3a-hidroxi-copalico (68) isolado (*H-300 MHz, CDCls).
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Tabela 13: Dados de RMN 1D e 2D do acido 3a-hidréxi-copalico (68) [6n 300, 5¢c 75 MHz; ppm; CDCls].

C 13C (3c) DEPT 1H (81) / HSQC HMBC () COSY (54)
Loax — 1,16 (M) - 1,78 (HB-1)
-1 370 CH. 1eq — 1,78 (M) 14,5;27,8; 78,7: 1475 1,16 (Ho-1)
20eq — 1,70 (d)** 78,7 3,26 (H-3)
C-2 27,8 CH; 2Bax — 1,62 (ddd)** 55,7; 39,1; 78,7 -
c-3 787 CH  326(dd,J=117e4,5 Hz) 37,0; 39,3; 15,4; 28,3 1,70 (Ha-2)
1,62 (HB-2)
C-4 39,3 C - - -
C-5 54,5 CH 1,08 (dd, J=12,6¢€2,6 Hz)** 78,7:39,1; 28,3 1,38 (HB-6)
B0eq — 1,75 (M, J =2,5 Hz)
C-6 239  CH, - 1,08 (H-5)
6Bax — 1,38 (dd, J =12,8 Hz)
o7 1 CH, Toteq — 2,41 (M) 239 1,96 (HB-7)
7Pac 1,96 (M) 106,8; 147,5 2,41 (Ha-7)
C-8 147,5 C - - -
c-9 55,7 CH 1,54 (m) 54,5:147,5: 39,1, 21,6 4,87 (Ha-17)
C-10 39,1 C - - -
1106q — 1,64 (M) 1475 ]
C-11 216  CH, -
11Bax — 1,54 (m) 147,5: 39,1; 106,8; 163,8
120eq — 2,32 (M) 55,7; 21,6; 114,8 -
C-12 399  CH,
12Bax — 1,98 (m) 21,6; 163,8; 114,8 -
C-13 163,8 c - - -
C-14 1146  CH 5,67 (m) 39,9; 19,2; 171,6 2,16 (H-16)
C-15 170,8 C - - -
C-16 19,2 CH, 2,16* (d, J = 1,0 Hz) 163,8; 170,8 5,67 (H-14)
17a— 4,87 (sl) 38,1; 55,7 1,54 (H-9)
C-17 106,8  CH;
17b — 4,51 (sl) 38,1; 55,7 4,87 (Ha-17)
C-18 154  CHs 0,77 (s) 78,7:55,7: 39,1; 28,3 -
C-19 283  CHs 0,99 (s) 78,7: 54,5: 39,1; 15,4 -
C-20 145  CHs 0,69 (s) 37,0: 39,3: 54,5; 55,7 -

*Atribuido com base nos espectros de HSQC/COSY, ** Valores de J estimado baseado no espectro de J-Res
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Os dados de RMN do 4cido 3a-hidroxi-copalico (68) isolado foram comparados com

a literatura (Tabela 14). Os dados da substancia isolada foram atribuidos considerando os

dados de Vargas et al. (2015) e Carvalho (2016). De modo geral, os dados espectrais

observados para 0 3a-hidréxi acido 68 isolado estdo de acordo com os apresentados na

literatura (VARGAS et al., 2015).

Tabela 14: Dados de RMN 1D e 2D do &cido 3a-hidrdxi-copéalico (68) comparada com a literatura para o
acido 3a-hidréxi-copalico (68) [(81)300/ (8¢)75 MHz; ppm; CDCl3].

RMN de 2C (5¢)

RMN de *H (31)

C Observado DEPT Literatura* Observado Literatura*
C-1 37,0 CH» 37,1 1,78 (m); 1,16(m) 1,78 (m); 1,12(m)
C-2 27,8 CH> 27,9 1,70 (dt); 1,62(ddd) 1,71 (m); 1,59 (m)
C-3 78,7 CH 78,9 3,26 (dd) 3,28 (dd)

C-4 39,3 C 39,2 - -

C-5 54,5 CH 54,6 1,08 (dd) 1,07 (m)

C-6 23,9 CH> 24,0 1,75 (m); 1,38 (dd) 1,75 (m); 1,39 (ddd)
C-7 38,1 CH» 38,2 2,41 (m); 1,96 (m) 2,41 (m); 1,95 (m)
C-8 147,5 C 1477 - -

C-9 55,7 CH 55,8 1,54 (m) 1,54 (m)
C-10 39,1 C 39,5 - -

C-11 21,6 CH> 21,7 1,64 (m); 1,54 (m) 1,64 (m); 1,51 (m)
C-12 39,9 CH> 40,0 2,32 (m); 1,98 (m) 2,33 (m); 1,98 (m)
C-13 163,8 C 163,9 - -

C-14 114,6 CH 114,9 5,67 (m) 5,67 (s)
C-15 170,8 C 171,7 - -

C-16 19,2 CH> 19,3 2,16 (d) 2,17 (s)
C-17 106,8 CH> 106,9 4,87(sl); 4,51 (sl) 4,87(sl); 4,51 (sl)
C-18 28,3 CHs 28,4 0,77 (s) 0,78 (s)
C-19 14,5 CH> 14,6 0,99 (s) 1,00 (s)
C-20 15,4 CH> 15,5 0,69 (s) 0,69 (s)

*Literatura: Vargas et al. (2015), solvente: CDCls, frequéncia: 500 MHz.

4.2.2.2 Anédlises dos dados de CL-EMAR e EM do acido 3a-hidroxi-copalico (68)

As analises de CLAE (Apéndice 18) e CL-EMAR (Apéndice 19) referentes ao acido
3a-hidroxi-copalico (68) isolado confirmaram a pureza e a identificacdo estrutural da
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substancia, além dos ions de fragmentacGes proposto neste trabalho. Na analise de CL-
EMAR a substancia apresentou o ion de [M-H] m/z 319,2311 (Apéndice 19), com a proposta
da formula molecular C2oH3103".

O ion molecular [M-H]  em m/z 319,52 do acido 3a-hidrdxi-copalico (68) isolado foi
fragmentado utilizando EM-IT (Figura 45). O ion fragmento de [M-H] em m/z 275,58 se
deve a uma perda de 44 Da (perda de CO>). O ion fragmento de [M-H] m/z 217,64 pode
resultar do ion em m/z 275,58 através de duas fragmentacOes simultaneas, com a perda de
H>0O (18 Da) e de um fragmento C3sHg4 (40 Da) (Figura 46).

5(10“’ -MS2(319.60), 2.4-2.4min #80-81|

217.64
S

¢ [M-HJ

319.52

99.83 l 275.58

L Ldo
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Figura 45: Espectro de massas das fragmentagdes do acido 3a-hidroxi-copélico (68).

m/z 18,01
H,O

)

CaHy 2
m/z 39,93
m/z 319,52 m/z 275,58 m/z 217,64

HO"

Figura 46: Proposta de fragmentagio do acido 3a-hidroxi-copélico (68).

4.2.2.3 Anélises conformacionais do acido 3a-hidréxi-copalico (68)

Para a determinacdo estereoisdmera dos hidrogénios dos C-3 e C-5 do acido 3a-
hidroxi-copalico (68), seguiu-se a mesma proposta do acido 3a-acetoxi-copélico (70,

ilustrado na Figura 38), baseando-se na metila angular (C-20) na configuragao o ¢ do H-9 3
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axial. Nessa proposta os angulos diedros para o hidrogénio H-3 com os hidrogénios Hf3-2
(60°, (J pequeno) e Ha-2 (180°, J grande) sdo coerentes com os valores das constantes de
acoplamento, sendo J (H-3ax-Ha-2ax) = 11,7 Hz e J (H-3ax € HB-2¢q) = 4,5 Hz. Os angulos
diedros para o hidrogénio H-5 com os hidrogénios Ha-6 (180° J grande) e HB-6 (60°, J
pequeno), apresentam os valores coerentes com os valores das constantes de acoplamento,
sendo J (H-5ax e Ha-6ax) = 12,6 Hz e J (H-5ax ¢ HB-6eq) = 2,6 Hz. Assim, os acidos 3a-
acetoxi-copalico (70) e 3a-hidroxi-acido (68) apresentam as mesmas configuracfes em C-3,
C-5, C-9 e C-10.

4.3 Elucidacao estrutural das substancias sintetizadas
4.3.1 Identificacdo do produto de desacetilaciao do acido 3a-acetdxi-copalico (70)

No CL-EMAR, o produto da reagdo de desacetilagdo do acido 3a-acetdxi-copalico
(70) (secdo 3.8.1) apresentou o ion [M-H] em m/z 319,2258, ion férmula C2oH3103™ (A = 6,6
ppm) e férmula molecular C2oH3203 (Apéndice 33). Esses dados sdo analogos da analise de
EMAR do 4cido 3a-hidroxi-copalico (68) (Apéndice 19). O espectro de RMN de H
(Apéndices 34 e 35) ¢ idéntico ao espectro do acido 3a-hidroxi-copélico (68) (Apéndices 20
e 21), diferindo do espectro do material de partida de (70) (Apéndices 8 e 9) e pelo
deslocamento quimico menor do sinal de H-3 e auséncia do simpleto referente ao & 2,06
(H-22). Assim, os dados de EMAR e RMN de 'H corroboram a formagdo do produto
esperado, o 3a-hidroxi-acido (68) (Figura 47).

COOH COOH

Desacetilacao
—_—

HO"

Massa: 6,7 mg (20,9 pmol)
MM: 320,24 g/mol

FM: C,3H;,04
Rendimento: 76,0 %

Massa:10,0 mg (27,5 umol)
MM: 362,67 g/mol

Figura 47: Sintese do acido 3a-hidréxi-copélico (68) a partir do acido 3a-acetdxi-copéalico (70) isolado.
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A proposta de mecanismo (Figura 48) da reagdo de desacetilagdo do 3a-acetdxi-acido
70 em meio bésico tem inicio com o ataque nucleofilico do hidréxido ((OH) a carbonila do
grupo acetila formando um intermediario 70a. A decomposicao desse ultimo leva a formagéo
de ion de acetato e do intermediario 70b que, apos protonacdo pelo meio reacional, leva a

formacéo do produto desacetilado, o acido 3a-hidréxi-copalico (68).

Figura 48: Proposta de mecanismo da reagdo de desacetilagdo do acido 3a-acetoxi-copalico (70).

4.3.2 Identificagido do produto de acetilagio do acido 3a-hidroxi-copalico (68)

Na reacdo de acetilagdo do acido 3a-hidroxi-copalico (68) (secdo 3.8.2) o produto
apresentou ion [M-H] em m/z 361,2374, com ion férmula C2H3304 (A = 2,9 ppm)
(Apéndice 37) consistente com a acetilagdo (inclusdo de CH>C=0 na estrutura do material
de partida durante a reacdo e formula idéntica gerada na analise por EMAR do acido 3a-
acetoxi-copalico (70) (Apéndices 8 e 9). O espectro de RMN de *H (Apéndices 38 e 39)
desse produto € idéntico ao espectro do acido 3a-acetoxi-copalico (70) isolado (Apéndices
8 e 9), diferindo do espectro do material de partida (68) (Apéndices 20 e 21), pelo valor
maior do deslocamento quimico do sinal do H-3 e a presenca do simpleto referente a metila
do grupo acetila em on 2,06 (H-22) no espectro do produto. Assim, os dados de EMAR e

RMN de *H corroboram para a formag&o do produto, o 3a-acetoxi-acido (70) (Figura 49).

COOH
S

Acetilagdo

COOH
N

B o A
HO" )J\o\“ )

= H
68
Massa:11,2 mg (34,9 umol)

MM: 320,24 g/mol
FM: C20H3203

70

Massa: 8,9 mg (24,5 umol)
MM: 362,67 g/mol

FM: C,,H;,0,
Rendimento: 70,2 %

Figura 49: Sintese do acido 3a-acetdxi-copélico (70) a partir do acido 3a-hidréxi-copélico (68) isolado.
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A proposta de mecanismo (Figura 50) da reacdo de acetilacdo do 3a-hidroxi-copéalico
(68) tem inicio ao ataque nucleofilico do par de elétrons livres do nitrogénio da molécula de
DMAP a uma carbonila do anidrido acético, formando um intermediario N-acilpiridinio
acetato 68a, 0 mecanismo mais aceito para 0 DMAP nessas condi¢bes (XU et al., 2005).
Para Spivey & Arseniyadis (2004) a eficiéncia da catélise desta reacdo esta intimamente
relacionada para a estabilidade do intermediério sal de N-acilpiridinio 68a.

Em seguida, o par de elétrons ndo ligantes do oxigénio da 3a-hidroxila do &cido (68)
ataca a carbonila do cation N-acetilpiridinio 68a, formando um novo intermediario 68b, que
entdo e desprotonado no meio reacional para formar o intermediario 68c (XU et al., 2005).
Assim, o intermediario 68c sofre rearranjo de elétrons para formar o acetilado (RNPR-2)

acido 3a-acetdxi-copalico (70) como produto final e a regeneracdo da DMAP.

\N/
@
= ©)
O Q) . | SN
- HO\
9/ \/ O‘/
68
N,
N
N,
N

Figura 50: Proposta de mecanismo de acetilacdo do alcool secundario do &cido 3a-hidréxi-copélico (68).

4.3.3 Identifica¢do do produto de butirilagao do acido 3a-hidrdxi-copalico (68)

O material de partida, o acido 3a-hidréxi-copélico (68) (isolado a partir da fracéo
fixa do 6leo-resina de copaiba conforme descrito nas se¢des 3.6.1 e 3.7.1), apresenta formula
molecular de C20Hz203 de acordo com dados de EMAR (secdo 4.1.2.2). Apés a reacdo em
condic@es de butirilacdo (se¢do 3.8.3), o produto apresentou um ion [M-H] em m/z 389,2724

(A =-6,9 ppm) com a formula C24H3704 (Apéndice 41), consistente com a inclusdo de um
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agrupamento C4H-O durante a reagdo. Abaixo é apresentado com destaque a substancia
butirilada (Figura 51).

24CH; O

X

22

136
Figura 51: Estrutura do produto butirilado (136) com destaque nos carbonos C-22, C-23, C-24.

Andlise do espectro de RMN de 'H do produto sintetizado também corrobora o
sucesso da reacdo de butirilacdo do acido 3a-hidroxi-copalico (68). Como era de esperar, 0
material de partida (Apéndices 20 e 21) e o produto sintetizado (Apéndices 42 e 43)
apresentam sinais similares de RMN de *H como &n [5,67 (H-14, s); 4,87 (Ha-17, s); 2,16
(H-16, d), 0,87 (H-18, s); 0,85 (H-19, s); 0,71 (H-20, s)]. Também, no espectro de RMN de
'H do produto tem um sinal em &n 4,52 com integral para 2H pela sobreposicao dos sinais
de (Hb-17 e H-3, m), como foi visto nos sinais correspondentes a esses dois &tomos na outra
substancia acilada, o 3a-acetdxi-acido (70) isolado (Apéndice 8 e Figura 32), juntamente
com trés novos sinais da cadeia do agrupamento butirila em 612,29 (2H, H-22,t, J = 7,41
Hz); 0,95 (3H, H-24,t,J =7,2 Hz) e 1,66 (H-23, m) (Apéndices 43, Figura 52) no produto
formado (136) (Figura 53).

5y 1,66 H-23

Figura 52: Ampliacio da regido de 5n 1,56 - 1,78 do espectro de RMN de *H (4 300 MHz, CDCls) do &cido
3a-butanoiloxi-copélico (136) sintético.
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Massa: 4,1 mg (10,5 pmol)
MM: 390,28 g/mol

FM: C,4,H330,
Rendimento: 42,2 %

Massa: 8,0 mg (24,9 pmol)
MM: 320,24 g/mol

Figura 53: Sintese do acido 3a-butanoildxi-copdlico (136) a partir do acido 3a-hidrdxi-copélico (68) isolado.

O mecanismo de reacdo de butirilacdo do 3a-hidréxi-copalico (68) é bastante similar
ao mecanismo da reacdo de acetilacdo. Onde a reacdo tem inicio ao ataque nucleofilico do
par de elétrons livres do nitrogénio da molécula de DMAP a carbonila do anidrido butirico
e segue conforme descrito acima (para 0 mecanismo de acetilacao) até a formacao do produto
final (136) com a formacdo do ion de butanoato e piridina protonada e a regeneracdo da
DMAP.

4.4 Andlises dos rendimentos isolados, sintéticos e (potenciais) globais

Em uma analise mais detalhada dos rendimentos dos diterpenos isolados, foi
constatado que a partir de 8 g da fracdo ndo volatil do 6leo-resina de copaiba resultou no
isolamento de 60 mg (0,75%) do acido 3a-acetoxi-copélico (70) e 30,1 mg (0,38%) do acido
3a-hidroxi-copélico (68). Considerando os rendimentos de 76 e 70 % das reagdes de
desacetilacdo e acetilacdo, respectivamente. A partir de 30,1 mg do isolado 68 (por
acetilacdo) poderia ser gerada a massa do sintético 70 de 23,9 mg de rendimento. A partir de
60 mg do isolado 70 (por desacetilagdo) poderia ser gerada a massa teorica do sintético 68
de 40,2 mg de rendimento. Assim, a partir de isolamento da fracdo ndo volatil do 6leo-resina
seguida de transformacao sintética, poderia ser gerado um total de 83,9 mg (1,05%) do &cido

3a-acetoxi-copalico (70) ou um total de 70,3 mg (0,88%) do acido 3a-hidroxi-copalico (68).
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5 CONCLUSAO

O residuo industrial ndo volatil do éleo-resina de copaiba comercial mostra-se uma
fonte promissora dos labdanos conhecidos, o acido 3a-hidroxi-copalico (68) e o acido 3a-
acetoxi-copalico (70). A interconversao do isolado 68 em 70 (sintético) e do isolado 70 em
68 (sintético), por acetilacdo e desacetilacdo, respectivamente, ocorre com bons rendimentos
e é de potencial utilidade préatica. A sintese de um derivado inédito do acido copaélico, o acido
3a-butanoiloxi-copalico (136), em razoavel rendimento foi demonstrado e aponta para o
potencial dos &cidos diterpénicos isolados em esquema de prospeccao de novas moléculas.

Um levantamento e andlise da literatura sobre a composi¢do quimica de Copaifera
spp. revelou a importancia de caracterizar os diterpenos isolados dos 6leos-resinas de
copaiba por rotacdo Optica devido a relatos descrevendo o isolamento das formas
enantioméricas de substancias (e.g. &cidos copalico/copaiférico) a partir dos dleos-resinas
de copaiba de fontes diferentes. Assim, 0 grau de pureza enantiomérica é de especial
relevancia para aplica¢bes farmacoldgicas, entre outras.

O levantamento de dados também revelou a presenca dos &cidos copalico (64) e 3a.-
hidroxi-copalico (68), os seus ésteres de metila e outros derivados em espécies de diversos
géneros e familias o que os eliminam como marcadores especificos de Copaifera spp. e
6leos-resinas de copaiba.

Deste modo, 0 estudo demonstrou a relevancia de se trabalhar com residuos vegetais
do bleo-resina de copaiba comercial ricos em substancias com alto potencial farmacoldgico,

além da utilizacdo dos mesmos para producdo de derivados semissintéticos.
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7 APENDICES

Apéndice 1: Espectro de RMN de 'H da fragdo néo volatil do 6leo-resina de copaiba em CDCl; (300 MHz).
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e ————— i & E Current Data Parameters
NAME Roneiz2_ F.C1B
EXPNO 1
PROCHNO 1
rr:- g g 2 g g F2 - Acguisition Parameters
o oo oo [T RRTa TS Date_ 20220715
oot - - - Time 14.22
seesrsr I R - o INSTRUM FOURIER300
\ \/ \( / o L < PROBHD 5 mm DUL 13C-1
[ L) L PULPROG 29
. N D 65536
e R SOLVENT CDC13
\ ( | ‘ ws 32
Ds o]
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687021 sec
RG 8.12746
DwW 81.920 usec
T T DE 6.50 usec
TE 223.2 K
3.30 3.25 ppm D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFOl 300.2012513 MH=z
NUC1 1H
Pl 8.50 usec
PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
S 65536
SF 300.2000030 MH=z
WDW BEM
SSB o]
LB 0 Hz
Ll\ GB o]
PC 1.00

T T T T T T T T T T T T T T T

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 05 p
CI B SRR TR
- - - =] clem|alv|s|vlevir~clalcls|<sti—+

T
Pm



Apéndice 2: Espectro de RMN de 'H da fragdo Hexanica da fracdo ndo volatil do dleo-resina de copaiba em CDCl; (300 MHz).

F.HEX (1H; CDC13; 8,0 mq)

21/07/2022 Op.

o st o Oy = ]

[
oo
sy

=r
(o]
=

o L
<
=

3.689

Sabrina

LA i DR

[o0]
=07 — GO ™
o) 0 NN
NN NN

2.161
2.111
2.057

2.015
2.001
1.975
1.956

H1.828

F1.891
1.877
1.691
1.628
1.598
1.597
1.505
1.481
1.367

253
1.108
1

1

100
1.066

990

982
0.900
0.880
0.871
0.847
0.799
0.714
0.681

o

=S .

0
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Current Data Parameters

NAME Roneiz2 F.HEX
EXPNO 1
PROCNO 1
FZ - Acquisition Parameters
Date_ 20220721
Time 15.15
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT cDC13
NS 32
DS 0
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687021 sec
RG 8.98903
DWW 81.920 usec
DE 6.50 usec
TE -1.0 K
D1 1.00000000 sec
TDO
======== CHANNEL f]l ========
SEO1 300.2019513 MHzZ
NUC1 1H
Pl 8.50 usec
PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
SI 65536

J SF 300.2000023 MHz
WDW EM
3SB 0
LB 0 Hz
GB 0
FC 1.00

| T |
75 7.0 6.5 60 55 5.0 4.5 40 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm
1188|825 |3IK |8 &2

b= (=2 Te] © [=2] [=] Ot N DI M N DL

1=] 7] =] M~ M~ 7] QNN O|QD(™=|m K2 Al R

™ o ™ ™ (=] [=] = | ||| M@ [N|M |0~
-

6.69
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Apéndice 3: Espectro de RMN de 'H da fragdo CHCl; da fragdo ndo volatil do 6leo-resina de copaiba em CDCls (300 MHz).

F.Cl (1H; CDC13; 11,4 mg)
11/07/2022 Op. Sabrina

O OWOMNWMNEWOMNONT 00N 0 A 0O U0N OWw 0o OOCLw 0@~ O st W)
O~ dh~-O0 Y 4000 J00 oo oM~ Oowm o 'Wwo o \WI i<t oM~ o
N oM e OO O OO W W S s SN N M NN e e e e = Oy OOy GY 00 00 a0 MO
[T IR A A S B Bt B o I o o B e I i e B B O B B B B B e | L B B B B e B B M R e e B e i e i e B o [ e i > e B}

t‘k.i UO'U g -:—r; g Current Data Parameters
oo 0O O uy =t NAME Ronei22_F.C1
-t . EXPNO 1
I e PROCNO 1
\\ k/) \ / F2 - Acgquisition Parameters
Date_ 20220711
Time 15.01
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG z2g
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 32
DS 0
SWH 5103.516 Hz
FIDRES 0.09%3132 Hz
AQ 5.3687031 sec
RG 8.04715
DW 81.920 usec
DE 6.50 usec
TE 2923.9 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
| ======== CHANNEL fl =======—
SFO1 300.2019513 MH=z
NUC1 1H
Pl 8.50 usec
PLW1 20.00000000 W
L— F2 - Processing parameters
ST 65536
SF 300.2000023 MH=z
WDW EM
SSB 0
LB 0 H=z
GB 0
I I T I T I T I T I I I I T I BC 1.00

4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1. 0.5 ppm

TR



Apéndice 4: Espectro de RMN de 'H da fragdo AcOEt da fragdo ndo volatil do éleo-resina de copaiba em CDCl3 (300 MHz).

F.AC etila
21/07/2022 Op.

= & 0o o0~
I~ 0~ 00 ™~ A\
OO o
[EeRNEREES SV

2.352
2.324
2.168

(1H;

CDC13; 8,9 mg)
Sabrina
T O W OM S O OO0 AN 0D OO N 0O o~
WU W DYoo oW ON RN s OO N o O~ OO0 O o N s s
—H O OO N DO WM O N M D OO OO OYOYOY Oy W
[N I N N B G R e I e e B e T e T e e e O TR e I B e B s e B e B e B s O s O s s B e R s e B e B s N ey N S0 D 0 Y D [ b [ S [ ]

0.800
0.715
0.682

135

NAME
EXPNO

| Loz Frooio

— Acquisition Parameters

F2
Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULFPROG
TD
SOLVENT
NS

DS

SWH
FIDRES
AQ

RG

DW

DE

F2
ST
SF
WDW
SSB
LB
GB
PC

7.5 7.0

6.5 6.0 5.5

1.00
11.70

Current Data Parameters

Ronei22 F.AC etila
1
1

20220721
14.37
FOURIER300
5 mm DUL 13C-1
zg

55536
CcDCl13

32

0

6103.516
0.093132
5.3687091
10.0639
81.920
5.50

~1.0
1.00000000

CHANNEL f1

300.2019513

1H

8.50 usec
20.00000000 W

— Processing parameters

65536
300.2000021 MH=Z
EM
o]
0 Hz
0
1.00
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Apéndice 5: Espectro de RMN de 'H da fragdo aquosa da fragdo ndo volatil do éleo-resina de copaiba em CDCl3 (300 MHz).

F.H2O0(1H; CDC13; 6 mg)

21/07/2022 Op. Sabrina lEl)IiI!I.III“;IEE:I='

O N DO A O N O s O Y WO 0O ) s U v 00 DN 0D (N
[~~~ < v OO WM~ O O M NO YO OO 0N D O Oy W
OO 0O OO NS ST M0N0 Mo N A O C) Cﬁ Cﬁ QD @) 03 F\ F\ F\ F\ U7 UW <T ™
SRS EES s B A RO RS RO B ELO BN NSNS NN BN R Ot BN RSN ERSN RO Cﬂ r% r% r% f% r% r% r% r4 r% r4 f% r4 —

\m——

Current Data Parameters

NAME Roneiz2Z F.HZ20_ MeOH

EXPNC 1

PROCNC 1

F2 - Acguisition Parameters

Date_ 20220721

Time 14.22

INSTRUM FOURIER300

PROBHD 5 mm DUL 13C-1

PULFROG zg

TD 65536

SOLVENT CDC13

NS 32

Ds 0

SWH 6103.516 Hz

FIDRES 0.093132 Hz

AQ 5.3687091 sec

RG 16.6279

DW 81.920 usec

DE 6.50 usec

TE -1.0 K

D1 1.00000000 sec

TDO 1

======== CHANNEL fl ========

SFO1 300.2019513 MH=z

NUC1 1H

Pl 8.50 usec

PLW1l 20.00000000 W

F2 - Processing parameters

51 65536

SF 300.2000026 MH=z
J WDW EM

55B 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.00

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

LI SEEHARE s



Apéndice 6: Andlise de CLAE do acido 3a-acetoxi-copalico (70) isolado da fracdo fixa do 6leo-resina.

Acquired by
Sample Name
Sample ID

Tray#

Vail #

Injection Volume
Data File Name
Method File Name
Batch File Name
Report File Name
Data Acquired
Data Processed

C:\LabSolutions\Data\Ronei\Cromatograma\1RN16-6\cromatograma25.icd
: Ronei
:1RN16_6
:1RN16_6
1
12
:20uL
: cromatogramaz25.lcd
: método 1.lcm

: Default.lcr
1 15/03/2022 14:36:59
1 15/03/2022 14:54:56

137

<Chromatogram>

C:\LabSolutions\Data\Ronei\Cromatograma\1RN16-6\cromatograma25.lcd

mAU ]

206] PDA Multi 1
150-|
100
504
04

oo 25 " s T 45T T Tdo 125 180 175
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Apéndice 7: Analise de CL-EMAR e EM do acido 3a-acetdxi-copalico (70) isolado da fragdo fixa do 6leo-
resina.

Analysis Info Acquisition Date 3/7/2022 11:38:09 PM
Analysis Name D:\Data\Usuarios\2022\Adrian\Alunos\Ronei\LC-MS\07-03-2022\0DS_APCI-_1RN16-6_78ISO_1-47_01_3861.d
Method LC-MS_Tune-Wide_APCI-_ComFocus_100-1600_20min.m Operator BDAL@DE

Sample Name ODS_APCI-_1RN16-6_78ISO Instrument micrOTOF-Q

Comment ODS 50x2,0mm

FIx=0,4 mL/min - CSplit; F=350C; P=3123psi; Inj=4uL;
A(H20+0.1%HCOOH)/B(MeOH)

0-12m-78%

12-14m-78-100%

14-16m-100%

16-18m_100-78%,

18-20m_78%

Inj:MeOH

Calib.:-TunemizAPCI_end

Intens. ] ODS_APCI-_1RN16-6_78ISO_1-47_01_3861.d: BPC 289.9990-999.9967 -All MS, Smoothed (2.00,1,GA)
1

Inten®7 ODS_APCI-_1RN16-6_78ISO_1-47_01_3861.d: UV Chromatogram, 229 nm

e 5 ) 7 T T T T8 T  Timeming

Intens. | -MS, 4.8min #286
x104]
361:2370

394.12347
"33 340 3% 380 370 a8 30  m=z

Adduct Meas. m/z lon Formula m/z err [ppm]  mSigma Score
M-H 361.2370 C22H3304 361.2384 3.9 5.9 100.00
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Apéndice 8: Espectro de RMN de 'H da substancia isolada, o acido 3a-acetoxi-copélico (70) em CDCl; (300 MHz).

Ronel RN1&6-6 (1H; CDcl3; 10.8 mg)
13/05/2021 Op. Zelina

<)
BRUKER
(. ><)

ke OO O o O~ N0 A0 O A OO M O )0 O
O [ MR NI o B MO 40O 40OV NN N0 O
\O (et RIS N A A OO0 O N NN
Lo S N NN NN A A A A A A A A A A A A A A A O
N e
NAME RMN-RN16-6
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20210513
Time 10.16
INSTRUM FOURIER300Q
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 32
DS 2
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AD 5.3687091 sec
RG 8.6841
DW 81.920 usec
DE 6.50 usec
TE 204.8 K
Dl 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 300.2019513 MH=z
NUC1 1H
Pl 8.50 usec
PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 300.2000024 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0 Hz
GB 0
PC 1.00
I I I I I I I I I I I I
5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 0.5 ppm

15 1.0
EE R
Olr|r=IN|=|C[©[mn




Apéndice 9: Ampliacdo do espectro de RMN de *H da substancia isolada, o 4cido 3a-acetoxi-copalico (70) em CDCl; (300 MHz).

O~ ™~ O O s N AN DA™ MO A ™ O S el
o NelaNe] N — @ O O N TN (NH @O0 NN N O r~ =r —
= ™ o — o O YD [~ ™~ O WO O st M N A o o ~—~ (:‘f::><::—_j>
o~ N ™~ [QVIRGN [ VRS A | 2 e e e B s e B LA A s e A e s B e R L o O (@] IEI;I:I'IJII‘{IIE:I;I
Current Data Parameters
NAME RMN-RN16-6
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20210513
Time 10.16
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 32
DS 2
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hez
AQ 5.3687091 sec
RG §.6841
DW 51.920 usec
DE 6.50 usec
TE 294.8 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 300.2019513 MHz
NUC1 1n
Pl 8.50 usec
PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 300.2000024 MHz
25 24 23 22 2.1 1.8 1.7 16 15 14 13 12 11 1.0 09 08 ppm fon o
LB 0 Hez
TETOW % h f dalelele e W Rl e W - °
(| N[ |9 r o bt/ ) e < PC 1.00
==l o]l~ - o~ - | © o

140
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Apéndice 10: Espectro de RMN de *C da substancia isolada, o acido 3a-acetdxi-copalico (70) em CDCl3 (75 MHz).

Ronei_RN16-6 (13C; CDel3; 10.8 mg)
13/05/2021 Op. Zelina

o8 2 a £ & 0 mm GTenn oMo Mo M m
JER R : - g ra 83888 RYI2TRNAF BRUKER
= @ = - =1 o ) T Pl
P =1 3 3 = @ B Fo R R AR R ey ek e ) Lx)
Vo | N TNV
NAME RMN=-RN16-6
EXFNO 2
FROCNO 1
F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20210513
Time 1z.21
INSTRUM FOURIERIOO
FROBHD S mm DUL 13C-1
FULPROG zapg 30
TD 32768
SOLVENT cDCl3
NS 5940
DS 0
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187
oW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 294.6 K
Dl 0.40000001 sec
Dll 0.03000000 sec
D3l 0.00000875 sec
D40 0.01963016 sec
14 20
LS 11
P32 90.00 usec
TDO 1
-------- CHANNEL fl mmmsmmm=
SFOL 75.4928982 MHz
NUC1 13C
Pl 8.75 usec
FLW1 50.00299835 W
CHANNEL £2
SFOZ 300.2012008 MHz
nucz 1H
CPDPRG[2 waltzlé
FCPDZ 90.00 usec
PLWZ 20.00000000 W
X PLA12 0.17839599 W
PLW13 0.08973100 W
F2 - Processing parameters
| sI 32768
SF 75.4853500 MHz
il - Wil y
! M [ sSB 0
- LB 3.00 Hz
T T T T T

! ! ! T ! T T T GB

T T T T T T 0
180 170 160 150 140 130 120 110 100 20 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm e L.40



Apéndice 11: Espectro de DEPT 135 da substancia isolada, o acido 3a-acetoxi-copalico (70) em CDCl; (300 MHz).

Ronei_RN16-6 (DEPT 135; CDC13; 10,8 mg)
13/05/2021 Op. Zelina

w @

@ -1 0 - [T R — o TO MmN T T
- . w ~ o o oW k] PR S I N
— o o W T ] o @ THAS® W T
- =] @ W e o0 PR R e G

125 120 115 110 105 100 9 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 ppm

<)
BRUKER
(>

Current Data Parameters

HAME RMN-RN16-6
EXFPNO 4
FROCNO 1

FZ - Acqguisition Parameters
2021081

14.10
FOURIER3IOOD
PROBHD 5 mm DUL 13C-1

PULPROG dept 135

TD 65536
SOLVENT cDC13

NS 1592

Ds L]

SWH 24414.0862 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG 501.187

oW 20.480 usec
D 10,00 usec
TE 294.4 K
CHNST2 145.0000000

Dl 1.00000000 sec
Dz 0.00344828 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000850 sec
D34 0.00344003 sec
D35 0.00345303 sec
L4 {

P32 50.00 usec
TDO 1

=== CHANNEL f1 ==
75.4913888

13C
8.75 usac
: 17.50 usec
PLWL 50.0029%835 W
-------- CHANNEL f2 ========
SFO2Z 300.2012008 MH=z
ucz 1H
CPDPRG[2 waltzlg
P3 8.50 usec
B4 17.00 usec
PCPD2 50.00 usec
PLWZ 20.00000000 W
PLWL2 0.17839599 W
FZ - Processing parameters
=31 32768
SF 75.4853500 MHz
WDOW EM
SEE L]
LB 1.00 Hz
CE o

BC 1.40

142



Apéndice 12: Espectro de COSY da substancia isolada, o acido 3a-acetdxi-copalico (70) em CDCls (300 MHz).

Ronei_ RN16-6 (COSY; CDC13; 10,8 mg)
14/05/2021 Op. Sabrina

|
i L'W‘n_q\a’kh\""‘pﬂ whm'ﬁk"hm-'wJ W

) A
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Current Data Parameters
HAME EMN-RN16-6

) 100
CHO 1

©

F2 - Acquisition Paramsters
Dats_ 20210514
Time 9.39
FOURIER300
5 mm DUL 13C-1
cosygpgE

CGPNAM([1]
GPZ1
Fls

-4 1w
SE0L
FIDRES
W
FnMODE

sI
-5 =F 30
WOW
SSB
1B
B
BC

6 s
M2
SF 30
WOW
558

5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0

2.980232
0.1677722

FZ - Processing

F1 - Processing

2048

16
6103.516

24,527
8l.920
6.50
293.0
00000300
00000000
00000400
00020000
00016380

CHAMMEL f1 ===
300.2015513

1H
8.50
8.50

= GRADIENT CHANMEL

SINE.100
10.00
1000.00

sec

usec
usec
K
sec
s8C
s8C
sec
geC

usec
usec
20.00000000 W

&

usec

F1 - Acquisition parameters
256

parameters

2048
.2000027
QSINE

0

0

0

1.40

MHz

Hz

paramsters

512

=
.2000028
QSTNE

0

0

0

MHz

Hz
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Apéndice 13: Espectro de HSQC da substancia isolada, o acido 3a-acetdxi-copalico (70) em CDClIs (300 MHz).

Zelina

RoneiZl_RN16-6 (HSQC; CDC13; 10,8 mg)
13/05/2021 Op. ’ ’ ’ BRUKER

Current Data Paramsters
RME

o FOni-F] 6-6
EiEND zo0
FROCHO 1
F2 - Bequisition Parameters
Date_ 20210515
Time 1s.1a
INSTRUM FOURIER300
ppm FPROBHD 5 mm DUL 13c-1
FULFROS ho qoapph
n 2048
soLvENT cpe13
s 51
ps 15
10 swa €103.51¢ m=
FIDRES 2.980252 mz
no 0.1677722 sec
’ R& 1.18
e Dw 51.520 usec
D= £.50 neac
- = 23d.2 K
20 cusT2 145.0000000
*» < Do 0.00000300 s=c
b1 1100000060 zac
ey = Da 0.00172414 see
bll 0103000080 sac
- pl3 0.00000400 =oc
J— ple 0.00020000 sac
- [ 30 B31 0100000850 zac
. paz 0.00001700 s=c
b33 0100000930 zac
p31 0100001860 -ac
p38 0100100060 -ac
— - - = - p37 0100000040 -ac
B p38 0100001745 zac
— o -> 40 paz 0.00000080 -ac
pa3 0100002300 -ac
pa1 0100120000 -ac
pas 0.00051614 -ac
0 0100003450 -oc
La 18
50 P35 80.00 veec
L £l - -
o - e

60

e
CPDPRG[2
Y

80

s
s
s
Fl - hequisition parametszs
90 ™ %5
sFol 75.49214 MH=z
FIDRES 111526533 EHz
aw 185.777 ppm
FolODE TEPI
F2 - Processing parameters
100 ar 102a
sF 300.2000000 MHz
WO Qs TNE
558 2
> > LB 0 Hz
— = o
110 Fo 1.40
Fl - Processing parameters
s1 1024
< nez TPEI
sF 75.4853500 o=
WO Qs INE
I I I I T I T I I I I I T i 2
e 0 Hz
0

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm -
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Apéndice 14: Ampliacdo do espectro de HSQC da substancia isolada, o acido 3a-acetéxi-copalico (70) em CDCl; (300 MHz).

. |
! ) A A Ji v \ / \
e N e N e T i P NI e N N N S N ppm

20
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Apéndice 15: Espectro de HMBC da substancia isolada, o acido 3a-acetdxi-copalico (70) em CDCl3 (300 MHz).

Roneli2l1 RN16-6 (HMRBC; CDC13; 10,8 mqg)

‘ BRUKER
13/05/2021 Op. Zelina

Current Data Parameters

MRME RMN-FH1 6= 6

EXPNO 300

PROCHNG 1

F2 - Requisition Parameters

Date_ 20210513

Time 20.42

IN5 TROM FOURIER300
ppm PROBHD 5 mm DUL 13C-1

PULPROG heabeegp Lpmelet
£ L 2048
T 5OLVENT cpols
— - e . - s 120
— £ - = o ¥ - Ds 16
i - - = ~ 20 SWH 6103.516 Hz
= o @ - FIDRES 2.9680232 Hz
E aQ 0.1677722 sec
X RG 501.187
_— o= > DI 81.920 usec
3 = ° = [ DE 6.50 usec
1 T 294.0 K
ot cusT2 145.0000000
— E—J s L — CHST13 7.0000000
— - L @ @ ~ 40 =0 0.00000300 sec
3 Dl 1.00000000 seo
3 D2 0.00324828 sec
3 D& 0.07142857 see
* F D16 0.00020000 sec
3 D31 0.00000850 sec
I —— - - - — - % D3z 0.00001700 sec
- D33 0.00000930 sec
- — D36 0.00100000 see
ES 60 D38 0.00003010 sec
Mo 0.00003010 sec
3 _ CHANMEL £1 = =
4 300.2019513 MHz
3 1n
—— 8.50 usec
3 - < ~ 80 17.00 usee
— % 20.00000000 W
4 CHANMEL £2 =
3 L 75.4932760 MHz
E 13¢
E 9.30 usec

50.00000000 W

L

Y i

.

3 100

— 140

— 160

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0

1.5

ppm

= CGRADIENT CHANNEL

GPMAM[1]
GPIAM [2]
GPWAM [3]
Pzl
@pz2
GPE3
P16

Fl - Acquisitio:
D

SFO1

FIDRES 12
sW

FuMODE

F2 - Processing

sF 300

Fl - Processing

sF 75

SINE.100
SINE.100
SINE.100

1000.00
n paramsters
256
75.49328 MHz
9.775742 Hz
220.037 ppm

QF
parameters
1024

.1999963 MHz
SINE
[

0 Hz
o
1.40

parameters
1024

QF
4853500 MHz
SINE

[

0 Hz
o



Apéndice 16: Ampliacdo do espectro de HMBC da substancia isolada, o acido 3a-acetoxi-copalico (70) em CDCl; (300 MHz).

Ronei RN16-—6 (HMBC; CDCl3; 10,8 mg)
13/05/2021 Op. Zelina BRUKER

Current Data Paramsters

MAME, R RN 8- 6
it
Proctio f
\ F2 - Aogquicition Pacametess
i N AN N Date, Z0210513
e S NN e PP ™ oA ppm .- 20.42
T RO FOURTERG00
Do 136

PULPROG

= - = = T PROBHD 5 mm

0
1
0.
0.07142857 sec
0.00020000 sec
D3l 0.00000850 sec
0
0
0
0
0

- D3z 100001700 sew
— D33 100000930 see
L 30 D36 100100000 see
[ar>] (<] D38 L00003010 see
F 90 00003010 s
CHANNEL £1
r sFol 300.2019513 MHz
— 35 el 1K
[ Pl 8.50 usee
P2 17.00 uses
F PLWL 20.00000000 W
(=] == SEANEL £3
- F sFoz 75.4932760 mAn
< - 40 ez o
L »3 9.30 uses
PLW2 50.00000000 W

8
[ a
F a
r F1 - Aeguisition parametsrs
— 50 0 256

sPOL 75.49328 MHz
r FIDRES 129.775742 Hz

sw 220.037 ppm
FaMoDE oF

F2 - Processing paramsters
(— 55 51 1024
sF 300.1599563 MH=z
WOW

F 558 0
LB 0 Hz

e

0
= F pe 1.40
- 60 B1 - Processing paramstors
r 51 1024
F Moz or
L sF 75.4853500 MAZ
T T T T T T T e e e T WDW sInE
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T fom o

26 25 24 23 22 21 20 19 18 1.7 16 15 14 13 12 11 1.0 09 0.8 0.7 06 05 04 ppm P

e
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Apéndice 17: Espectro de J-Res da substincia isolada, o acido 3a-acetdxi-copalico (70) em CDCl; (500 MHz).

J-RES AMOSTRA:
Sol.

CDC13 OP: KIDNEY

aha

1RN16-6

"NMR-343-22_RONEI SOUZA" 100 1 C:\Bruker\TopSpin4.1.4\examdata

—

F1 [ppm]

T

348

—

1

T T

F2 [ppm]

Current Data Parameters

NAME NMR-343-22_RONEI SOUZA
EXPNO 100
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220428
Time 10.52 h
INSTRUM spect
PROBHD 2119470_0223 (
PULPROG jresgf

TD 2048
SOLVENT CDC13

NS 16

DS 16

SWH 4213.483 Hz
FIDRES 4.114729 Hz
AQ 0.2430293 sec
RG 187.25

DW 118.667 usec
DE 10.00 usec
TE 298.1 K
Do 0.00000300 sec
D1 2.00000000 sec
INO 0.01250000 sec
TDav 1

SFO1 500.1317447 MHz
NUC1 H

Pl 10.00 usec
P2 20.00 usec
PLW1 20.32299995 W

Fl - Acquisition parameters
TD 84

SFO1 500.1317 MHz
FIDRES 0.952381 Hz
SW 0.080 ppm
FnMODE QF
F2 - Processing parameters
SI 1024
SF 500.1300000 MHz
WDwW SINE
SSB 0
LB 0 Hz
GB 0
PC 1.40
Fl1 - Processing parameters
SI 1024
MC2 OF
SF 500.1300000 MHz
WDW SINE
SSB 0
LB 0 Hz

GB 0
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Apéndice 18: Analise de CLAE do acido 3a-hidréxi-copalico (66) isolado da fracdo fixa do éleo-resina.

C:\LabSolutions\Data\Ronei\Cromatograma\1RN16_9\cromatograma24.lcd
Acquired by - Ronei

Sample Name :1RN16_9

Sample ID :1RN16_9

Tray# 1

Vail # 1

Injection Volume :20ul

Data File Name : cromatogramaz24.lcd
Method File Name : metodo 1.lcm

Batch File Name :

Report File Name : Default.ler

Data Acquired :15/03/2022 14:17:11
Data Processed : 15/03/2022 14:28:02
<Chromatogram>

C:\LabSolutions\Data\Ronei\Cromatograma\1RN16_9\cromatograma24.lcd

mAU
1000+ PDA Multi 1

750-]

500~

250

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0
min
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Apéndice 19: Anélise de CL-EMAR e EM do acido 3a-hidréxi-copalico (66) isolado da fracdo fixa do éleo-resina.

Analysis Info Acquisition Date  3/9/2022 12:34:11 AM

Analysis Name  D:\Data\Usuarios\2022\Adrian\Alunos\Ronei\LC-MS\07-03-2022\0DS_APCI-_1RN16-8_741SO_1-48_01_3863.d

Method LC-MS_Tune-Wide_APCI-_ComFocus_100-1600_20min.m Operator BDAL@DE
Sample Name ODS_APCI-_1RN16-9_741SO Instrument micrOTOF-Q
Comment ODS 50x2,0mm

FIx=0,4 mL/min - CSplit; F=350C; P=3532psi; Inj=5uL;
A(H20+0.1%HCOQH)/B(MeQH)

0-12m-74%

12-14m-74-100%

14-16m-100%

16-18m_100-74%,

18-20m_74%

Inj:MeOH

Calib.:TunemizAPCI_end

Adduct Meas. m/z lon Formula m/z err [ppm] mSigma Score
M-H 319.2311 Ca0H3103 319.2279 -10.0 9.7 100.00

Intens. ODS_APCI-_1RN16-9_74ISO_1-48_01_3863.d: BPC 290.0000-1000.0000 -All MS

Inteng.; ODS_APCI-_1RN16-9_741SO_1-48_01_3863.d: UV Chromatogram, 220 nm

2 4 ‘ 6 ‘ 8 ‘ 10 ' Time [min]

Intens. |

-MS, 2.6-2.7min #155-163
x104 )

3192311

300 310 320 " 330 340 350  miz
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Apéndice 20: Espectro de RMN de *H da substancia isolada, o 4cido 3a-hidréxi-copalico (70) em CDCl; (300 MHz).

Ronei_ 1RN16-9_ (1H; CDC13; 2,0 mg) m
15/03/2022 Op. Magno Y BE%R

o
MATTOONMS O SO A GW U ST ST S T D A A0 Y OO @MW O
O~ AR~ MO ND I~ NOCO ADODWN O TMNATONOE OO INooWn W~ 0o
L R I I B R e e Tt T T T T R e e S e S V- V. S Ve T R R R o G G i R R Current Data Parameters
= s = = 4 = = = = = x = x = = = = = = = = = = s s r = = = = = = = = = = = = = = % = - 11 &
W s MMM NN NN A A A A A A A A A A A A A A AA A A A DO D | E‘iyﬁ‘o Rmn_thlGQI
5 == — PROCNO 1

FZ2 - Acguisition Parameters

Date_ 20220315
Time 16.40
INSTRUM FOURIERZ00
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PUOLPROG fle
™D 65836
SOLVENT CDC13
NS 64
Ds 2
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 31.623
DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE S980.8 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFOl 300.2019513 MH=z
NOC1 1H
Pl 7.88 usec
PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
SI 65536
sF 300.2000029 MHz
wWow EM
ey oLl °
- U LB 0 Hsz
LRy . D
PC 1.00

T T T T | ™ T T T T T —T — — T T T | T

T
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2. .0 .5 pPpm

0 1.5 1 0
B EEREERETEEEyEETEE
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Apéndice 21: Ampliacdo do espectro de RMN de 'H da substancia isolada, o 4cido 3a-hidroxi-copalico (68) em CDCl; (300 MHz).

Roneili 1RN16—-9_ (1H; CDC13; 2,0 mg)
15/03/2022 Op. Magno Y BRUKER

(<O

O OOy DD 0NN O] O W) S 00 ST ST L) S ST o O S 0O ST 00 N0 WO s DY O 00 A0 \O W1 s

ST N NN O O @ O O OOy WO WO OO W) O SO O OO YO ) OO O Oy MO O

<l"<l"<l"<l*<r‘<r‘(")mmmf\]f\]-—{-—{v—{v—{OG\G\l\-P‘l\‘\OLO\O@mwwmmmx—{\—lﬂﬂﬂood\oooohw Current Data Parameters

BT TS T P ot VSN SN VN PN e N B B B} S S e e S S R R PSP PP PN EQDP’IEO Rmn_lRN16*9I
F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20220315
Time 16.40
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPRCOG Zg
TD 65536
SOLVENT CDC13
INE 64
DS 2
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
A 5.36870921 sec
RG 31.623
DwW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 980.8 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 300.201%513 MHz
NUC1l 1H
Pl 7.88 usec
PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
ST 65536
SFE 300.2000029 MHz
WDW EM
S55B 0
LB 0 Hz
GB Q0
PC 1.00

25 24 23 22 21 1.9 18 1.7 16 15 14 13 2 11 1.0 09 0.8 pPpm

26

W W e e el e e B B
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Apéndice 22: Espectro de RMN de 3C da substancia isolada, o 4cido 3a-hidréxi-copalico (68) em CDCl3 (75 MHz).

Ronei 1RN16—9_ (13C; CDC13; 2,0 mg) BRUKER

15/03/2022 Op. Magno

Current Data Parameters

NAME Rmn_1RN16-9_
EXPNO 2
PROCHNO 1
o ol o] L)} =
=] © IS} [l © © i) o B = e
o o - - < s 0 R R e R NI e F2 - Acguisiticn Parameters
= ] =+ — [=] % s TV oYY e - 90 I 0 O D S Date 20220315
— — — — — [l [Tolts) LBl N e s T o BoN BV RN By B B | -
Time 17.03
| ‘ | | \/ \\/// \/ \ | / V TNSTRUM FOURTERS00
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
HNS 51200
D= o]
SWH 24414 .062 Hz
FIDRES 0.745058% Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 980.8 K
D1 0.30000001 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.02336821 sec
L4 20
L5 8
P32 90.00 usec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFOL 75.4928982 MHz
NUCl 13cC
Pl g.75 usec
PLW1l 50.00299835 W
======== CHANNEL f2 ========
SFOZ 300.2012008 MH=z
HNucz 1H
CPDPRG [2 waltzl6
PCFD2 20.00 usec
PLWZ2 20.00000000 W
PLW1Z2 0.17832929 W
PLW13 0.08973100 W
F2 - Processing parameters
ST 32768
SF 75.4853500 MHz
WDW EM
SS5B o]
LB 1.00 Hz
! I GB 0
160 PC 1.40
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Apéndice 23: Ampliagdo do espectro de RMN de **C da substancia isolada, o acido 3a-hidréxi-copalico (68) em CDCl; (75 MHz).

Ronei 1RN16—9_ (13C; CDC13; 2,0 mg)
15/03/2022 Op. Magno

(<O

Current Data FParameters

NAME Rmn_1RN16-9_
EXPNO 2
S 85989 53 5 55 5% PROCNO
5 @ oo o0 e = o 5o
0o e o o N ™~ — — F2 - Acquisition Parameters
N W T N
Time 17.03
INSTRUM FOURIER3CO
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
NS 51200
Ds a
SWH 24414.062 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
pXe)] 0.6710886 sec
RG 501.187
DWW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 280.8 K
D1 0.30000001 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.02336821 sec
L4 20
L5 8
P32 90.00 usec
TDO 1
CHANNEL fl1 == ===
75.4928982 MHz
13C
8.75 usec
50.00229835 W
CHANNEL f2 == ===
SFOZ 300.2012008 MH=z
NuUCz 1H
CPDFPRG[2 waltzlé
PCPDZ 20.00 usec
PLWZ Z0.00000000C W
PLW1Z2 0.176839%%% W
PLW13 0.08973100 W
F2 - Processing parameters
ST 32768
SFE 75.4853500 MHz
SSB a
LB 1.00 Hz
GB a
T T T T T I I I I I I P 1.40
60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 ppm



Apéndice 24: Espectro de DEPT 135 da substancia isolada, o 4acido 3a-hidroxi-copalico (68) em CDCls (300 MHz).

Ronel 1RN16—9 (DEPT13%; CDCI13; 2,0 mg)
21/03/2022 Op. Magno
I | \ VRV R Y.
T T T T T T T T T T T T
120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 pPPm

(>

Current Data Parameters

NAME Rmn_1RN16-9_

EXFMNO 4

FROCHNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20220321

Time 9.36

INS TRUM FOURIER300

PROBHD 5 mm DUL 13C-1

PULFPROG deptl3E

TD 65536

SOLVENT CDC13

NS 3200

Ds 4

SWH 24414.062 Hz

FIDRES 0.37252% Hz
1.3421773 sec

RG Eo1l.187

DW 20.480 usec

DE 10.00 usec

TE 1020.5 K

CHNsST2 145.0000000

D1 2.00000000 sec

D2 0.00344828 sec

D14 0.00001114 sec

D33 0.00000850 sec

D34 0.00344003 sec

D3& 0.00345303 sec

L4 40

P32 90.00 usec

TDO 1

CHANNEL f1 =
75.4913881 MHz
13C
8.75 usec
17.50
50.00229835 W

= CHANNEL f2 == =
300.200%9601 MHz
1H

CPDPRG[2 waltzle

P3 2.50 usec
P4 17.00 usec
PCPD2 20.00 usec
PLW2 20.00000000
PLW1Z2 0.17839%99% W

F2 - Processing parameters
ST 32768

SF 75.4853500 MHz
WDW EM

S5B o]

LB 1.00 Hz
GE o]

PC 1.40
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Apéndice 25: Espectro de COSY da substancia isolada, o acido 3a-hidrdxi-copalico (68) em CDCl;3 (300 MHz).

Ronei 1RN16-9 (COSY; CDC13; 2,0 mg)
15/03/2022 Op. Magno
b [
¢
°0
° (-]
=D
°
00
@ o
° @
o & ]
0 8 ) o
&
U I I I I I L I L R I I L L L L L
75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 20 15 1.0 0.5 0.0

ppm

(>

Current Data Parameters

NAME Rmn_1RN16-9_
EXPNO 100
PROCNO 1

F2 — Acquisition Parameters
Date_ 20220318
Time 16.19
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13¢-1
PULPROG cosygpqf

TD 2048
SOLVENT cDC13

NS 54

DS 16
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
pe] 0.1677722 sec
RG 81.9105

DW 81.920 usec
DE 6.50 usec
TE 291.7 K
Do 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D13 0.00000400 sec
D16 0.00020000 sec
INO 0.00016380 sec

= CHANNEL fl ==
300.2019513 MHz
1H
§.50 usec
8.50 usec
20.00000000 W

GRADIENT CHANNEL
[11 RECT.1
10.00 %
1000.00 usec

F1 — Acquisition parameters
256

SFOL 200.202 MHz
FIDRES 47.695362 Hz
Y 20.336 ppm
FnMODE oF

F2 — Processing parameters
SI 1096

SF 300.2000035 MHz
WDW QSINE
S5B 0

LB 0 Hz
GB 0

P 1.40

F1 — Processing parameters

SI 1096
Moz oF
SF 300.2000024 MHz
WDW QSINE
SSB 0
LB 0 Hz

GB 0
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Apéndice 26: Espectro de HSQC da substancia isolada, o acido 3a-hidrdxi-copalico (68) em CDCls (300 MHz).

Ronei 1RN16—-9 (HSQC; CDC13; 2,0 mg)
15/03/2022 Cp. Magno

ppm

E ]
@ I3
o ’
P - 2 @
€ o=
P L

=100

=110

=120

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

0.5

0.0

PPpm

Gurzent Data Parametezs
NRME Fean_1RM1E-5_

EXPNG
PROCNO 1
FZ - mequicitien Parameters
Date_ 20220318
ime 21.45
INSTRUM EFGURIER300
PROBHD 5 mm BUL 13G-1
PULFROG hegegpph
™ 04
SCGLVENT oBel13
NS
Ds
SwH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
0.1677722 sec
RG 501.187
Dw 81.520 veea
DE 6.50 usec
™ 291.8 K
crsT2 145.0000000
Do 0.00000300 sec
D1 1.00000000 zec
D4 0.00172414 zee
D11 0.03000000 see
D13 0.00000400 zee
pl& 0.00020000 see
D31 0.00000850 =ee
p32 0.00001700 zee
D33 0.00000930 =ee
D34 0.00001860 =ec
BED 0.00100000 zee
D37 0.00000040 =ee
L 0.00001440 =ee
paz ©.00000080 =ec
Da3 ©.00002300 see
paa 0.00120000 see
D4s 0.00051614 sec
N0 ©.00002880 sex
za 18
P35 80.00 usec

CHANMEL £l == =
300.2013513 Mz
1n

§.50 uses

17.00
20.00000000 W

Fl - Requisition parameters
™ ]
sFol 75.09328 M=
EIDRES 135.633682 H=
sw 225.969 ppm
FuMODE PI

F2 - Processing parameters
sT 4096

sF 300.2000031 Iz
WO QsTNE
558 F]

Er) 0 Hz
B 0

Fe .20

Fl - Procescing pazamstezrs
sI 4096
Hoa TEPT

sF 75.4853602 MmHz
WO QsINE
s5B 2

8 0 Hz

B 0
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Apéndice 27: Ampliacdo do espectro de HSQC da substancia isolada, o acido 3a-hidréxi-copalico (68) em CDCl; (300 MHz).

Ronei 1RN16-9 (HSQC; CDCl3; 2,0 mg) BRUKER

15/03/2022 Op. Magno

Current Data Parameters
NAME Fann_LEN16-3_

e, :
PPM .. - scistion rorametes
- 5 Deme  rousmies

FROEHD 5 mm DUL 13C-1
PULFFOG hzqegpph
z0a8

SOLVENT cpcl3

i
10 5= 6103516 ns

15 D

100000000 sec
00172414 zes
03000000 zex
00000400 zex
00020000 sec
.00000850 zes
00001700 zesx
.00000930 sec
.00001860 sec
00100000 sec
.00000040 zec
100001440 zec
.00000080 zac
100002300 zec
100120000 zec
.00051614 zec
00002880 sac

18
- 30 P35 80.00 uzec

CHANNEL £1 =
300.2018513 M=
1B

= oe@ D37
25

o
¢

8.50 usae
17.00 usec
20.00000000 W

- 356

Wl o
9
%

- 40

- 45

F18 1000.00 usac

F B0 £ - acasseition parsmeters
S 3%
o1 75.93558 1oxa
Fiones 138 655002 s
o 3557555 pom

oo B85 5o - rroccsing perantens

E L 60 = S
: T T T T T T T T T T T T T T1 - erocesring pargmacess
3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.6 ppm gfz 75~4ﬁg§_1§§§ s

1B 0 Hz
= o



Apéndice 28: Espectro de HMBC da substancia isolada, o acido 3a-hidréxi-copalico (68) em CDCl; (300 MHz).

Ronei_1RN16—-9 (HMBC; CDC13; 2,0 mg)
15/03/2022 Op. Magno

o - <o~ -
-
- - i
- - - -y - gy ‘
- - - R
. )y =
- o
- -
)y =

Current Data Parameters

HAME Fron_1RN16-9_
EXPHNO 300
PROCIQ 1
F2 - Roguisition Paramstsrs

ate_ 20220219
pp ime 14.47

20

40

60

80:

100

120

140

160

INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 132-1
PULPROG hrbegplpndef
2048
SOLVENT cpel3
s 300
Ds 16
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
RQ 0.1877722 sec
RG 501.187
oW 81.920 usec
DB 6.50 usee
TE 293.0 K
CHET2 145.0000000
CHST13 8.0000000
Do 0.00000300 sec
Dl 1.00000000 sec
D2 0.00324828 sec
D& 0.06250000 see
D16 0.00020000 sec
D31 0.00000850 sec
D32 0.00001700 sec
D33 0.00000930 sec
D36 0.00100000 sec
D38 0.00002880 sec
o 0.00002880 see

CHAMMEL £1 ==
300.2019513 MHz
1B
8.50 usec
17.00 uses
20.00000000 W

CHRAMMEL £2 ==
75.4932760 MHz
13c

9.30
50.00000000 W

= GRADIENT CHANNEL

GEHAM([1] SINE. 100
GPHAM([2] SINE. 100
GEHAM[3] SINE. 100
GP5l 50.00 ®
oPz2 20.00 %
GPz3 10.10 ®
P16 1000.00 usec
Fl - Requisition paramestsrs
TD 256
SFOL 75.49328 MHz
FIDRES 135.632682 Hz
sW 229.969 ppm
FnMODE QrF

F2 - Processing parameters
ST 6

5F 300.2000033 MHs
wWoW

ssB a

LB 0 He
oB Q

BC 1.40

Fl - Processing parameters
ST

Mc2 QF

5F 75.4853598 MH:z
WDW

ssB a

LB 0 Hz
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Apéndice 29: Ampliacéo do espectro de HMBC da substancia isolada, o acido 3a-hidréxi-copalico (68) em CDCl; (300 MHz).

Ronei 1RN16-9 (HMBC; CDCl3; 2,0 mqg)
15/03/2022 Op. Magno

160

ppm

b —-
-]
— iy
—_— . 4 L — ]
3
< RED o
4 L]

[=2} ~ [+)] [4)] F-) (] N -
o o [=] o o o o o

[Le]
o

Current Data Parameters

WAME Fran_1RN16-5_
EXPNO 300
PROCHO 1
T2 - Requisition Parameters
Date_ 20220319
Time 14.47
NS TRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13c-1
FULPROG hubcgplpndgf
2048
SOLVENT CDC13
NS 300
Ds 16
SWH 61l03.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
2Q 0.1677722 sec
RE 501.187
oW 81.920 usee
DE 6.50 usec
TE 3.0 K
CHST2 145.0000000
CNST13 8.0000000
Do 0.00000300 sec
Dl 1.00000000 see
D2 0.00344828 sec
D6 0.06250000 sec
D16 0.00020000 sec
D3l 0.00000850 sec
D32 0.00001700 sec
D33 0.00000930 sec
D36 0.00100000 sec
D33 0.00002880 sec
N 0.00002880 sec
CHAMNEL £1
sFol 300.2019513 MHz
Nocl 1H
Pl 8.50 usec
P2 17.00 usec
PLWL 20.00000000 W
CHAMNEL £2
5FO2 75.4932760 MHz
NUo2 13¢
P3 .30 usec
PLW2 50.00000000 W
== GRADIENT CHANNEL
GPHAM[1] SIME. 100
GPHAM[2] SIME. 100
GPHAM[3] SIME. 100
&Pzl 50.00 %
GPZ2 30.00 &
GPZ3 40.10 &
P16 1000.00 usec
Fl - Requisition parameters
™ 256
srol 75.49328 MHz
FIDRES 135.633682 Hz
sW 229.969 ppm
FnMODE or
F2 - Processing parameters
ST
SF 300.2000033 MHz
wow uE
SSE Q
1E 0 Hz
GE Q
BPC 1.40

oF
75.4853598

Fl - Procsssing parameters
1096

MHz
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Apéndice 30: Espectro de J-Res da substancia isolada, o 4cido 3a-hidréxi-copalico (68) em CDCls (500 MHz).

J-RES AMOSTRA: 1RN16-9
Sol. CDC13 OP: KIDNEY

<)
BRUKER
(>

GB

0

D Current Data Parameters
NAME NMR-344-22_RONEI SOUZA
EXPNO 100
PROCNO 1
l F2 - Acquisition Parameters
pa— Date_ 20220428
"NMR-344-22_RONEI SOUZA" 100 1 C:\Bruker\TopSpind.1.4\examdata a - E e omont

| [ 8 PROBHD  2119470_0223 (

- PULPROG jresqgf
J-RES . - L T 2048
AMOSTRA: 1RN16-9 Fg o coe13

= DS 16
Sol. COCI3 - sww 4012.841 Hz
OP K/DNEY - FIDRES 3.918790 Hz
- AQ 0.2551808 sec
- RG 187.25
- 8 bW 124.600 usec
L ™ DE 10.00 usec
L TE 298.2 K
DO 0.00000300 sec
‘ B D1 2.00000000 sec
) - 8 INO 0.01250000 sec
‘ — o TDav 1
' I~ SFO1 500.1318316 MHz
‘ i - NUC1 1H
B Pl 10.00 usec
. P~ P2 20.00 usec
—E PLW1 20.32299995 W
- Fl - Acquisition parameters
e TD 128
- SFO1 500.1318 MHz
i 8 FIDRES 0.625000 Hz
L™ SW 0.080 ppm
L FnMODE QF
i F2 - Processing parameters
- SI
—'g SF 500.1300000 MHz
o WDW SINE
® SSB 0
- LB 0 Hz
T T T T T T T T T T GB 0
5 F2 [ppm] PC 1.40
_— Fl - Processing parameters
SI 1024
MC2 QF
SF 500.1300000 MHz
WDW SINE
SSB 0
LB 0 Hz



Apéndice 31: Ampliagdo do espectro de J-Res da substancia isolada, o acido 3a-hidroxi-copélico (68) em CDCls (500 MHz).

DO @D ©

(&

O

"NMR-344-22_RONEI SOUZA" 100 1 C:

j |
b

ruker\TopSpind.1.4\examdata

@

)
2

@

@y

()
\

@)

O

G0

QLSO

364 F1[ppm]

1.2

I
1.0 F2[

T

ppm]

Co><)
BRUKER
(>

Current Data Parameters

NAME NMR-344-22_RONEI SQUZA
EXPNO 100
PROCNO 1

F2 - Rcquisition Parameters
Date_ 20220428
Time 9.19 h
INSTRUM spect
FPROEHD 2119470_0223 (
PULPROG jresgf

TD 2048
SOLVENT CcDCls

NS g

Ds 16
SWH 4012.841 Hz
FIDRES 3.918790 Hz
J:te] 0.2551808 sec
RG 187.25

DW 124.600 usec
DE 10.00 usec
TE 298.2 K
Do 0.00000300 sec
Dl 2.00000000 sec
INO 0.01250000 sec
TDhav 1
SFOl 500.1318316 MHz
NUCl 1H

Pl 10.00 usec
F2 20.00 usec
PLW1 20.32299995 W
Fl - Acgquisition parameters
TD

SFO1 500.1318 MHz
FIDRES 0.625000 Hz
SW 0.080 ppm
FnMODE QF

F2 - Processing parameters
SI 1024

SF 500.1300000 MHz
WDW SINE
S55B o

LB 0 Hz
GB 0

FC 1.40

Fl1 - Processing parameters
SI 1024

MCZ OF

SF 500.1300000 MHz
WDW SINE
SS5B 0

LB 0 Hz
GE 0

162
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Apéndice 32: Analise de CLAE do acido 3a-hidrdxi-copalico (68) sintetizado.

C:\LabSolutions\Data\Ronei\Cromatograma\RNPR-1\cromatogramaZ27.lcd

Acquired by : Ronei
Sample Name :RNPR-1
Sample ID :RNPR-1
Tray# 1

Vail # 1
Injection Volume 130 uL

Data File Name
Method File Name
Batch File Name
Report File Name
Data Acquired
Data Processed

: cromatogramaZ27.lcd
: metodo 1.lem

Default.lcr
1 15/03/2022 15:16:38
- 15/03/2022 15:27:09

<Chromatogram>

C:\LabSolutions\Data\Ronei\Cromatograma\RNPR-1\cromatograma27.lcd
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Apéndice 33: Analise de CL-EMAR ¢ EM do acido 3a-hidrdxi-copalico (68) sintetizado.

Analysis Info

Analysis Name

Method

Sample Name

Acquisition Date  3/11/2022 9:04:56 PM

D:\Data\Usuarios\2022\Adrian\Alunos\Ronei\LC-MS\11-03-2022\0DS_APCI-_RNPR-1_70-100_1-69_01_3867.d

LC-MS_Tune-Wide APCI- ComFocus 100-1600 20min.m Operator BDAL@DE
ODS_APCI- RNPR-1_70-100 Instrument micrOTOF-Q

Comment ODS 50x2,0mm
FIx=0,4 mL/min - CSplit; F=350C; P=3367psi; Inj=2uL;
A(H20+0.1%HCOOH)/B(MeOH)
0-14m-70-100%
14-16m-100%
16-18m-100-70%
18-20m-70%
Inj:MeOH
Calib.:TunemizAPCI_end
|ntenssf ODS_APCI-_RNPR-1_70-100_1-69_01_3867.d: EIC 365.2337+0.05 -All MS|
X109
0.8
0.6 1
0.4
0.2
0.0 ~—
Intens. | ODS_APCI-_RNPR-1_70-100_1-69_01_3867.d: UV Chromatogram, 222 nm
[mAU]
600+
400+ ‘
200 }
|
0- H_rj .
2 ‘ 4 ' 6 ' 8 ' 10 ' Time [min]
Intens. -MS, 5.2min #312]
x10
12 319.2258
1.0
0.81
0.61
0.4+
0.2
| 337.2368 355.2039
0.0 ——F — 77—
290 300 310 320 330 340 350 360m/z
Adduct Meas. m/z lon Formula m/z err [ppm] mSigma Score
M-H 319.2258 C20H2103 319.2279 6.6 5.8 100.00




Apéndice 34: Espectro de RMN de 'H da substancia sintetizada, o acido 3a-hidroxi-copéalico (68) em CDCl; (300 MHz).

RMN_ RNPR-1 (1H;
14/03/2022 Op.

671

3.275
3.251

3
2.433
2.430

CDC13; 4,0 mqg)

Sabrina

3
2.386
2.379

.3
2.324

" N ’ CH30H X

[~ = — 0o O ey oy
OO WO WD MO O Y s O
— Y DY MDD AD
o e B B B B |

1.609

1.541
1.421

o™
u
™
—

- =
- O
o
—

1.165
1.153
1.099

1

]

0.875

0.775
0.693

i

—

8.0

|
7.5

I
70 6

5 60 5

=1

d
-

T
.5

5.0

I~
o
=]

|
45 4

g

d
-—

0 3.5 3.0

T
2.5

2/8(i8
5|3 |cd

2.0

I
1.5
D= o
§E§E§3*3

|
1.0 0

.5

Y
o3

pPpm
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Co<)
BRUKER

Current Data Parameters

NAME Ronei22 RNPR-1
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20220314

T ime 15.26
INSTRUM FOURIERIOO
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG fds

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 32

Ds a

SWH 6103.516 H=
FIDRES 0.093132 Hz
RO 5.3687021 sec
RG 31.623

DW 81.920 usec
DE 5.50 usec
TE 2980.8 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL f]1 ========
S5FO1 300.2019513 MH=z
NUC1 1H

Pl 8.50 usec
PLW1 20.00000000 W

F2 - Processing parameters
5T 55536

S5F 300.2000030 MH=z
WDW EM

55B 4]

LB 0 Hz
GBE 0

PC 1.00
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Apéndice 35: Ampliacdo do espectro de RMN de 'H da substancia sintetizada, o acido 3a-hidroxi-copalico (68) em CDCI; (300 MHz).

RMN_RNPR-1 (1H; CDC13; 4,0 mg)
14/03/2022 Op. Sabrina lEI;IFI!l.Ili‘{IEE:I=I
N OO AN 0D SN AN O O NI ML O NN A AN Oy N0 Co 1) W
LN DO 0NN N N0 @AWW OO O NO 0N O LD O O
wvwmmmmmmmmmmmmm(\]m,—«mmm[\[\wm@@@mwwmmmﬂv—«ooomoow@
e e m e w e aaaw . Current Data Parameters
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNV—(HH\—!-—(HHH\—!-—(-—(v—1\—|\—|-—1-—1v—1v—1\—||—||—1©OOO NMAME Ronei22_ RNPR-1
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220314
Time 15.26
INSTRUOM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULFPROG Zg
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 32
Ds o}
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687021 sec
RG 31.623
DW 81.920 usec
DE 6.50 usec
TE 980.8 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 300.2019513 MH=z
NuCc1l 1H
Pl 8.50 usec
PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
51 65536
SE 300.2000030 MH=z
WDW EM
35B 0
LB 0 Hz
GB 0
PC 1.00

26 2.4 2.2 1.8 1.0 0.8 ppm
‘Tsfaﬁfﬁsﬁﬁfﬂzas 3 (] |5
o o E Q ™ [3'] o ™ o o
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Apéndice 36: Analise de CLAE do &cido 3a-acetdxi-copalico (70) sintetizado.

Acquired by
Sample Name
Sample ID

Tray#

Vail #

Injection Volume
Data File Name
Method File Name
Batch File Name
Report File Name
Data Acquired
Data Processed

C:\LabSolutions\Data\Ronei\Cromatograma\RNPR-2\cromatograma26.lcd
: Ronei
: RNPR-2
:RNPR-2
1
=1
30 uL
: cromatograma26.led
- metodo 1.lcm

: Default.lcr
1 15/03/2022 14:59:14
1 15/03/2022 15:09:26

<Chromatogram>

mAU

C:\LabSolutions\Data\Ronei\Cromatograma\RNPR-2\cromatograma26.lcd

400
300
200

1004

PDA Multi 1

0.0
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Apéndice 37: Anélise de CL-EMAR e EM do &cido 3a-acetoxi-copalico (70) sintetizado.

Analysis Info Acquisition Date  3/11/2022 11:42:54 PM
Analysis Name  D:\Data\Usuarios\2022\Adrian\Alunos\Ronei\LC-MS\11-03-2022\0DS_APCI- RNPR-2_74ISO_1-70_01 3872.d
Method LC-MS_Tune-Wide_APCI-_ComFocus_100-1600_20min.m Operator BDAL@DE

Sample Name ODS_APCI-_RNPR-2_741SO Instrument micrOTOF-Q

Comment ODS 50x2,0mm

FIx=0,4 mL/min - CSplit; F=350C; P=3347psi; Inj=01uL;
A(H20+0.1%HCOOH)/B(MeOH)

0-12m-74%

12-14m-74-100%

14-16m-100%

16-18m_100-74%,

18-20m_74%

Inj:MeOH

Calib.:TunemizAPCI_end

intens ODS_APCI-_RNPR-2_74ISO_1-70_01_3872.d: EIC 361.237820.05 -All MS, Smoothed (2.00,1,GA)

x10 7 ]
1.00
0.75
0.50
0.25 N

/

\n&rqg.: ODS_APCI-_RNPR-2_74ISO_1-70_01_3872.d: UV Chromatogram, 222 nm
[mAU]

40;
30
20
10

a5 s 7 8 e M0 11 12 Time[min]

Intens.1 -MS, 8.5-9.0min #509-536)
x104

1.0
3612374
0.8
0.6

0.4

0.2

0.0 : - = ;

" 330 340 35 R R
Adduct mSigma Score
M-H 361.2374 C22H3304 361.2384 2.9 24.4 100.00

T 350 370 _ 380 miz
Meas. m/z lon Formula m/z err [ppm]
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Apéndice 38: Espectro de RMN de 'H da substancia sintetizada, o acido 3a-acetdxi-copalico (70) em CDCl; (300 MHz).

RNPR-Z (1H; CDC13; 5,0 mg)

14/03/2022 Op. Sabrina BRUKER

N WM O AW OoOW A A0 OO O MUuE O W g OO N OOy O D D00
~Or-~-=rt OO MM OGO OWWUWAWO WA W o000 o Oy Oy =P s
WO ouUmWwWww ==ttt ce]dcd OC0RO-O0Ww s s e oo cd e o 3o
u u o=posre s Al Bt B B o I L o B o B B e A B B o e B T B — o~ o — — — O OO

Current Data Farameters

MAME Ronei22 RNFPR-2
EXPNO 1
FROCNO 1
F2 = ARcquisition Parameters
Date_ 20220314
Time 15.02
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG =g
TD 65536
SOLVENT CDCl3
NS 32
Ds o
SWH 6103.516 H=z
FIDRES 0.093132 Hz
ie] 5.3687091 sec
RG 31.623
DW 81.920 usec
DE 6.50 usec
TE 980.8 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL f]l ========
5F01 300.2019515 MH=z
NuCl 1H
Fl 8.50 usec
PLW1 20.00000000 W
F2z - Processing parameters
51 65536
SF 300.2000032 MH=z
WDW EM
55 0
LB 0 Hz
emon gl n
. s | y L BC 1.00

L E Re ek

00
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Apéndice 39: Ampliacdo do espectro de RMN de 'H da substancia sintetizada, o acido 3a-acetdxi-copalico (70) em CDCl; (300 MHz).
RNPR—-2 (1H; CDC13; 5,0 mg)

14/03/2022 Op. Sabrina BRUKER

— N~ N0 MO O NN )OO s N0 O M R OO MO OO O = O O

MO M NWWWWL O Q0N 000N N0 N MDD W S = —

ST M NN A A SO DN WS S ST MM N ] N e e GO [

NN NI NN NN NN NN NN A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A OO o Current Data Parameters

SN T TS ST erem==—=—
EXPNO 1
PROCNC 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20220314
Time 15.02
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 32
Ds 0
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 31.623
DW 81.920 usec
DE 6.50 usec
TE 980.8 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ======—=
SFOL 300.2019513 MH=z
NUC1 1H
Pl 8.50 usec
PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
ST 65536
SE 300.2000032 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0 Hz
GB 0
PC 1.00

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 1.0 09 0.8 0.7 ppm

TR e e
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Apéndice 40: Analise de CLAE do acido 3a-butanoiloxi-copalico (136) sintetizado.

C:\LabSolutions\Data\Ronei\Cromatograma\RNPR-3\cromatograma28.lcd
Acquired by - Ronei

Sample Name - RNPR-3

Sample ID :RMPR-3

Tray# 1

Vail # o1

Injection Volume :20 uL

Data File Name : cromatograma28.lcd
Method File Name - metodo 1.lcm

Batch File Name :

Report File Name : Default.lcr

Data Acquired : 24/03/2022 14:32:09
Data Processed : 24/03/2022 15:26:08
<Chromatogram>

C:\LabSolutions\Data\Ronei\Cromatograma\RNPR-3\cromatograma28.lcd

mAU
750 PDA Multi 1
500
250
D—_—*-—-—T_.,_.__,.__._/L J
T T T T | T T T T | T T T T [ T T T T I T T T T ‘ T
0 10 20 30 40 50

min
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Apéndice 41: Analise de CL-EMAR e EM do acido 3a-butanoiloxi-copalico (136) sintetizado.

Analysis Info

Acquisition Date 3/21/2022 11:02:43 PM

Analysis Name  D:\Data\Usuarios\2022\Adrian\Alunos\Ronei\LC-MS\21-03-2022\0DS_APCI-_RNPR-3_80-100_1-69 01_3877.d

Method LC-MS Tune-Wide APCI- ComFocus 100-1600 20min.m Operator BDAL@DE
Sample Name ODS APCI- RNPR-3 80-100 Instrument micrOTOF-Q
Comment ODS 50x2,0mm
FIx=0,4 mL/min - CSplit; F=350C; P=2890psi; Inj=6uL;
A(H20+0.1%HCOOH)/B(MeOH)
0-14m-70-100%
14-16m-100%
16-18m-100-70%
18-20m-70%
Inj:MeCH
Calib.:TunemizAPCI_end
\ntenii; ODS_APCI-_RNPR-3_80-100_1-69_01_3877.d: EIC 389.2720%0.05 -All MS
x10 ]
37 !
29
1]
Inten®] ODS_APCI-_RNPR-3_80-100_1-69_01_3877.d: UV Chromatogram, 224 nm
[mAU]}
50 / \
0l -
T\
-507 I,
] I
3 4 5 e 7 8 9 10 11 Time[min]
Intens. 1 -MS, 6.7min #399
x104]
3.0: 389,2724
2.5
2.0]
157
1.0
0.5
00— ——
360 370 380 390 400 410 m/z
Adduct Meas. m/z lon Formula m/z err [ppm] mSigma Score
M-H 389.2724 C24H3704 389.2697 -6.9 41.2 100.00
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Apéndice 42: Espectro de RMN de 'H da substancia sintetizada, o acido 3a-butanoil6xi-copalico (136) em CDCl; (300 MHz).

Ronei_RNPR-3 (1H; CDC1l3; 3.0mg) m

Op. Magno 28/12/21 BRUKER

T OO OO H O OWMWWOWANULDDTOMPTONOW 0O MO TONDNMMIT AN O O~ O
M ACOANDWYWOWOW A0 ANNOODULANDTETULMOANOONONHODOOHONANOW I~ WO
O OO UM WUWMHONNH OO0V OVOOOOTTNOMOANNAA OO O~
N T T T TN NNANAN NN N AAAA A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ao OO O OO OO

Current Data Parameters

NAME Ronei2l AHC-BUT
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20211228
Time 16.58
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 32
DS 2
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.023132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 31.623
DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 448.7 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL f]l ========
SFO1 300.2019513 MHz
NOUC1 1H
Pl 7.88 usec
PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
SI 65536
| | SF 300.2000022 MH=z
| WoW EM
J X CH30OH Aj | SSB 0
l - ‘J U LB 0 Hz
. ol - o 0
PC 1.00

T

T T T T T T T T T T T T T T T
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 1. 1.0 05 ppm

5
g 5 |& ﬁaéwgkfsﬁﬁ'sﬁﬂ%g
- - | |6 ||| | N ||| S| S| o5
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Apéndice 43: Ampliacdo do espectro de RMN de 'H da substancia sintetizada, o acido 3a-butanoildxi-copalico (136) em CDCl; (300 MHz).

Ronei RNPR—-3 (1H; CDC13; 3.0mg)

Op. Magno 238/12/21

O OY O W W00 WO D) S0 D W) M O SO O
0O OO W OO OO o 00O Y )N DN D OY WO 00O
T MO NN 220D 0@ MDD 0000 DN W) S ™)
P N N RPN N I IR N R N e e

——
~—

1. 253
1.203
1.194
1.161

e S

.152
0.979
0.955
0.930
0.871
0.850
0.787
0.716

Current Data Parameters

NAME Ronei2l_ AHC-BUT
EXPNCO 1
PROCNO 1

F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20211228

Time 16.58
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 32

DS 2

SWH 6103.516 H=z
FIDRES 0.093132 Hz
aAQ 5.3687091 sec
RG 31.623

DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 448.7 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFOL1 300.2019513 MH=z
NUCL1 1H

Pl 7.88 usec
PLW1 20.00000000 W

F2 - Processing parameters
SI 65536

SE 300.2000029 MH=z
WDW EM

S5B o]

LB 0 Hz
GB o]

PC 1.00

T
1.6

26 2.4 2.2 1.8 1.4 1.2
o I~ 7] k} (J L\\Wa = ol |~
- N ] ] o] ] = |2
ol It I b= o ol |ed

1.0 0.8 ppm
o (2 (8(g
| |8 |S]|e



