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RESUMO

Copaiba ¢ a designagdo genérica de varias espécies do género Copaifera
fornecedoras do chamado balsamo de copaiba através da exsudacio do tronco. Este balsamo
¢ utilizado desde a época da colonizagdo como antiinflamatério e cicatrizante de feridas,
sendo comercializado em ervanarios populares, assim como nas farmacias e drogarias
oficialmente regulamentadas.

Este trabalho relata o estudo quimico do o6leo de copaiba e de varias partes de um
espécime de Copaifera langsdorffii Desf. (Leguminosae) coletada na localidade de Barreiro
Grande — Crato — Ceara.

Analise por CG-EM dos o6leos essenciais, obtidos por arraste com vapor, das
folhas (0,04%) e por hidrodestilagio do balsamo (7,3%), casca das raizes (0,01%), casca do
fruto (0,7%), casca do caule (0,003%), lenho do caule (0,008%), lenho da raiz (0,07%) e
frutos completos (0,3%) de Copaifera langsdorffii permitiu a identificacdo de 44 diferentes
constituintes, sendo 42 sesquiterpenos e dois diterpenos.

Anélise cromatografica do o6leo de copaiba de Copaifera langsdorffii possibilitou
o isolamento de 14 terpenos, dos quais 13 sdo diterpenos e um sesquiterpeno. Dos diterpenos
isolados, dois sdo acidos: ac. ent-caur-16-en-19-6ico e ac. polialtico; um aldeido: ent-caur-16-
en-19-al; um hidrocarboneto: enf-caur-16-eno; dois €steres diterpénicos: 18-hidroxi-ent-labda-
8(17),13(E)-dieno-15-0ato de metila (ent-copaiferolato de metila) e éster metilico do acido ent-
4-epi-agatico, dois alcoois: 19-nor-caur-16-en-4o-ol (ruilopeziol) e emt-caur-16-en-19-ol;
cinco obtidos como derivados: éster metilico do nivenolideo, ent-labda-8(17),13(E)-dien-15,18-
oato de dimetila, ent-caur-16-en-19-oato de metila, polialtato de metila e 18-acetoxi-ent-labda-
8(17),13(£)-dieno-15-0ato de metila. O sesquiterpeno isolado foi identificado como 6xido de
cariofileno.

O estudo do oleo fixo das sementes verdes de Copaifera langsdorffii permitiu o
isolamento da cumarina e a identificacdo dos acidos graxos a partir de seus respectivos ésteres
metilicos: ac. caprilico (1,9 %), ac caprico (1,8 %), ac. palmitico (20,2 %), ac. linoleico (2,6 %),
ac. oleico (33,1 %), ac. estearico (7,0 %), ac. gdndico (1,7 %), ac. araquidico (2,7 %), ac. beénico
(3,6 %), ac. lignoceérico (5,7 %) e ac. cerdtico (1,5 %).

Ensaios de atividade farmacologica mostraram que o oleo essencial da casca do
fruto apresentou atividades antiinflamatéria e antinociceptiva, enquanto que o Oleo de
copaiba, apresentou atividades antiinflamatoria, antinociceptiva, antiulcerogénica e
cicatrizante.

Neste trabalho relatamos também o uso da RMN no controle de qualidade de
diversas marcas de 6leo de copaiba comercializados em Fortaleza-CE e Belém-PA.

O isolamento dos constituintes quimicos do 6leo de copaiba e dos extratos foi
realizado por métodos cromatograficos modernos e a identificagdo dos constituintes volateis e
ésteres metilicos dos acidos graxos foi realizada por CG/EM. A determinagdo estrutural das
substancias isoladas foi efetuada a partir de métodos espectrométricos como: IV, EM, RMN
'H e ¢, incluindo técnicas bidimensionais como COSY, HMQC, HMBC e NOESY, com ou
sem gradiente de campo.



Xxvii

ABSTRACT

“Copaiba” is a generic designation for several plants of the Copaifera genus
which yield an oil resin by exsudation from their heartwood. This oil resin has anti-
inflammatory and cicatrizant properties being commercialized in popular herbal stores as well
in official drugstores.

This work reports the phytochemical study of C. langsdorffii in habiting the Crato
County region Northeast of Brazil.

CG/MS analysis of the volatile components obtained by hidrodestillation of the
balsam itself (7,3%) or from fresh leaves (0,04%), fruit shells (0,7%), trunk bark (0,003%),
trunk wood (0,008%), root bark (0,01%) and root wood (0,07%) or yet from the entire fruits
(0,3%) allowed the identification of 44 constituents, 42 sesquiterpenes and 2 diterpenes.

Adsortion Chromatographic of the oil resin of C. langsdorffii allowed the isolation
of one sesquiterpene (caryophyllene oxide) and 8 diterpenoids: ent-kaur-16-en-19-oic acid,
polyalthic acid, emt-copaiferolic methyl ester, enf-kaur-16-en-19-al, ent-kaur-16-ene, ent-4-
epi-agathic acid methyl ester, ruilopeziol and ent-kaur-16-en-19-ol.

5 other diterpenoids were isolates as derivatives after chemical manipulation of
the crude oil resin: emr-kaur-16-en-19-oic acid methyl ester, polyalthic acid methyl ester,
nivenolide methyl ester and ent-4-epi-agathic acid dimethyl ester.

GC/MS analysis of the chloroformic extract from unripe seeds of C. langsdorffii
allowed the identification of 81,8% of the fatty acid composition after hydrolysis followed by
methylation of: caprylic acid (1,9%), capric acid (1,8%), palmitic acid (20,2%), linoleic acid
(2,6%), oleic acid (33,11%), stearic acid (7,0%), gondic acid (1,8%), archidic acid (2,7%),
behenic acid (3,6%), lignoceric acid (5,7%) and cerotic acid (1,5%).

Pharmacological studies performed in the Department of Pharmacology/UFC
revealed the antiinflammatory, antinociceptive, wound healing and antiulcer action of the oil
resin whereas the antiinflammatory ant antinociceptive action was detected for volatile oil
from fruit shells.

NMR has been used as a tool to perform a profile of “copaiba” oils purchased
from of Fortaleza-CE and Belem-PA official drugstores, in order to detect the authenticity and
origin of commercialized “Copaiba” oils. a”

The isolation of all secondary metabolites was accomplished by modern
chromatographic methods. Structure determination was accomplished by spectrometric
methods (IV, MS, RMN 'H and C) including 2D NMR (COSY, HMQC, HMBC and
NOESY).

Volatile constituents and methyl esters identification was done by GC/MS analysis.
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1.0. Introducdo

E xistem milhdes de tipos diferentes de seres vivos que compartilham a nossa
biosfera. Uma determinada espécie de vida ndo existe por si s6, mas
constitui uma unidade de uma complexa intera¢do dos organismos vivos entre si e com o meio
ambiente. Assim, o homem procura um meio de interacdo com as plantas, buscando
aproveitar ao maximo todos os efeitos benéficos oferecidos por elas, desde o uso como
| ornamentacfo até como medicamento alternativo.

A utilizag8o de plantas medicinais como método alternativo na preveng¢do e cura
de doengas, vem aumentando gradativamente. Isto se observa na midia a partir de
propagandas comerciais € programas governamentais, empregando o termo “Produto
Natural”, no sentido de produtos que ndo causam prejuizos a saude. Mas de acordo com a
literatura, “Produto Natural” ¢ reservado a compostos orgdnicos de origem natural
provenientes do metabolismo secundério de organismos especificos ou grupos de organismos
e representam o perfil de sua individualidade. Sdo produzidos por diversas razdes, dentre
estas, como materiais toxicos para a defesa contra predadores, atraentes volateis, agentes
corantes e outros, contribuindo de maneira fundamental no processo vital destes organismos
[Dewick, 1997; Mann, 1987, Vieira e Bolzani, 2.000].

Desta forma, iniciamos o estudo quimico-farmacoldégico da copaiba identificada
botanicamente como Copaifera langsdorffii Desf. com o objetivo de isolar e identificar os
metabolitos secundarios produzidos pela planta, assim como obter derivados reacionais dos
compostos isolados, concomitantemente com o estudo farmacoldgico do material obtido.

O animo de se estudar a copaiba, surgiu do_alto grau de importancia do éleo de
copaiba na medicina popular, principalmente como antiinflamatério [Veiga Jr, Patitucci e
Pinto, 1997], cicatrizante [Corréa, 1984] e antimicrobiano [Gramosa, 1994; S4 de Lima ef al,
1995], além do leque de agdes medicamentosas oferecidas por este 6leo, indicadas em bulas
encontradas nos 6leos comercializados (ver capitulo 5, pagina 62).

Os 6leos de copaiba, bem como as partes de Copaifera langsdorffii, foram
coletados na Localidade de Barreiro Grande - Crato-CE e seus estudos quimicos foram
desenvolvidos concomitantemente com o estudo farmacoldgico em cooperacdo com o
Departamento de Farmacologia e Fisiologia da UFC.

No estudo quimico de C. langsdorffii foram utilizadas técnicas cromatograficas

modernas como: cromatografia liquida em coluna, cromatografia centrifugacional e
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cromatografia liquida de alta eficiéncia, bem como as técnicas espectrométricas:
infravermelho, espectrometria de massa e ressondncia magnética nuclear inclusive técnicas
bidimensionais.

Este trabalho relaciona dados de levantamento bibliografico, métodos, discussées
e conclusdes sobre o estudo quimico e farmacoldgico da espécie Copaifera langsdorffii Desf.,

dividido em 8 capitulos e 1 anexo:

@ Capitulo 1 Introdugéo

@ Capi%ulo 2 Abordagem taxondmica da familia Leguminosae:
apresenta as consideracdes botdnicas e fitoquimicas da
familia Leguminosae, do género Copaifera e a descri¢éo

botanica de C. langsdorffii Desf.

@ Capitulo 3 Terpenos de Copaifera: descreve o levantamento
bibliografico dos terpenos encontrados em espécies de
Copaifera e os terpenos isolados e identificados em C.
langsdorffii Desf.

@ Capitulo 4 Bioatividades de Copaifera: apresenta as atividades
biolégicas encontradas na literatura relacionadas com o
6leo, bem como de extratos obtidos de espécies do género
Copaifera, e ainda relaciona as atividades apresentadas

nos ensaios farmacolégicos de C. langsdorffii em estudo.

@ Capitulo 5 Controle de qualidade de 6leos de copaiba comerciais por
RMN: descreve a comparagdo entre os 0leos de copaiba
comercializados em Fortaleza-CE e Belém-PA, o 6leo de

copaiba de C. langsdorffii em estudo e dados da literatura.

@ Capitulo 6 Determinagdo estrutural: apresenta a identificagdo dos
constituintes quimicos de C. langsdorffii Desf.
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@ Capitulo 7 Parte experimental: descreve os dados de coleta,
especificacdes dos aparelhos, métodos utilizados na
obtenc¢do dos dleos essenciais, procedimentos usados no

isolamento e preparagdo de derivados utilizados neste

trabalho.
Capitulo 8 Conclusdes
Anexo Curriculum vitae

~

As referéncias bibliograficas foram citadas no final de cada capitulo, baseadas nas

normas da ABNT: NBR 10520 de 1992 ¢ NBR 6023 de 2000.
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2. Abordagem Taxondmica da Familia Leguminosae

2.1. Taxonomia de Leguminosae

S hultz (1943) confere ao tdxon Leguminosae o valor de uma familia dividida
em 3 subfamilias: Mimosoideae, Caesalpinioideae e Faboideae ou
Papilionoideae. Cronquist (1988) conferiu & familia Leguminosae o valor duma ordem
(Fabales, inserida na subclasse Rosidae), dando entdo as subfamilias o valor das familias,
com as denominacdes de Mimosaceae, Caesalpiniaceae ¢ Fabaceae (Papilionaceae) e relata
que a familia Fabaceae € a mais avangada da ordem Fabales, pois pode ser considerada como
derivada da Caesalpiniaceae. De acordo com Woodland (1991), as duas classificagdes podem
ser utilizadas, j& que existem evidéncias para ambos segmentos de classificagdo, mas
considera a ordem Fabales dividida em trés familias: Mimosaceae, Caesalpiniaceae e
Fabaceae (Leguminosae).

Neste trabalho utilizaremos a descri¢do do taxon Leguminosae como uma familia
apresentando trés subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae, ja que é a
classifica¢do mais difundida.

A familia Leguminosae (Fabaceae) da ordem Rosales, € uma das familias mais
extensas das plantas floriferas com cerca de 650 géneros, reunindo mais de 18.000 espécies
espalhadas por todo o mundo [Ildis, 1999a], especialmente nas regides tropicais e subtropicais
do planeta, constituindo um dos grupos de plantas mais importantés da humanidade [Joly,
1977]. No Brasil, a familia Leguminosae ¢ distribuida em todo o territério nacional,
compreendendo cerca de 152 gé€neros e 2.800 espécies para a subfamilia Caesalpinioideae, 56
géneros e 2.800 espécies para a subfamilia Mimosoideae e 482 géneros e 2.000 espécies para
a subfamilia Papilionoideae (Faboideae) [Barroso, 1984].

As plantas desta familia apresentam hébito muito variado, havendo sempre efvas,
arbustos, trepadeiras e arvores. Vivem nos mais variados ambientes, em diferentes latitudes e
altitudes. As folhas sdo sempre de disposigdo alterna, compostas, pari ou imparipenadas, com
estipulas e estipelas as vezes transformadas em espinhos. As vezes podem se apresentar
modificadas em gavinhas (Lathyrus) ou estar reduzidas a dois (Hymenaea) ou a um sé foliolo
(Spartium e certas Dalbergia). As folhas e foliolos se apresentam sempre com articulagdes na

base, seja do peciolo, seja dos pecidlulos, permitindo-lhes movimentos diuturnos. Em certos
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casos 0s movimentos sdo extremamente rapidos em resposta a variados agentes (certas
espécies de Mimosa, as conhecidas sensitivas). As flores sdo variadas, sempre ciclicas, de
simetria radial até fortemente zigomorfas, diclamideas com célice gamossépalo pentdmero ou
tetrdmero; corola dialipétala pentdmera ou tetrdmera, na maioria das vezes com pétalas muito
desiguais (Faboideae). Androceu formado por 4 ou 10 estames, livres ou soldados entre si,
todos férteis ou alguns transformados em estaminddios, abrindo-se por fendas ou por poros
apicais. Ovério sempre stpero, unicarpelar e unilocular, as vezes divididos por falsos septos,
com muitos 6vulos, raramente um sé. Fruto variado, em geral legume seco (vagem), deiscente
por duas valvas ou do tipo lomento, segmentando-se (Mimosa - sensitiva) ou seco €
indeiscente (Arachis - amendoim) ou de pericarpo mais ou menos carnoso (4ndira - andira).
As sementes as vezes sdo envoltas em mucilagem ou polpa doce (Hymenaea - Jatoba, Inga -
inga), ou com arilo (Copaifera - copaiba) ou ainda com testa durissima (Delonix - flamboyant,

Adenanthera entre outros) [Shultz, 1943; Joly, 1977].

A maioria das Caesalpinioideae
(150 - 180 géneros e 2.200-3.000 espécies)
[Woodland, 1991], sfo arvores e arbustos
tropicais e subtropicais. As flores sdo
zigomorficas com cinco pétalas (pentdmeras)
[Ildis, 1999a], solitarias ou reunidas em
cachos ou paniculas. Geralmente t€m corola
vistosa com pétalas amarelas, vermelhas ou
brancas (Figuras 2.1 a e ¢). De modo geral,
os frutos maduros t€m coloragdo marrom ou
sdo enegrecidos (Figuras 2.1 b e d). [Ribeiro
et al, 1999]. Vérias espécies nesta subfamilia

sdo conhecidas como: Dimorphandra s d

aiglieng. (CeRE - e, e Figura 2 1 — Fotos de partes das plantas da

occidentalis  (Fedegoso),  Caesalpinia | pfamilia Caesalpinioideae: a) Flor de

Algumas s3o empregadas na |intermedia; ¢) Ramo florifero de
medicina popular como: Copaifera sp |Macrolobium microcalyx; d) Fruto de

(Copaiba, no tratamento de tlceras e [Dimorphandra pennigera;. Fotos obtidas do
feridas), Hymenaea courbaril (Jatoba, no |livro Florada Reserva Ducke [Ribeiro et al, 1999].

tratamento das moléstias do peito), Tamarindus indica (Tamarindeiro, tem fracos efeitos
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purgativos), Bauhinia candicans (Pata de vaca, € empregado no tratamento de doencas renais)
[Shultz, 1943]. Os melhores copais — resinas viscosas célebres pela sua resisténcia e
estabilidade em vernizes, tintas e lacas, sdo encontrados especialmente nos géneros Hymenaea

e Copaifera [Lewis, 1987].

Semelhante a Caesalpinioideae, a
maioria das Mimosoideae (50-56 géneros,
cerca de 3.000 espécies) [Woodland, 1991],
sdo arvores e arbustos tropicais e subtropicais.
Sdo caracterizadéls por suas flores pequenas €
actinomorficas [Ildis, 1999a] (Figuras 2.2 a e
b). As flores encontram-se reunidas em
capitulos densos e globosos ou em espigas
cilindricas [Shultz, 1943], assemelhando a um
pom-pom. (Figuras 2.2 a e b) [Ildis, 1999a].
Os frutos sdo vagens, deiscentes ou ndo, mas
sempre com sementes numerosas (Figuras 2.2

¢) [Ribeiro et al, 1999].

Exemplos de espécies desta

Figura 2.2 — Fotos de partes das plantas da

subfamilia  so  Inga  edulis  (Ingd), |t Mimosoidese: a) Flor de Parkia

Enterolobium timbouva (Timbatva), Parkia e fina mostrando os filetes compridos; b)

velutina  (Corezeiro). A espécie Acacia |Flor de Mimosa pudica; ¢) Detalhe de
decurrens (Acécia-negra), é muito rica em |abertura do fruto de Abarema piresii. Fotos

taninos e serve na industria de cortume € a Jobtidas do livro Flora da Reserva Ducke

espécie Acacia senegal, é uma érvore africana | [Ribeiro et al, 1999].

que fornece a goma arabica [Shultz, 1943].

A subfamilia Papilionoideae (451 géneros e 12.000 espécies) [Woodland, 1991;
Zarucchi, 1994], é a mais extensa das trés subfamilias com aproximadamente dois tergos de
todos os géneros e espécies da familia. A maioria das espécies € herbacea, embora existam
algumas arvores e arbustos. Uma grande parte de Papilionoideae € reconhecida por sua
caracteristica papilionacea (flores parecidas com borboletas) (Figuras 2.3 a, b € d). As flores
sdo zigomérficas [Ildis, 1999a], pentdmeras e hermafroditas [Shultz, 1943]. Como em outras

leguminosas, o fruto é uma vagem, com uma até muitas sementes; pode ser deiscente
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ou ndo, seco ou carnoso (Figura 2.3 ¢) [Ribeiro ef al, 1999]. Dos legumes de importancia

econdmica, pertencem a esta subfamilia a soja (Glycine), ervilha (Pisum), lentilha (Lens),

feijdo (Phaseolus), fava (Vicia), grio de bico (Cicer) e amendoim (4Arachis) [Shultz, 1943].

Figura 2.3 - Fotos de partes das plantas da subfamilia Papilionoideae: a) Ramo
florifero de Dipteryx polyphylla; b) Detalhe da flor de Dipteryx polyphyila; ¢) Fruto de
Andira parviflora; d) Flor de Clitoria javitensis mostrando sua caracteristica
papilionacea. Fotos obtidas do livro Flora da Reserva Ducke [Ribeiro et al, 1999].

Muitos legumes sdo capazes de
converter nitrogénio atmosférico em compostos
nitrogenados uteis para as plantas. Isto € obtido pela
presenga de nédulos nas raizes (que sdo visiveis a
olho nu) contendo bactéria do género Rhizobium
(Figura 2.4). Esta bactéria tem um relacionamento
simbidtico com legumes, fixando o nitrogénio livre
para as plantas, enquanto os legumes suprem a
bactéria com uma fonte de carbono fixado
produzido na fotossintese, fazendo que muitos
legumes sobrevivam em condigdes pobres de

nitrogénio. As leguminosas enriquecem o solo com

Figura 2.4 — Foto mostrando raizes
de Trifolium subterraneurn noduladas
pela bactéria Rhizobium trifolii. Foto
retirada do livro The Development
and Function of Roots [Torrey, 1975].

nitrogénio, enquanto outras plantas em geral empobrecem [Shultz, 1943]. Nodulos em raizes

ocorrem geralmente em Mimosoideae e Papilinoideae, mas raramente em Caesalpinioideae

[Tldis. 1999a].
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2.2. Taxonomia de Copaifera

As espécies do género Copaifera sdo comumente conhecidas pela denominag&o
popular de Copaiba, Pau d’6leo, Podoéi (Piaui e Ceard), Cupatba e Cupitiva [Corréa, 1984].
Sédo arvores de grande porte [Pinto e Veiga jr, 1998], chegando a alcancar uma altura de 10-15
m, com tronco de 50 a 80 cm de didmetro, e folhas compostas alternadas com trés pares de
foliolos de forma oval alargada [Sa de Lima et al, 1995]. Fornecem o béalsamo de copaiba por
exsudagdo do tronco, principalmente de Copaifera reticulata (Copaiba marimari), Copaifera
officinalis (Copaiba verdadeira) e Copaifera langsdorffii (Copaiba vermelha) [Gottlieb e
Tachan, 1945].

Estas 4rvores encontram-se distribuidas na Africa e em regides tropicais e
subtropicais da América do sul [Willis, 1973], principalmente no Brasil, Venezuela, Guianas
e Colombia [S4 de Lima er al, 1995]. No norte da América do Sul sdo encontradas
principalmente nos Estados do Para e Amazonas [Veiga Jr, Patitucci e Pinto, 1997].

Na Tabela 2.1 sdo descritas 94 espécies de Copaifera conhecidas, sendo 32 nomes
homénimos (diferentes taxa descritos para a mesma espécie, provavelmente por diferentes
autores) e 49 faxa aceitos pelo International Legume Database & Information Service.

De acordo com dados fornecidos por Braga (1976), Corréa (1984) e Rizzini
(1963), foi possivel sugerir que no Brasil o género Copaifera é representado por 17 espécies:
C. elliptica, C. martii (C. rigida), C. luetzelburgii, C. coriacea (C. cordifolia), C. malmei, C.
multijuga, C. guianensis, C. duckei (C. cearensis), C. langsdorffii (C. nitida, C. sellowii e C.
grandiflora), C. majorina, C. lucens, C. confertiflora, C. jutahy, C. oblongifolia, C.
officinalis, C. reticulata, C. rondonii e C. trapezifolia. Dentre estas, as espécies C. Cearensis,

C. langsdorfii, C. luetzelburgii e C. coriaceae sdo encontradas no Ceara.
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Tabela 2.1
Espécies de Copaifera encontradas na literatura®
Espécies de Copuifera Classificaciio”

1, Copaifera arnoldiana (De Wild. & T. Durand) T. & H. Durand Homénimo
2. Copaifera aromdtica Dwyer Aceito
3. Copaifera baumiana Harms Aceito

4. Copaifera beyrichii Hayne Homd6nimo

5. Copaifera bijuga Hayne Homo6nimo

6. Copaifera bracteata Benth Provisério

7. Copaifera brasiliensis Dwyer Aceito

8. Copaifera bulbotricha Rizz. & Heringer Aceito
9. Copaifera canine Harms Aceito
10. Copaifera carrissoana M. Exell Homonimo
11. Copaifera cearensis Ducke Aceito
12. Copaifera cearensis Ducke var. arenmicola Ducke Aceito
13. Copaifera cearensis Ducke var. cearensis Ducke Aceito
14. Copaifera chodatiana Hassler Homdnimo
15. Copaifera chodatiana(Hassler) J. Leonard var. chodatiana (Hassler) J. Aceito

Leonard

16. Copaifera chodatiana Hassler var. fruticosa Hassler Homonimo
17. Copaifera coleosperma Benth Homonimo
18. Copaifera confertiflora Benth Homo6nimo
19. Copaifera copallifera (Bennett) Milne-Redh Homo6nimo
20. Copaifera cordifolia Hayne Homdnimo
21. Copaifera coriaceae Martius Aceito
22. Copaifera coriaceae Martius var coriaceae Martius Aceito
23. Copaifera coriaceae Martius var macrophylla Dwyer Aceito
24. Copaifera demeusei Harms Homonimo
25. Copaifera depilis Dwyer Aceito
26. Copaifera duckei Dwyer Aceito
27. Copaifera ehie A. Homonimo
28. Copaifera elliptica Martius Aceito
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Tabela 2.1(Continuacio)

Espécies de Copaifera

Espécies de Copaifera encontradas na literatura®

. ~ b
Classificacio

29. Copaifera epunctata Amshoff Aceito
k30. Copaifera fissicuspis Pittier Homo6nimo
31. Copaifera glabra Vogel Homonimo
32. Copaifera glycycarpa Ducke Aceito
i33. Copaifera gossweileri M. Exell Homd&nimo
i34. Copaifera grandiflora Néo tem
;35. Copaifera guibourtiana Benth Homénimo
536. Copaifera guyanensis Desf. Aceito
;37 . Copaifera gynohirsuta Dwyer Aceito
38. Copaifera hemitomophylla J. D. Smith Homo6nimo
39. Copaifera hymenaeifolia Moric Homonimo
40. Copaifera jacquiniana G. Don Provisorio
41. Copaifera jaquinii Desf. Provisério
42. Copaifera jussieui Hayne Provisério
43. Copaifera jutahy Néo tem
44. Copaifera kuntzei Kuntze Homonimo
45. Copaifera laevis Dwyer Aceito
46. Copaifera langsdorffii Desf. Aceito
47. Copaifera langsdorffii Desf. var glabra (vogel) Benth. Aceito
48. Copaifera langsdorffii Desf. var krukovii Dwyer Aceito
49. Copaifera langsdorffii Desf. var laxa (Hayne) Benth. Aceito
50. Copaifera langsdorffii Desf. var peruviana Macbr. Homonimo
51. Copaifera langsdorffii Desf. var rupestris Hassler Homonimo
52. Copaifera laxa Hayne Homo6nimo
53. Copaifera letestui (Pellegrin) Pellegrin Homdnimo
54. Copaifera lucens Dwyer Aceito
55. Copaifera luetzelburgii Harms Aceito
56. Copaifera magnifolia Dwyer Aceito
57. Copaifera majorina Dwyer Aceito
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Tabela 2.1(Continuacio)
Espécies de Copaifera encontradas na literatura®

Espécies de Copaifera Classificacio”
Copaifera malmei Harms 7 Aceito
59. Copaifera marginata Benth Aceito
60. Copaifera martii Hayne Aceito
61. Copaifera martii Hayne var. publiflora (Benth.) Benth. Homonimo
62. Copaifera martii Hayne var. rigida (Benth.) Ducke Homé6nimo
63. Copaifera mildbraedii Harms Aceito
64. Copaifera mopane Benth : : Hom6nimo
65. Copaifera multijuga Hayne Aceito
66. Copaifera nana Rizz. Provisorio
67. Copaifera nitida Hayne Hom6nimo
68. Copaifera oblongifolia Martius Aceito
69. Copaifera oblongifolia Martius var. comosa Dwyer Aceito
70. Copaifera oblongifolia Martius var. dawsonii Cowan Aceito
71. Copaifera oblongifolia Martius var. oblongifolia Martius Aceito
72. Copaifera officinalis L. Aceito
73. Copaifera panamensis (Britton & Rose) Standley Aceito
74. Copaifera paupera (Herzog) Dwyer Aceito
75. Copaifera piresii Ducke Aceito
76. Copaifera pubiflora Benth Aceito
77. Copaifera religiosa J. Leonard Aceito
78. Copaifera reticulata Ducke Aceito
79.  Copaifera reticulata Ducke var. peruviana Macbr. Provisério
180. Copaifera reticulata Ducke var. reticulata Ducke Provisorio
fSLI. Copaifera rigida Benth Homonimo
:82. Copaifera rondonii Hoehne Aceito
83. Copaifera salikounda Heckel Aceito
‘;84. Copaifera salikounda sensu Kennedy Desviado
}85. Copaifera salikounda sensu auct. Desviado
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Tabela 2.1(Continuacgio)
Espécies de Copaifera encontradas na literatura”
Espécies de Copaifera Classificacio”

paz'fa schliebenii 'Homénimo
87. Copaifera sellowii Hayne Homénimo
88. Copaifera sp. 1 J. G. Soares Maia Provisorio
89. Copaifera sp.aff. salikounda J. Leonard Homo6nimo
90. Copaifera tessmannii Harms Homénimo
91. Copaifera trapezifolia Hayne Aceito
92. Copaifera utilissima J. Saldanha Provisério
93. Copaifera venezuelana Harms & Pittier Aceito
94. Copaifera venezuelana Harms & Pittier var. laxa Xena & Arroyo Aceito

a. Rizzini, 1963; Braga, 1976; Corréa, 1984 e ILDIS, 1999b

b. Classificacdo:
Aceito: nome aceito pelo banco de dados ILDIS.
Desviado: nomes desviados ao taxon errado.
Homoénimo: mesmo taxon descrito com nomes diferentes.
Nio terﬁ: nome n#o citado pelo banco de dados ILDIS.

Provisorio: nome em fase de avalia¢o

2.3. Descri¢do botanica de Copaifera langsdorffii Desf.

Copaifera langsdorffii Desf é arvore frondosa de até 13 m de altura ou pouco mais
(apenas 2 m quando vegeta no campo ou no cerrado, porém atingindo 50 m na Venezuela)
(Figura 2.5) [Corréa, 1984]; casca vermelho-escuro com profundas fendas longitudinais,
também avermelhadas interiormente; folhas pinnatifidas, compostas de foliolos 3-5 jugos,
alternos ou opostos, ovado-lanceodados ou elipticos, obtusos, até 5 cm de comprimento até 3
cm de largura, pelicido-punctuados, glabros (Figura 2.6); flores brancas, as vezes cor de rosa,
reunidas em raminhos dispostos em paniculas terminais (ver detalhes das folhas e
inflorescéncias de C. langsdorffii do Crato - Figura 2.7) [Corréa, 1984]. A floragdo ocorre de
novembro a janeiro e a frutificacdo de junho a agosto [Machado, Alencar e Rodrigues, 1992].
O fruto é uma vagem drupécea, pedunculada, ovdide, contendo uma semente [Corréa, 1984].

A semente € preta e provida de amplo arilo amarelo vivo proveniente do funiculo [Ferri,
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1969]. Regularmente, os frutos sdo dispostos na copa (Figura 2.8), sendo suas sementes
apreciadas pelos passaros, o que favorece a vasta distribuigdo geografica da espécie [Crestana
e Beltrati, 1988]. O exemplar de Copaifera langsdor{fii em estudo apresentou frutos com uma

e duas sementes (Figura 2.9).

Figura 2.5 - Arvore de Copaifera langsdorffi Figura 2.6 — Cépia de um ramo de
Desf. Foto retirada do livro: Arvores Brasileiras:  Copaifera langsdorffii Desf coletado no
Manual de Identificacdo e Cultivo de plantas Crato, mostrando os frutos e as folhas
Arbdreas e Nativas do Brasil [Lorenzi, 1992]. compostas. Cépia fornecida pelo Prof.

E. R. Silveira.
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Figura 2.7 — Fotos de um espécime de Copaifera langsdorffii Desf encontrado na localidade
de Barreiro Grande — Crato — Ceara: a) Folhas e inflorescéncia; b) Detalhes da
inflorescéncia mostrando os botdes florais; ¢) Detalhes das flores e botdes de Copaifera
langsdorffii. Fotégrafo: Prof. E. R. Silveira.
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Figura 2. 8 - Foto mostrando os frutos dispostos na copa de Copaifera langsdorffii
Desf:. Fotégrafo: Prof. E. R. Silveira.

Figura 2. 9 — Cépia de Copaifera

langsdorffii Desf: a) Ramos com frutos

mostrando arilo e semente Unica. b)
Frutos apresentando arilos e sementes
duplos. Cépias cedidas pelo Prof. E. R.
Silveira.
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Copaifera langsdorffii fornece madeira avermelhada, raramente amarelada, muita
rajada, as vezes porosa e de tecido frouxo, utilizado para construcfio naval, carrogaria, torno e
marcenaria [Corréa, 1984].

O 6leo de Copaiba é obtido por exsudacfo através de um furo de 2 a 3 cm de
didmetro no tronco da arvore a cerca de 1 m do chido e outro furo mais alto, a
aproximadamente 5 m do primeiro [Del Nunzio, 1985]. Um pequeno tubo de bambu com uma
torneira rudimentar é adaptado ao furo por onde escorre o balsamo, recolhido em latas [Del
Nunzio, 1985; Calvin, 1983]. Antigamente, o sertanejo abria o tronco a machadadas, até
atingir a medula em varios pontos destruindo a &rvore ou inutilizando a produ¢éio do bélsamo
por muitos anos [Corréa, 1984]. Empregou-se na Bahia uma bomba especial para extragdo do
balsamo por suc¢do [Gottlieb e Iachan, 1945]. O.balsamo.de Copaifera langsdorffii do Crato,
foi coletado a colheradas de um furo no tronco (Figura 2.10).

Conforme a época do ano, obtém-se maior ou menor quantidade de dleo de
copaiba [Corréa, 1984], ndo sendo rara nas grandes arvores a obtencfio de 4 a 50 L deste dleo
por ano [Del Nunzio, 1985; Gottlieb e Iachan, 1945].

O balsamo de copaiba ndo é um balsamo verdadeiro [Del Nunzio, 1985; Leung,
1980], é um 6leo resinoso proveniente da decomposicéo de células da parede do parénquima
lenhoso [Sa de Lima ef al, 1995]. Os canais secretores encontram-se na regido cortical dos
caules, porém dispostos de modo que se prolonguem até o lenho, onde existem em notavel
abundancia, formando bolsas compridas ndo-interligadas [Corréa, 1984; Del Nunzio, 1985;
Leung, 1980].

A espécie do género Copaifera em estudo foi coletada na localidade de Barreiro
Grande — Crato — Cear4 e identificada pelo prof. Afranio G. Fernandes do Dept® de Biologia
(UFC). As exsicatas encontram-se armazenadas no Herbéario Prisco Bezerra sob nimeros

24.461, 23.172 e 24.489.
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Figura 2. 10 — Fotos mostrando o tronco de
um espécime de Copaifera langsdorffii
encontrado no Crato: a) Tronco com
perfuracdo para extracdo do 6leo; b) Foto
% parcial do tronco detalhando a perfuragéo e

a exsudacao do oleo. Fotégrafo: Prof. E. R.

2.4. Fitoquimica de Leguminosae

A familia Leguminosae ¢ uma das familias mais extensas das plantas floriferas,
cuja principal caracteristica ¢ o fruto, uma vagem, tecnicamente conhecida como legume
[Ildis, 1999a].

Em termos de importancia econdmica, a Leguminosae ¢ a familia mais importante
das dicotiledoneas [Harborne, 1994]. Na producdo de alimentos cultivados para a agricultura
mundial (feijdo, soja, lentilhas, ervilhas e gréos-de-bico), os legumes estdo em segundo lugar
perdendo somente para as gramineas (cereais) [Ildis, 1999a].

Em adi¢do aos legumes cultivados para consumo humano, muitos rendem
importantes ragdes, adubo verde e forragens. Também s3o usados para outros propoésitos
incluindo: madeira, medicina, taninos e gomas. Algumas arvores fornecem resinas valorosas,
usadas em vernizes, tintas e lacas, como por exemplo, Copaifera, enquanto outras sdo fontes de
corantes como Indigofera que é cultivada para obtengdo de um corante azul [Ildis, 1999a].

Na Tabela 2.2 (pagina 21), encontram-se descritas as classes de compostos resultantes

do metabolismo secundario de espécies de Leguminosae, de acordo com dados fornecidos por
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Zarucchi (1994) apos andlise de 2.678 espécies, classificadas em 385 géneros em todas as tribos
reconhecidas. As classes de compostos relacionadas sd@o: alcaldides (ALC), aminoacidos e
peptideos (A&P), benzofurandides (BZF), carboidratos (CAR), cumarinas (CUM), esterdides
(EST), flavondides (FLA), heterociclos oxigenados (HOX), lignanas (LIG), produtos naturais
alifaticos (PNA), produtos naturais aromaticos policiclicos (PNP), produtos naturais aromaticos
simples (PNS), policetideos (POL), taninos (TAN) e terpendides (TER). As classes quimicas mais
comuns citadas sdo: flavonoides (1.227 citagGes), amino acidos e peptideos (1.106) e alcaldides
(872). As classes quimicas menos relatadas na literatura para a familia Leguminosae sio
policetideos (2); lignanas (7), benzofurandides (13) e taninos (15). Na subfamilia
Caesalpinioideae, das 214 espécies citadas, as classes quimicas mais encontradas sdo: flavondides
(88), amino acidos e peptideos (79) e alcaldides (72). Na subfamilia Mimosoideae, de 335
espécies analisadas, as classes principais encontradas sdo flavonodides (131), amino &cidos e
peptideos (180) e alcaldides (182) e para a subfamilia Papilionoideae, das 2.129 espécies
estudadas, as principais classes encontradas s&o: flavondides (1.008), Amino acidos e peptideos
(847) e alcaldides (618). Na Tabela 2.3 encontram-se descritas as estruturas representativas de
cada uma das classes de compostos citadas na Tabela 2.2.

Centenas de produtos naturais foram identificados e isolados, tanto que 28% de todos
os flavondides e 95% de todos as agliconas isoflavonoidicas conhecidas sfo encontradas em
Leguminosae [Harborne, 1994]. Isoflavondides tipicos encontrados em Leguminosae s3o 0s
rotendides que sfo uteis como agente inseticida ou piscicida [Maia ef al, 1976]. Os alcaldides
mais caracteristicos encontrados em Leguminosae sdo os alcaldides quinolizidinicos, que sfo
responsaveis pelos efeitos venenosos e teratogénicos das espécies de Lupinus [Harborne, 1994].
Outra classe de compostos encontrada em leguminosas € a dos terpenos. Os constituintes desta
classe mais caracteristicos sdo os 4cidos diterpénicos presentes em resinas obtidas do tronco de

espécies de Copaifera e Hymenaea.
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Classes de Compostos Caesalpinioideae

Classes de compostos encontrados em cada subfamilia de Le,

Tabela 2.2
suminosae

Subfamilias de Leguminosae

Papilionoideae Mimosoideae  Total

A&P 79 847 180 1106
ALC 72 618 182 872
BZF 5 5 3 13
CAR 26 237 52 315
CUM- 13 121 3 138
EST 52 232 31 315
FLA 88 1008 131 1227
HOX 2 % 0 47
LIG 2 3 1 7
NCL 6 3 0 19

| PNA 20 305 37 382

| PNP 37 10 1 43

| PNS 31 141 19 191
POL 0 2 0 2
TAN 3 1 1 15
TER 59 249 52 360

N° Total de Espécics 214 2129 335 2678

" N° Total de Géneros 69 274 2 385

*Classes de Compostos:
A&P — Aminodacidos e Peptideos LIG — Lignanas

ALC — Alcaldides

BZF — Benzofurandides
CAR — Carboidratos
CUM — Cumarinas
EST — Esterdides

FLA — Flavonoides

NCL — Néo Classificados

PNA- Produtos Naturais Alifaticos Simples
PNP — Produtos Naturais Aromaéticos Policiclicos
PNS — Produtos Naturais Aromaticos Simples
POL — Policetideos

TAN — Taninos

HOX — Heterociclos oxigenados TER — Terpendides
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Classes de Compostos

Tabela 2.3

encontrados em Leguminosae
Estrutura

Exemplos de estruturas representativas das classes de compostos

Origem

CO,H
= Coursetia axilaris
A&P HghrO=H [Lavin, 1986 apud
CH ZCHzONH%Nﬂz Zarucchi, 1994]
NH
Canavanina
Crotalaria lachnophora
ALC [Pilbean e Bell, 1979
apud Zarucchi, 1994]
1-Metileno-pirrolizidina
= 0 Bauhinia thonningii
BZF | [Okwute et al, 1986
HO ¢ I:{ 0 apud Zarucchi, 1994]
| OH
Grifonilideo
CH,0,CCH,CH,NO,
0. 0,CCH,CH,;NO,
ol Securigera varia
CAR i [Majak, 1976 apud
ol Zarucchi, 1994]
Cibariana
‘ MeO O O (0]
G 0 Milletia griffoniana
CUM L > [Yankep, 1998 apud
OMe OH o Zarucchi, 1994]

4-Hidroxi-5,6,7-trimetoxi-3-(3°,4°-
metileno-diéxi)fenilcumarina
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Tabela 2.3 (Continuacio)
Exemplos de estruturas representativas das classes de compostos
encontrados em Leguminosae
Classes de Compostos Estrutura Origem

e Cassia javanica
EST [Rizvi, 1972 apud
Zarucchi, 1994]
Derris robusta
FLA [Chibber, 1979 apud
Zarucchi, 1994]
Robustona
B HO
OH Securigera varia
HOX [Opletal, 1986 apud
0 0 Zarucchi, 1994]
Pueraria lobata
LIG [Kinjo, 1985 apud
Zarucchi, 1994]
Hidnocarpina
NCL H,C=C(CO,H)OPO;H, Bauhinia variegata
Acido fosfoenolpiravico [Mukherjee, 1975 apud
| Zarucchi, 1994]
H,NCH,CH,CH,CO,H Delonix regia
PNA [Mukherjee, 1975 apud
Zarucchi, 1994]
Acido 4-amino-butanéico
OH O OH
Cdssia grandis
PNP [Mahesh, 1984 apud
Zarucchi, 1994]
CH,
Crisofanol
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Tabela 2.3 (Continuacio)
Exemplos de estruturas representativas das classes de compostos
encontrados em Leguminosae

Classes de Compostos Estrutura Origem
CO,H i s
Securigera varia
PNS OH [Opletal, 1986 apud

Zarucchi, 1994]

Acido 2-hidréxi-benzéico

H3C(CH;);5CH(OH)CH,CH,CH,CO,H Butea monosperma
POL [Bishmoti, 1979 apud
Zarucchi, 1994]
Acido 5-hidréxiheneicosanéico

(0]
O OH
Milletia leucantha
TAN =M O Q Ol [Nagar, 1978 apud
Zarucchi, 1994]
HO O
i O
Acido elagico
0 H
%3 Leucaena leucocephala
Oz 1
o J [Arigayo, 1983 apud
e e Zarucchi, 1994
= H\‘/ arucchi, ]
CO,H
Giberelina A,

2.5. Fitoquimica de Copaifera

Levantamento bibliografico no Chemical Abstracts, Institute for Cientific

Information (ISI, http://www.webofscience.fapesp.br), International Legume Database &

Information Service (ILDIS, http://ildis.org/Leguminosae), Agricola

(http://www.nal.usda.gov/), nos resumos da SBQ, ABQ e SBPC, possibilitou a identificacdo

de 94 espécies (ver Tabela 2.1, pagina 11). Das espécies de Copaifera encontradas na
literatura, apenas 17 apresentaram algum estudo quimico (Tabela 2.4, pagina 25).
De acordo com a Tabela 2.4, os estudos quimicos relacionados com Copaifera

langsdorffii e espécies ndo identificadas de Copaifera (Copaifera sp) foram os mais
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encontrados na literatura. A maioria das citagdes bibliograficas esta relacionada com o

solamento e identificac@o de terpenos e estudo de 6leos essenciais deste género (ver Capitulo

3. pagina 33).
Tabela 2.4
Espécies do género copaifera encontradas na literatura com algum estudo quimico
Espécie AG CA CR FE IM OE TN TR
C. cearensis
C. coriacea - - = “ - 1 N =
| gu;'anensis - - = & - 1 & =
C. glycycarpa - - - - - 1 - -
F‘. langsdorffii sl el 2 - ¢4 =117
IC. martii (Hayne) - - - - = 1 . g
IC. martii var. rigida - - - 5 5 1 - s
C. multijuga - - - 1 1 1 - 5
C. officinalis = o A - 1 4 = 4
C. publifiora - - - 1 1 1 - 2
C. reticulata - = - = 2 1 _ 2
C.salikuonda - - 1 - - = = 5
C. sp 1 - 1 2 - 9 - |14
C. venezuelana - - - - 1 1 - 1
Total 1 2 4 4 5 (22| 1 |34
*Natureza do estudo:

AG = 4cidos graxos CR=cumarinas AM = aminoacidos TN = taninos

CA = carboidratos ~ FE = fenois OE = dleos essenciais TR = terpenos

Das citagdes bibliograficas encontradas sobre acidos graxos do género Copaifera,
apenas Maia (1978), descreveu a constituicdo dos éacidos graxos presentes no Oleo das
sementes de Copaifera sp, como: palmitico (24,9%), oleico (35,3%), linoleico (35,7%),
araquidico (1,1%) e beénico (3,0%).

As sementes de Copaifera langsdorffii mostraram a presenga de um amiléide

denominado  xyloglucan, cuja  hidrolise 4cida permitiu a identificacdo de



Capitulo 2 - Abordagem Taxondmica da Familia Leguminosae 26

glicose:xilose:galactose (4,0:2,8-2,9:1,5-1,7) [Buckeridge er al, 1992] e caracterizacdo de
polissacarideos nos cotilédones desta espécie [Franco ef al, 1996].

Quatro citagdes referentes a compostos cumarinicos para o género Copaifera
estdo relacionadas na Tabela 2.4 sendo que a primeira ocorréncia foi citada para Copaifera
salikuonda Heck, da Africa Sul-Ocidental [Mors, 1959].

A presenca de cumarinas em Copaifera langsdorffii foi relatada pela primeira vez
por Mors (1959), que obteve o isolamento de 0,65% da cumarina (1) e identificou a
umbelliferona (2) a partir de extracdo com éter de petroleo e com éter etilico das sementes de
Copaifera langsc—z’o;ﬁii, enquanto Maia et al (1978) relatou a presenca de 0,15% deste

composto nas sementes de Copaifera sp.

] s OO )
O (0] HO 0" 70
1 2

Rizzini (1976) e Borges (1982), citaram a cumarina (1) como fator importante na
dorméncia das sementes de C. langsdorffii. Segundo Mayer (1989), a cumarina é considerada
uma das substédncias cuja principal fungdo é de inibidor natural da germinag@o e € ativamente
metabolizada na germinagfo das sementes, desta forma pode-se constatar que & medida que a
semente amadurece, a cumarina é metabolizada até que o seu teor diminua favorecendo a
quebra da dorméncia e germinagdo das sementes.

Foram encontradas citages sobre compostos fendlicos identificados nas folhas de
Copaifera multijuga [Nascimento e Langenhein, 1986]; flavondis, flavanonas, catequinas e
procianidinas em Copaifera sp [McCloskey, 1985] e taninos (14,5%) nas cascas de Copaifera
langsdorffiii [Stather, 1931].

Leucoantocianinas e leucoantocianidinas foram estudadas por Robertson, a partir
do caule de Copaifera publiflora [Robertson e Robinson, 1935].

O amino4cido denominado N-metil-frans-4-hidroxi-L-prolina (3) foi isolado das
folhas de C. langsdorffii, C. multijuga, C. officinalis, C.pubiflora e C. venezuelana var. laxa.
[Figlioulo et al, 1987].
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CitagOes sobre Oleos essenciais obtidos a partir do balsamo de Copaifera sp
mostraram alguné estudos sobre rotagdo optica [Parry, 1911; Cocking, 1911; Shimmel & Co,
1915 e Birza, 1934], identificacdo dos componentes quimicos [Craveiro ef al, 1981] e
autoxidagfo do B-cariofileno [Gramosa, 1994].

Também foram encontradas citagdes sobre 6leos essenciais obtidos dos 6leos de
copaiba das espécies: Copaifera reticulata (26-31,5%), C. guianensis (24,5%), C. multijuga
148,5-55%), C. officinalis (55-58%), C. martii var. rigida (60-63%), C. coriacea (55-62,5%),
C. martii (Hayne) (38-52%) e C. glycycarpa (32-38,5%) [Freise, 1934].

Néo foi encontrado nenhum registro de estudo quimico de dleos essenciais de
Copaifera langsdorffii pelos métodos arraste com vapor e hidrodestilacdo, mas Langenhein et
al (1986) fizeram um estudo utilizando o extrato hexanico das folhas e sementes de Copaifera
langsdorffii (ver item 3.2, pagina 33), obtendo varios sesquiterpenos. Desta forma, o relato de
oleos essenciais das folhas, frutos, caule, raiz e balsamo para esta espécie € o primeiro
utilizando a extragfo por arraste com vapor.

Os terpenos identificados e/ou isolados a partir do balsamo, dos 6leos essenciais e
dos extratos das diversas espécies de Copaifera citados na literatura encontram-se descritos

no item 3.2 (pégina 33).
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3. Terpenos de Copaifera

3.1. Introducio

s terpenos constituem a maior e mais estruturalmente variada classe de

O produtos do metabolismo secundirio vegetal [Langenhein e Thimann,
1982]. Embora o termo "terpenos" parega apropriado somente para hidrocarbonetos
insaturados, ele é relacionado nfo somente aos oligdmeros do isopreno, mas também a seus
derivados saturados, bem como a outros dos seus derivados: 4lcoois, aldeidos, ésteres, etc.
"Terpendides" € o termo utilizado mais apropriadamente para designar tais derivados, cuja
nomenclatura é geralmente relacionada ao nome comum, ji4 que 0 nome sistemético em sua
maioria € longo e complicado, obscurecendo a natureza terpénica do composto [Derfer, J. e
Derfer, M., 1983].

Os terpenos sdo biossintetisados a partir do 4cido mevaldnico, cuja seqiiéncia
biossintética leva ao pirofosfato de geranilgeranila (4), precursor dos diterpenos. Duas
ciclizagdes sdo possiveis para o pirofosfato de geranilgeranila fornecendo as configuracoes
5a,10B (5) e 5B,10c (6) nas jungdes dos anéis A:B, este ultimo levando ao pirofosfato de
copalila (7) [Mann, 1987] (Esquema 3.1). O pirofosfato de copalila (7) é entdo convertido a
ent-caureno (8) por uma segunda ciclizagdo catalizada pela caureno sintetase. Reagdes de
oxidagio do grupo metila C-19 do caureno fornecem o ent-caurenol (9), ent-caurenal (10) e
acido emt-caurendico (11) [Vickery, M. e Vickery, B., 1981] (Esquema 3.2). As giberelinas
sdo obtidas a partir do 4acido caurendico, enquanto que os dlcoois nor-caurdnicos podem ser

obtidos da degradagdo dos aldeidos C-18 e C-19 [Vestri, Moraes e Roque, 1992].

Esquema 3. 1
Biossintese de diterpenos ent-labdanos
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Esquema 3. 2
Biossintese de diterpenos enf-cauranos

3.2. Terpenos de Copaifera — Levantamento bibliogrifico

Levantamento bibliografico no Chemical Abstracts, Institute for Cientific

Information (ISI, http://www webofscience.fapesp br ), Infernational Legume Database &

Information Service ILDIS htip://ldis. org/leguminosae) Agricola
> . >

(http://www.nal usda.gov/), nos resumos da SBQ, ABQ e SBPC, sobre espécies do género

Copaifera revelou que o balsamo de copaiba, bem como as folhas da Copaiba s&o constituidos
principalmente de sesquiterpenos e diterpenos.

O primeiro relato de terpenos em Copaifera data de 1910, destacando a presencga
de sesquiterpenos biciclicos e do a-cariofileno (21) no 6leo de copaiba do Para obtido de
Copaifera sp [Deussen e Hahn, 1910]. Deussen e Eger (1911) relataram a preparagéo do -
nitrocariofileno a partir do [B-cariofileno (22) presente no 6leo de copaiba, e em 1932 a
presencga do cadineno no mesmo oleo.

Gottlieb (1945) estudou o balsamo de Copaifera sp, identificando o -cariofileno
(22) e o isocariofileno (37) no dleo essencial.

Cocker, Moore e Pratt (1965) citaram o isolamento do acido hardwickiico (52) a

partir do lenho do caule de Copaifera officinalis, enquanto que Monache et a/ (1969) isolou o
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mesmo acido da fragdo 4cida do balsamo de Copaifera multijuga em bem como os acidos (+)-
7-hidroxi-hardwickiico (53) e copaiférico (61). Monache et al (1970) relatou o isolamento do
11-acetoxilabda-8(20)-13-dien-15-oato de metila (56) e do acido copaiferolico (62).

O isolamento dos 4cidos diterpénicos: copdlico (63), enantio-agatico (66) e
enantio-3-hidréxi-labda-8(20), 13-dien-15-6ico (67) a partir do 6leo de copaiba comercial foi
relatado por Mahajan e Ferreira (1971). No mesmo ano, a composi¢do da fragdo neutra (50%
do Oleo-resina) do balsamo de C. multijuga foi determinada por Monache et al (1971),
mostrando ser constituida de 33% de hidrocarbonetos sesquiterpénicos e 17% de
sesquiterpenos oxigenados. Ja o estudo do balsamo de Copaifera langsdorffii foi relatado por
Ferrari, Pagnoni e Pelizzoni (1971) apresentando cerca de 50% de hidrocarbonetos
sesquiterpénicos e 25% de acidos ditérpénicos com esqueletos (-) labdénico e (-) cauranico,
bem como o isolamento do B-bisaboleno (16), B-cariofileno (22) e a-copaeno (24), dos acidos
cauran-19-6ico (44), caur-16-en-19-6ico (45) e polidltico (73) e identificagdo de -
bourboneno (17), y-cadineno (18), a-humuleno (21) e cipereno (23).

Maia et al (1978) relatou a presenga dos sesquiterpenos [3-bisaboleno (16), &-
cadineno (19), a-humuleno (21), B-cariofileno (22), a-copaeno (24), cubebeno (26), B-elemeno
(30), a-ilangeno (36), a-multijugenol (38) e 6xido de cariofileno (41) no 6leo de copaiba de
Copaifera sp.

A utiliza¢do do 6leo de copaiba como combustivel alternativo foi proposta por Calvin
(1980), bem como a determinaéﬁo da composi¢do do 6leo de Copaifera multijuga.

Langenhein, Arrhenius e WNascimento (1981), mostrou o relacionamento da
intensidade da luz na composi¢do e rendimento dos sesquiterpenos presentes nas resinas das
folhas de Copaifera officinalis, Copaifera pubiflora e Copaifera multijuga, e Craveiro et al (1981)
mostraram que o Oleo essencial das folhas de Copaifera sp era constituido principalmente de
sesquiterpenos.

Sierra (1983) citou a utilizacgdo do Odleo de copaiba de Copaifera sp como
combustivel, enquanto Arrhenius ef al (1983) identificaram os sesquiterpenos presentes nas
resinas das folhas de Copaifera officinalis e Copaifera venezuelana var. laxa.

As diferencas entre sesquiterpenos e compostos fendlicos de Copaifera multijuga
com relagdo as caracteristicas fisico-quimicas dos diferentes tipos de solos na floresta amazdnica
foram relatadas por Nascimento e Langenhein (1986). Langenhein ef al (1986) e Macedo e
Langenhein (1989a) mostraram o relacionamento entre os herbivoros lepidopteros e os
sesquiterpenos encontrados nas folhas de Copaifera langsdorffii. A biossintese de terpendides em

Copaifera langsdorffii foi investigada por Skarukrud (1987). E a influéncia da radiagdo solar
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sobre o rendimento de sesquiterpenos das folhas desta espécie foi relatada por Feibert e
Langenhein (1988).

Jacobson et al (1987) isolou o (-)-o-copaeno (24) a partir do 6leo essencial do
bélsamo de Copaifera officinalis. Jinliang e Langenhein (1990) descreveram o estudo sazonal e
variacdo diurna dos principais sesquiterpenos (cariofileno (22) e selineno (42)) dos dleos
essenciais das folhas de Copaifera officinalis € Copaifera pubiflora. Braga, Antunes e Pinto
(1990) identificaram dois &cidos diterpénicos no 6leo de Copaifera cearensis.

Braga, Pinto e Antunes (1991) utilizaram silica modificada com hidréxido de potassio
para separar os compostos terpénicos: hidrocarbonetos, dlcoois e ésteres metilicos a partir do 6leo
de Copaifera cearensis.

Veiga Jr, Patitucci e Pinto (1993) citaram o isolamento dos 4cidos caur-16-en-19-6ico
(45), dani€lico (64) e pinifdlico (72) a partir do 6leo de copaiba comercial. Spavenello e Vila
(1994) mostraram o isolamento do acido 7a-acetéxi-hardwickiico (46) a partir do éleo de copaiba
comercial, e Costa ¢ Imamura (1994) preparou derivados do acido (+)-hardwickiico (52) obtido
do balsamo de Copaifera sp.

A detecg@o de terpenos no dleo de copaiba comercial por CGAR foi relatada por
Patitucci, Veiga Jr e Pinto (1995). No mesmo ano, Pinto descreveu os terpendides identificados no
bélsamo de copaiba de copaiferas brasileiras como os 4cidos: 3-metil-5-(2,2,6-trimetil-6-hidroxi-
1-ciclohexil)-pentandico (12), caurandico (44), caur-16-en-19-6ico (45), crolequinico (49),
clerodan-15,18-didico (50), hardwickiico (52), agatico (57), acetdxi-agatico (58), acetoxi-copalico
(59), cativico (60), copalico (63), daniélico (64), eperuico (69), labd-13-en-15-6ico (71) e
pinifélico (72) [Pinto, 1995].

Heiras ¢ Barata (1996) citaram o isolamento dos acidos caur-16-en-19-oico (45), ent-
4-epi-agatico (68) ¢ polidltico (73), enquanto Monti, Tiliacos e Faure (1996) isolaram (+)-7c-
acetdxibacchotricuneatina D (47) e (-)-3B-hidréxi-15,16-dinorlabd-8(17)-en-13-ona (76), todos do
6leo de copaiba comercial.

A sintese de sesterpenos a partir do acido copalico (63) obtido de 6leo de copaiba foi
relatada por Santiago (1997). Braga et al (1998) obtiveram os derivados metilados dos 4cidos 3-
metil-5-(2,2,6-trimetil-6-hidréxi-1-ciclohexil)-pentandico (12), colavénico (48), crolequinico (49),
3-cleroden-15,18-didico (50), 3-cleroden-15,16-olide-18-6ico (51), hardwickiico (52), patagbnico
(54), cativico (60), copélico (63), eperuico (69) e 8-hidréxi-labdanéico (70) a partir do 6leo de
copaiba de Copaifera cearensis.

Cascon e Gilbert (1999) relataram o estudo da variacdo da composi¢do quimica do
6leo de copaiba de Copaifera spp identificando a presenca de sesquiterpenos e diterpenos, e

Monti, Tiliacos € Faure (1999) relataram o isolamento dos diterpenos Colavenol (55), 9,10-anti-
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copalol (74) e (-)-15,16-dinorlabd-8(17)-en-3(p3),13-diol (75). Pinto et al (2.000) separou acidos
diterpénicos de Copaifera cearensis por cromatografia usando gel de silica impregnada com
hidréxido de potéssio. Cascon e Gilbert (2.000) relatou a presenca de sesquiterpenos e diterpenos
nos Oleos de copaiba de Copaifera multijuga Hayne, Copaifera duckei Dwyer e¢ Copaifera
guianensis Desf.

A Tabela 3.1 (pagina 37) descreve os terpenos identificados em sete espécies de
Copaifera das quais uma n3o foi identificada, sendo relacionados 30 sesquiterpenos e 33
diterpenos: 2 caurdnicos, 10 clerodanicos e 21 labdanicos, cujas estruturas encontram-se
mostradas nos Quadros 3.1 e 3.2 (paginas 40 e 42). Na Tabela 3.2 (pagina 44), encontram-se
descritos os terpenos identificados em cada espécie do género Copaifera, sendo que os estudos
referentes a 6leos de copaiba comerciais e espécies ndo identificadas, sfo citados como originados

de Copaifera sp.
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Tabela 3.1
Terpenos identificados em espécies de Copaifera

Sesquiterpenos
12 | Ac. 3-metil-5-(2,2,6-trimetil-6-hidréxi-1-
ciclohexil)-pentandico

13 | o-Amorfeno

14 | Allo-aromadendreno

15 |a-Bergamoteno

16 |pB-Bisaboleno

17 |a-Bourboneno

18 |y-Cadineno
19 |8-Cadineno

20 | Calameneno

21 |a-Cariofileno (o-humuleno)

22 | B-Cariofileno

23 | Cipereno

24 | a-Copaeno

25 |B-Copaeno
26 |Cubebeno
27 | a-Cubebeno
28 | B-Cubebeno

29 | Ar-curcumeno

30 |B-Elemeno

31 |y-Elemeno

32 |8-Elemeno

33 |B-Farneseno

1 C. sp 3 C. officinalis 5 C. venezuelana 7 C. langsdorffii
2 C. multijuga 4 C. pubiflora 6 C. cearensis
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Tabela 3.1 (continuac¢io)

Temenos identificados em esgécies de Caeailera

1

N° Sesquiterpenos
34 | B-Humuleno

35 |y-Humuleno

36 |a-Ilangeno

37 |Isocariofileno

38 | a-Multijugenol

39 | a-Muuroleno

40 |y-Muuroleno

41 | Oxido de cariofileno
42 | a-Selineno

43 | B-Selineno

Diterpenos caurinicos

44

Ac. cauran-19-0ico

2

3

4 |S |6

7

45

Ac. caur-16-en-19-6ico

Diterpenos clerodanicos

Ac. Ta~acetoxi-hardwickiico

(+)-7a-Acetoxi-bacchotricuneatina D

Ac. colavénico

Ac. crolequinico

Ac. 3-cleroden-15-18-didico

Ac. 3-cleroden-15,16-olide-18-6ico

Ac. hardwickiico

Ac. (+)-7-hidréxi-hardwickiico

5 C. venezuelana

54 | Ac. patagbnico
55 |Colavenol
1. C.sp 3 C. officinalis
2 C. multijuga 4 C. pubiflora 6 C. cearensis

7 C. langsdorffii
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Tabela 3.1 (continuac¢io)

T erpenos identificados em eseécies de Coeaiﬁera

Diterpenos labdanicos L1213 4156 F
56 | 11-Acetoxilabda-8(20)-13-dien-15-oato de metila

57 |Ac. agéatico

7

58 |Ac. acetOxi-agatico

59 | Ac. acetoxi-copalico

60 |Ac. cativico

61 |Ac. copaiférico
62 |Ac. copaiferélico
63 | Ac. copalico ‘ r
64 | Ac. daniélico

65 | Ac. dihidropolialtico

66 | Ac. enantio-agitico

67 | Ac. enantio-3-hidréxi-labda-8(20),13-dien-15-6ico

68 | Ac. ent-4-epi-agético

69 |Ac. eperuico

—

70 | Ac. 8-hidréxi-labdano6ico
71 | Ac. labda-13-en-15-6ico
72 | Ac. pinifélico

73 | Ac. polialtico -
74 | 9,10-anti-copalol

75 |(-)-15,16-Dinorlabda-8(17)-en-3(j3),13-diol

76 |(-)-3B-Hidroxi-15,16-dinorlabda-8(17)-eno-13-ona

C. sp 3 C. officinalis 5 C. venezuelana 7 C. langsdorffii
2 C. multijuga 4 C. pubiflora 6 C. cearensis
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Quadro 3.1
Estruturas dos sesquiterpenos identificados em Copaifera

1y,
ny,,
I .... 4
1, 3
.. K
2

12 14 15 16
=
o |
I={ H
17 18 19 20

29 30 31 32
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Quadro 3.1 (continuacio)
Estruturas dos sesquiterpenos identificados em Copaifera

42

43

37

41
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Quadro 3.2
Estruturas dos diterpenos identificados em Copaifera

CO.H

53 54 55 56
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Quadro 3.1(continuacéo)
Estruturas dos diterpenos identificados em Copaifera

73 74 o’ 76
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Tabela 3.2
Espécies de Copaifera com seus respectivos terpenos

Espécie

Terpenos identificados Referéncias

C. cearensis Ac. cativico (60)* Braga et al, 1998
Ac. 3-clerodeno-15,18-di6ico (50)* o
Ac. 3-clerodeno-15,16-olide-18-6ico (51)* 5
Ac. colavénico (48)* “
Ac. copalico (63)* %
Ac. crolequinico (49)* =
Ac. dihidropolialtico (65) Braga, Pinto e Antunes, 1991
Ac. eperuico (69)* Braga et al, 1998
Ac. hardwickiico (52)* i
Ac. 8-hidréxi-labdanéico (70)* "
Ac.3-metil-5-(2,2,6-trimetil-6-hidroxi-1- o

_ ciclohexil-pentandico (12)*
Ac. patagbnico (54)*

(39

Ac. polidltico (73) Braga, Pinto e Antunes, 1991
C. langsdorffii | Ac. cativico (60) Braga, Pinto e Antunes, 1991
Ac. cauran-19-6ico (44) Ferrari, Pagnoni e Pelizzoni,
1971
Ac. caur-16-en-19-6ico (45) i
Ac. copélico (63) Braga, Pinto e Antunes, 1991
Ac. hardwickiico (52) *
Ac. polidltico (73) Ferrari, Pagnoni e Pelizzoni,
1971
B-Bisaboleno (16) &
a-Bourboneno (17) b
y-Cadineno (18) g

Langenhein ef al, 1986
8-Cadineno (19) 5
B-Cariofileno (22) «

Braga, Pinto ¢ Antunes, 1991
Ferrari, Pagnoni e Pelizzoni,

1971
Cipereno (23) 5
Langenhein et al, 1986
a-Copaeno (24) Ferrari, Pagnoni e Pelizzoni,
1971

Langenhein ef al, 1986
B-Copaeno (25) &
o-Cubebeno (27)

(29

ar-Curcumeno (29) Braga, Pinto e Antunes, 1991

B-Farneseno (33) i

o-Humuleno (21) Ferrari, Pagnoni e Pelizzoni,
1971

* Obtido como éster metilico
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Tabela 3.2 (continuag¢io)

Espécies de Copaifera com seus respectivos terpenos

Espécie

C. langsdorffii

Terpenos identificados

B-Humuleno (34)
v-Muuroleno (40)

; Oxido de cariofileno (41)

a-Selineno (42)

B-Selineno (43)
11-Acetoxilabda-8(20)-13-dien-15-oato de
metila (56)

| Ac. hardwickiico (52)

| Ac. (+)-7-hidréxi-hardwickiico (53)

' Ac. copaiférico (61)

Ac. copaiferolico (62)

allo-Aromadendreno (14)

a-Bergamoteno (15)

B-Bisaboleno (16)

C. multijuga

y-Cadineno (18)

8-Cadineno (19)

Calameneno (20)
B-Cariofileno (22)

Cipereno (23)

o-Copaeno (24)

B-Copaeno (25)
o.-Cubebeno (27)

-Cubebeno (28)
ar-Curcumeno (29)
3-Elemeno (30)
v-Elemeno (31)
&-Elemeno (32)
-Farneseno (33)

| o-Humuleno (21)

Referéncias

Langenhein et al, 1986

13
(13

13

Monache et al, 1970

13
113
(33

43

Calvin, 1980

Monache et al, 1971
Calvin, 1980

Langenhein, Arrhenius e
Nascimento, 1981

(19

Calvin, 1980

13

Monache et al, 1971
Langenhein, Arrhenius e
Nascimento, 1981

n

Calvin, 1980

(13

Monache et al, 1971
Langenhein, Arrhenius e
Nascimento, 1981

(13

13

Calvin, 1980

33
(13
113
[
(19
149

19
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Espécie

C. multijuga

Tabela 3.2 (continuagio)

Espécies de Copaifera com seus respectivos terpenos

Terpenos identificados

B-Humuleno (34)

y-Humuleno (35)
o-Ilangeno (36)
o-Multijugenol (38)
y-Muuroleno (40)

Oxido de cariofileno (41)

Referéncias

Calvin, 1980
Langenhein, Arrhenius e
Nascimento , 1981
Monache et al, 1971

113

33

Langenhein, Arrhenius e
Nascimento, 1981
Monache et al, 1971

a-Selineno (42) Calvin, 1980
Langenhein, Arrhenius e
Nascimento, 1981
B-Selineno (43) >
Calvin, 1980
C. officinalis | Ac. hardwickiico (52) Cocker, Moore e Pratt, 1965
y-Cadineno (18) Langenhein, Arrhenius e
Nascimento, 1981
Sierra, 1983
d-Cadineno (19) Langenhein, Arrhenius e
Nascimento , 1981
B-Cariofileno (22) 5
Sierra, 1983
Jinliang e Langenhein , 1990
Cipereno (23) Langenhein, Arrhenius e

o-Copaeno (24)

B-Copaeno (25)
o-Cubebeno (27)

B-Humuleno (21)

y-Muuroleno (40)

o-Selineno (42)

B-Selineno (43)

Nascimento , 1981
Sierra, 1983
Jacobson et al, 1987
Langenhein, Arrhenius e
Nascimento , 1981

(13

13

Sierra, 1983
Langenhein, Arrhenius e
Nascimento , 1981
Sierra, 1983
Langenhein, Arrhenius e
Nascimento , 1981

(13

Sierra, 1983

Jinliang e Langenhein , 1990
Langenhein, Arrhenius e
Nascimento , 1981
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Espécie

Tabela 3.2 (continuagio)

Espécies de Copaifera com seus respectivos terpenos

Terpenos identificados

Referéncias

C. pubiflora  |y-Cadineno (18) Langenhein, Arrhenius e
Nascimento, 1981
d-Cadineno (19) 3
B-Cariofileno (22) “
Jinliang e Langenhein, 1990
Cipereno (23) Langenhein, Arrhenius e
Nascimento, 1981
o-Copaeno (24) *
B-Copaeno (25) A
o-Cubebeno (28) &
B-Humuleno (34) =
y-Muuroleno (40) ¥
o-Selineno (42) =
Jinliang e Langenhein, 1990
B-Selineno (43) Langenhein, Arrhenius e
Nascimento, 1981
C. sp Ac. acetoxi-agatico (58) Pinto, 1995
(+)-7a-Acetdxibacchotricuneatina D (47) Monti, 1996
Ac. acetoxi-copalico (59) Pinto, 1995

Ac. 7a-acetoxi-hardwickiico (46)

Ac. agatico (57)

Ac. cativico (60)
(+)-7To-acetoxibacchotricuneatina D (47)
Ac. 7-a-acetoxi-hardwickiico (46)

Ac. caurandico (44)

Ac. caur-16-en-19-6ico (45)

Ac. crolequinico (49)

Ac. clerodan-15, 18-didico (50)
Ac. copalico (63)

Ac. daniélico (64)

Ac. enantio-agético (66)

Cascon, 1999
Spavenello, 1994
Cascon, 1999
Pinto, 1995
Monti, Tiliacos e Faure, 1996
Spavenello e Vila, 1994
Pinto, 1995
Cascon e Gilbert, 1999
Veiga Jr, Patitucci e Pinto, 1993
Pinto, 1995
Heiras e Barata, 1996
Cascon e Gilbert, 1999
Pinto, 1995
Mahajan e Ferreira, 1971
Pinto, 1995
Cascon e Gilbert, 1999
Veiga Jr, Patitucci e Pinto, 1993
Pinto, 1995
Mabhajan e Ferreira, 1971
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Espécie

Tabela 3.2 (continuacio)

Espécies de Copaifera com seus respectivos terpenos

Terpenos identificados

Ac. enantio-3-hidréxi-labda-8(20), 13-
dien-15-6ico (67)

Ac. ent-4-epi-agatico (68)

Ac. epertiico (69)

Ac. hardwickiico (52)

Ac. labd-13-en-15-6ico (71)

Ac. 3-metil-5-(2,2,6-trimetil-6-hidréxi-1-
_ ciclohexil)  -pentanéico (12)

Ac. pinifélico (72)

Ac. polidgltico (73)

oi-Amorfeno (13)
allo-Aromadendreno (14)

a-Bergamoteno (15)

B-Bisaboleno (16)

v-Cadineno (18)
d-Cadineno (19)

Calameneno (20)
o-Cariofileno (21)
B-Cariofileno (22)

a-Copaeno (24)

Cipereno (23)
Cubebeno (26)

Referéncias

Mabhajan e Ferreira, 1971

Heiras e Barata, 1996
Pinto, 1995
Cascon e Gilbert, 1999
Pinto, 1995

(13

Veiga Jr, Patitucci e Pinto, 1993
Pinto, 1995
Cascon e Gilbert, 1999
Heiras e Barata, 1996
Cascon e Gilbert, 1999

[13

13

Wenninger, 1967

Craveiro et al, 1981
Cascon e Gilbert, 1999
Wenninger, 1967
Maia et al, 1978
Craveiro et al, 1981
Cascon e Gilbert, 1999
Wenninger, 1967
Deussen, 1932
Wenninger, 1967
Maia et al, 1978
Craveiro et al, 1981
Cascon, 1999
Wenninger, 1967
Deussen € Hahn, 1910
Deussen e Eger, 1911,
Wenninger, 1967
Maia et al , 1978
Craveiro et al , 1981
Wenninger, 1967
Maia et al , 1978
Craveiro et al , 1981
Cascon e Gilbert , 1999
Wenninger, 1967
Maia et al , 1978
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Tabela 3.2 (continuacio)
Espécies de Copaifera com seus respectivos terpenos

Espécie . Terpenos identificados Referéncias
C.sp a-Cubebeno (27) Craveiro et al, 1981
Cascon e Gilbert, 1999
-Cubebeno (28) Wenninger, 1967
Cascon e Gilbert, 1999
Ar-Curcumeno (29) Wenninger, 1967
B-Elemeno (30) Maia et al, 1978

Wenninger, 1967
y-Elemeno (31) i

8-Elemeno (32) .
-Farneseno (33) =

Craveiro et al, 1981
(-)-3B-Hidr6xi-15,16-dinorlabd-8(17)- Monti, Tiliacos e Faure, 1996
en-13-ona (76)
o-Humuleno (21) Wenninger, 1967

Maia et al, 1978
Craveiro et al, 1981
Cascon e Gilbert, 1999

B-Humuleno (34) Wenninger, 1967
o-Ilangeno (36) Maia et al, 1978
Isocariofileno (37) Gottlieb, 1945
o-Multijugenol (38) Maia et al, 1978
o-Muuroleno (39) Craveiro et al, 1981
Oxido de cariofileno (40) Maia et al, 1978
Cascon e Gilbert, 1999

a-Selineno (42) Wenninger, 1967
B-Selineno (43) i

C. venezuelana. |vy-Cadineno (18) Sierra, 1983
B-Cariofileno (22) "
Cipereno (23) %
o-Copaeno (24) "
a-Cubebeno (27) -
B-Humuleno (34) >
y-Muuroleno (40) ¥
a-Selineno (42) =

B-Selineno (43) N
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3.3. Terpenos de Copaifera langsdorffii do Crato

O levantamento bibliografico sobre terpenos do género Copaifera revelou alguns
estudos sobre Copaifera langsdor{fii, principalmente sobre o bélsamo e a resina das folhas (item
3.2). O estudo do balsamo ¢ dos extratos obtidos de partes de um exemplar de C. langsdorffii do
Crato-CE mostrou que os principais constituintes encontrados eram diterpenos (-) caurdnicos e
(-)- labdanicos. J4 seus respectivos Oleos essenciais eram constituidos principalmente de
sesquiterpenos (Capitulo 4, pagina 35).

14 terpenos foram isolados a partir do Oleo de copaiba obtido de Copaifera
langsdorffii Desf. em estudo, dos quais 13 eram diterpenos e 1 sesquiterpeno. Dos diterpenos
isolados, seis ent-caurenos foram obtidos, sendo cinco como Produtos Naturais: enf-caur-16-eno
(8), ent-caur-16-en-19-ol (9), ent-caur-16-en-19-al (10), ac. ent-caur-16-en-19-6ico (11) e 19-nor-
caur-16-en-4a-ol (ruilopeziol) (79), € um como derivado: ent-caur-16-en-19-oato de metila (78);
sete eni-labdanos foram obtidos, sendo trés isolados como Produtos Naturais: 18-hidroxi-ent-
labda-8(17),13(E)-dieno-15-oato de metila (ent-copaiferolato de metila) (80), acido ent-labda-
8(17),13(E)-dien-15-metoxicarbonil-18-6ico (ent-4-epi-agatato de metila) (82), ac. polidltico (73);
quatro obtidos como derivados: éster metilico do nivenolideo (85), eni-labda-8(17),13(E)-dien-
15,18-0ato de dimetila (83), polialtato de metila (84) e 18-acetdxi-ent-labda-8(17),13(E)-dieno-
15-cato de metila (18-acetil-ent-copaiferolato de metila) (81). O sesquiterpeno isolado foi

identificado como 6xido de cariofileno (41).

9 CH,OH 81 CH;0Ac 84 CH;
10 CHO
11 COH
78 CO,CH3
79 OH
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Diterpenos representativos dos diversos estdgios do esquema biossintético
mostrado nos Esquemas 3.1 e 3.2 (paginas 32 e 33) foram isolados do 6leo de copaiba. Os
diterpenos caurdnicos obtidos, seguem a oxidagdo no C-19, a partir do ent-caur-16-eno,
seguindo-se ent-caur-16-en-19-0l, ent-caur-16-en-19-al e 4cido ent-caur-16-en-19-6ico.
Vestri, Moraes e Roque (1992) citaram a degradacdo in vifro de aldeidos com esqueleto
cauranico levando a formagZo de 18- ou 19 nor-cauranos, desta forma, € possivel propor que
0 19-nor-caur-16-en-4a-ol (ruilopeziol) isolado de Copaifera langsdorffii, pode estar
relacionado ao produto de degradagdo do ent-caur-16-en-19-al.

Os diterpenos: ent-caur-16—en-19—a1, ent-caur-16-eno, éster metilico do
nivenolideo, ent-4-epi-agatato de metila, ent-caur-16-en-19-ol, ruilopeziol e éster metilico do
acido ent-copaiferdlico, estdo sendo citados pela primeira vez como produto natural obtido de
Copaifera langsdorffii e para o género Copaifera. »

Dos dados até agora mencionados, pdde-se estabelecer um perfil quimico-
espectrométrico do 6leo de copaiba de Copaifera langsdorffii, ja que a principal ferramenta
utilizada por nds na identificaco dos constituintes quimicos do 6leo de copaiba foi a RMN,
revelando os 4cidos ent-caur-16-en-19-6ico e polidltico como principais constituintes da
resina e o B-cariofileno, o principal constituinte do 6leo essencial do balsamo do espécime

estudado.
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4. Bioatividades de Copaifera

4.1. Introducio

A s plantas apresentam-se como uma inesgotavel fonte de metabdlitos
secundédrios com uma variedade de classes de compostos extraordinria.
Embora o estudo dos usos medicinais das plantas tenha levado a descoberta de farmacos
importantes, as possibilidades de se chegar a esses conhecimentos estdo se perdendo
rapidamente, 4 medida que as culturas tribais desaparecem e grupos inteiros de populacdes
perdem estilos de vida tradicionais.

Conhecimentos valiosos que foram acumulados durante milhares de anos de
tentativa e erro estdo sendo esquecidos num curto periodo de tempo. Grande parte dessas
informagdes tem sido transmitida oralmente, nfo existindo, portanto registros, levando a
destruicdo de um dos principais direcionadores da pesquisa cientifica a partir de plantas
medicinais: 0 conhecimento popular [Raven, Evert € Eichborn, 1996].

O deslocamento de populagdes para as grandes cidades, o crescimento urbano e
conseqilentemente o desmatamento de zonas arbdreas, conduz a extingdo de espécies
botanicas sem que ao menos tenhamos a possibilidade de estuda-las.

Segundo Ferreira et al (1998), grande parte dos medicamentos que estio no
mercado origina-se de produtos naturais, em especial, de plantas. Entre as vinte drogas mais
vendidas nos EUA em 1988, apenas sete ndo derivavam diretamente de produtos naturais.

Das espécies de plantas estudadas para a obtengdo de drogas, encontram-se as
espécies da familia Leguminosae. Dentre estas, destacam-se as copaiferas, que fornecem o
oleo de copaiba, usado secularmente pelos indigenas, que provavelmente foram os
descobridores de suas atividades como cicatrizantes de ulceras e feridas, assim como anti-
tetdnico, especialmente sobre o umbigo dos recém-nascidos. Os estudos biologicos
relacionados com o género Copaifera estdo relacionados principalmente com o dleo de
copaiba, devido ao leque de propriedades terap€uticas atribuidas a este 6leo, principalmente
como antiinflamatdrio e cicatrizante [Corréa, 1984], e da auséncia de toxicidade do oleo,
embora vOmitos e diarréia tenham sido relatados quando consumidos em grandes doses

[Leung, 1980].
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4.2. Atividade antimicrobiana

Estudos da atividade antimicrobiana de Copaifera encontrados na literatura
referem-se principalmente ao Oleo de copaiba comercial. Dentre estes, a atividade
antimicrobiana deste 6leo contra o microrganismo Staphylococcus aureus (ATCC 9144) foi
relatada por S4 de Lima ef al (1995). A comparagdo entre as atividades antimicrobianas do
oleo de copaiba e suas fragdes 4cida e neutra contra os microrganismos Staphylococcus
aureus (IAO1), Micrococcus Iuteus 1A, Bacillus cereus (IAll), Nocardia asterdides
(IA3503), Pseudonocardia termophyla (1A3517) e Bacillus subtilis (IA17) utilizando o
método de difusdo de disco em agar, mostrou que as fragSes 4cida e neutra apresentaram
menor atividade do que o dleo de copaiba bruto frente aos microrganismos estudados
[Marcelino Jr ef al, 1997]. Gramosa (1994) e Gramosa, Lemos e Melo (1995), relataram a
atividade do dleo essencial do balsamo de copaiba comercial seguindo o método de difusdo
em placa contra os microrganismos: Bacillus subtilis (ATCC 6.633), Staphylococcus aureus
(ATCC 25.923), Escherichia coli (ATCC 29.214) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27.853), mostrando que o dleo essencial do 6leo de copaiba comercial apresentou atividade

positiva contra os microrganismos estudados, em especial Staphilococcus aureus.

4.3. Atividade antiinflamatéria

As atividades antiinflamatérias descritas na literatura para o género Copaifera,
também estdo relacionadas ao 6leo de copaiba, tanto que a atividade do dleo de Copaifera
cearensis relatada por Fernandes, Pereira e Paulo (1992) foi medida utilizando o modelo de
edema de pata em ratos, induzidos por carragenina. Veiga Jr, Calixto e Pinto (1997) e Basile
ef al (1988) descreveram as atividades dos oleos de Copaifera multijuga e Copaifera sp,
respectivamente, utilizando o mesmo modelo.

A atividade antiinflamatoéria de Copaifera langsdorffii objeto de nosso estudo foi
avaliada no Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC, a partir do 6leo de copaiba e
do Oleo essencial extraido da casca do fruto utilizando modelo de edema na orelha de
camundongo, induzido pela aplicacdo tépica do dleo de créton 2,5%. Os animais foram
tratados por via oral e topica, sendo que o 6leo de copaiba apresentou diminuigcdo significante
do edema por via oral, porém a aplicacéio topica ndo promoveu redugdo significativa. Ja o
cleo essencial, promoveu diminuigo significante do edema por aplicagdo topica, mas nfo por

via oral.
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Os resultados fornecidos a partir da investigagdo da atividade antiinflamatéria do
6leo de copaiba e do 6leo essencial da casca do fruto de C. langsdorffii, objeto de nosso
estudo foram apresentados por Paiva et al (1996a) no XIV Simpdsio de Plantas Medicinais do
Brasil.

4.4. Atividade antiulcerogénica

O levantamento bibliografico relacionado com o género Copaifera ndo revelou
nenhum estudo referente a atividade antiulcerogénica em nenhuma espécie deste género.
Desta forma, o estudo da atividade antiulcerogénica utilizando o 6leo de C. langsdorffii, foi
investigada no Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC a partir de modelos
experimentais de lesdes gastricas induzidas pelo etanol, indometacina, estresse por retencdo e
frio, 4cido acético e isquemia-perfusdo em ratos. Este 6leo demonstrou inibi¢do de lesdes
gastricas induzidas por estresse, antiinflamatérios e dlcool, além de baixa toxicidade e
mortalidade em camundongos até dose de 5g/Kg.

Os dados obtidos do estudo da atividade antiulcerogénica do 6leo de copaiba de
C. langsdorffii, foram sujeitos de uma disserta¢do de mestrado no Departamento de Fisiologia
e Farmacologia [Paiva, 1999] e apresentados por Paiva na 12* Reunido Anual da Federagdo de
Sociedades de Biologia Experimental em 1997, além de duas publica¢gdes [Paiva, Rao,
Gramosa e Silveira, 1998a; Paiva, Rao e Silveira, 1998b].

4.5. Atividade antinociceptiva

A atividade antinociceptiva relacionada com a espécie Copaifera langsdorffii em
estudo, foi investigada a partir do Oleo essencial da casca do fruto e do 6leo de copaiba,
utilizando modelos experimentais de nocicepg¢do quimica (acido acético) e térmica (placa
quente) em camundongos.

A nocicepgio quimica foi induzida pela administragéo de acido acético 0,6%e
registrado o numero de contor¢des abdominais durante 20 minutos. Na nocicepcéo térmica, 0os
animais foram colocados na placa quente e registrado o tempo (em segundos) em que o0s
animais levaram para saltar e lamber as patas traseiras.

O 6leo essencial da casca do fruto e o dleo de copaiba apresentaram teste positivo

para os ensaios de nocicep¢do quimica e térmica.
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Os dados obtidos a partir dos ensaios da atividade antinociceptiva investigados
para a copaiba foram apresentados por Paiva no XIV Simpoésio de Plantas Medicinais do
Brasil em 1996b.

4.6. Atividade cicatrizante

A atividade cicatrizante do Oleo de copaiba foi verificada em modelos
experimentais de feridas em fémeas de ratos Wistar albino, através do monitoramento da
contrag@o de ferida aberta. As feridas foram obtidas por incisdo na regido dorsal, removendo
2 cm de pele e tecido subcutdneo, sendo tratadas topicamente com O6leo de copaiba de
Copaifera langsdorffii na concentracdo de 2% e 4% uma vez ao dia durante 21 dias.

Valores significantes da contragdo da ferida nas ratas tratadas com o 6leo-resina
no 9° dia eram 84,05 + 2,37% contra 51,29 + 9,54% observados nos controles.

Os resultados indicaram o efeito benéfico do 6leo de copaiba de Copaifera
langsdorffii Desf sobre feridas justificando o seu uso como cicatrizante na medicina popular.

Os dados obtidos a partir destes ensaios foram apresentados por Paiva, Silveira e
Rao (2.000) no XVI Simpdsio de Plantas Medicinais do Brasil e resultou em uma publicagéo
[Paiva, De Alencar Cunha, Santos, Gramosa, Silveira e Rao, 2001]. |

4.7. Outras bioatividades de Copaifera

Outras citagdes relativas a bioatividades de Copaifera foram encontradas na
literatura, dentre as quais podemos citar: efeitos em erupgdes cuténeas (Copaifera sp,
balsamo), efeitos sobre nervos olfatérios [Meyer, 1928] (Copaifera sp, balsamo), inibi¢do no
crescimento de fibroblastos (Copaifera sp, béalsamo) [Saito, 1936], agente antimofos para
xaropes (Copaifera sp, balsamo) [Lord e Husa, 1954], atividade antitumoral (Copaifera sp,
balsamo) [Ohsaki ef al, 1994], atividade virucida [Kajama, 1996], inibi¢do aos danos no DNA
mediados por radicais livres (Copaifera reticulata, casca do caule) [Desmarchelier, Coussio e

Cicia, 1997].
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5. Controle de qualidade de 6leos de copaiba comerciais por RMN

5.1. Introducao

Segundo a Fundag8o Herbarium, um dos maiores laboratérios de fitoterapicos no Pais,
houve um aumento de 20% na comercializaciio de remédios a base de plantas nos ultimos anos
[Gullo e Pereira, 1998]. Dos produtos naturais comercializados, o dleo de copaiba, tem se mostrado
de grande eficiéncia nas enfermidades para as quais € indicado, o que € comprovado pelos inimeros
laboratérios que comercializam o produto e pela facilidade com que € encontrado in natura nos
mercados populares.

Dos laboratdrios que comercializam o 6leo de copaiba, alguns nfo indicam a origem
boténica do dleo, ja que estes sfo adquiridos em lotes. Outros laboratérios, talvez pela falta de um
controle de qualidade rigoroso, comercializem o dleo apresentando adulteragdes grosseiras com
6leos provavelmente de sementes oleagihosas, comprometendo a qualidade do produto consumido,
que além de ndo apresentar o efeito terapéutico esperado, pode causar prejuizos a saude,

possibilitando a perda da credibilidade no produto como medicamento.

S.2. Controle de qualidade por RMN

O primeiro relato relacionado com a adulteragéo do dleo de copaiba obtido através de
levantamento bibliografico no Chemical Abstracts data de 1906 por Morris. Recentemente Veiga
Jr., Patitucci e Pinto (1997) relataram o estudo de 6leos de copaiba utilizando a cromatografia
gasosa de alta resolugdo.

Neste item relatamos a analise de diversas marcas de 6leo de copaiba comerciais num
total de 19, obtidas em farmadcias e drogarias oficialmente regulamentadas nos estados do Ceara e
Pard. A bula que acompanhava cada produto, geralmente apresentava descricio de sua agfo
terapéutica, enquanto que a origem botinica do 6leo de copaiba raramente era mencionada.

A identificacio da composi¢do quimica dos dleos de copaiba comerciais foi efetuada
por comparagdo dos dados obtidos dos espectros de ressondncia magnética nuclear de prétio (RMN
:I~I) e ressondncia magnética nuclear de carbono-13 (RMN 13C) com os dados obtidos dos
componentes identificados no dleo de C. langsdorffii em estudo, juntamente com os dados descritos

na literatura para os compostos identificados em espécies do género Copaifera.
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5.2.1. Aspectos fisicos dos éleos de copaiba
De acordo com Corréa (1984), o 6leo de copaiba, € liquido, transparente, mais ou
menos viscoso, tendo cor varidvel desde amarelo-palido até castanho-claro dourado, seu
cheiro € forte e penetrante e o sabor acre, persistente, um pouco amargo ¢ muito desagradavel.
O 6leo de copaiba de Copaifera langsdorffii em estudo apresentava-se viscoso de
cor amarela escura e odor caracteristico, enquanto que os 6leos comerciais analisados
apresentaram variacoes de cor entre amarela-clara a laranja escura e de diferentes viscosidades

e odores.

5.2.2. Perfil quimico-espectrométrico do oleo de Copaifera langsdorffii
A anilise do espectro de RMN 'H (Figura 5.1) do 6leo de copaiba de Copaifera
langsdorffii permitiu a identificagdo de trés faixas de absorg¢do:
1. Faixa de absorcdo de maior deslocamento quimico (8 6,0-8,0): Correspondente
a regido de absor¢des de hidrogénios aroméaticos. Neste caso, foram observados
tré€s hidrogénios de furano monossubstituido.
2. Faixa intermedidria (6 4,0-5,0): Correspondente a hidrogénios olefinicos.
3. Faixa de menor deslocamento quimico (& 0,7-3,0): Correspondente a
hidrogénios ligados a carbono saturado.
Levantamento bibliografico no Chemical abstracts sobre o 6leo de copaiba, assim
como a comparacio de dados da literatura com os dados obtidos dos espectros de RMN 'H,
PC-BB ¢ "C-DEPT (135) do 6leo de copaiba de Copaifera langsdorffii (figuras 5.1 a 5.3),
bem como dados da analise por CG/EM do seu respectivo Oleo essencial (ver pagina 76),
possibilitou a identificacdo de tr€s constituintes majoritarios [-cariofileno (22), 4cido

caurendico (45) e acido polialtico (73) no 6leo de copaiba de Copaifera langsdorffii analisado.

HO,

22 45 73
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Figura 5.1 — Espectro de RMN 'H do 6leo de copaiba de Copaifera langsdorffii. [8;
CDCIS, 500,13 MHz]
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Figura 5.2 — Espectro de RMN °C-BB do 6leo de copaiba de Copaifera
langsdorffii [6; CDCls; 125,77 MHz].
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5.2.3. Anailise dos éleos comerciais

As dezenove amostras de 6leos de copaiba de diferentes marcas foram analisadas por
RMN 'H, “C-BB e DEPT (135), levando-se em consideracfio as faixas descritas anteriormente
para os espectros de RMN 'H e os dados de RMN C de cada 6leo comercial. Os dados obtidos
foram comparados com os dados de RMN 'H e ">C dos 6leos de copaiba de Copaifera langsdorffii
em estudo e dos 6leos descritos na literatura, resultando no agrupamento das amostras dos 6leos

comerciais de cinco maneiras diferentes:

Grupo 1: Presenca de B-cariofileno como constituinte principal.

A classificag¢do do 6leo de copaiba comercial neste grupo, deveu-se a comparac¢io
visual entre os espectros de RMN '"H e C dos respectivos 6leos com os espectros do -
cariofileno (Figuras 5.4 ¢ 5.5), bem como os dados encontrados na literatura [Kashman e
Groweiss, 1980]. Neste grupo foram relacionadas quatro marcas de dleos comerciais (M-1,
M-2, M-3 e M-4), que apresentaram absor¢des nos espectros de 'H em & 4,92 e 4,80
referentes a hidrogénios metilénicos da ligagdo dupla exociclica, & 5,28 referente ao hidrogénio
metinico da ligagdo dupla trissubstituida e trés absor¢des em & 0,95; 0,98 e 1,59 referentes a
hidrogénios de grupos metilas ligados a carbonos ndo-hidrogenados do B-cariofileno, além das
absorgdes em & 154,5 e 111,8 no espectro de 3¢, referentes aos carbonos nio-hidrogenado e
metilénico, respectivamente da dupla exociclica, bem como as absor¢des referentes aos
carbonos metilicos em & 30,0; 22,6 ¢ 16,2.

Nas Figuras 5.6 ¢ 5.7 sdo mostrados os espectros de RMN 'H e BC do éleo de
copaiba da marca M-1, ilustrando o tipo de dleo que faz parte deste grupo.

Grupo 2: Presenca de B-bisaboleno como constituinte principal.

Neste grupo foram identificadas 4 marcas de 6leos de copaiba comerciais (M-3,
M-6, M-7 e M-8), que apresentaram absor¢des nos espectros de 'H e °C caracteristicas do -
bisaboleno [Miyazawa e Kameoka, 1983]. As absorgdes em & 5,39; 5,12 e 4,74 no espectro de
'H de M-5 (Figura 5.8) referem-se a hidrogénios de carbonos insaturados do B-bisaboleno,
enquanto as absor¢Oes em & 1,68; 1,65 e 1,61 a seus respectivos hidrogénios metilicos. O
espectro de BC da amostra M-5 (Figura 5.9) mostrou absorg¢des em & 107,1; 120,8; 124,3 e

133,4 referentes aos carbonos do B-bisaboleno.
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Figura 5.4 — Espectro de RMN 'H do B-cariofileno [6 CDCI3, 500,13 MHz].
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Figura 5.5 — Espectro de RMN *C-BB do B-cariofileno [8, CDCls, 125,77 MHz].
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Figura 5.6 — Espectro de RMN "H do éleo de copaiba M-1 [, CDCls, 200 MHz].

=

T v T ¥ T T T T T T T T
180.9 - 1500 140.0 120.0 100.0 8.9 0.0

Figura 5.7 — Espectro de RMN '°C-BB do éleo de copaiba M-1 [5; CDCls; 50,3 MHz].
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Figura 5.9 — Espectro de RMN "°C-BB do éleo de copaiba M-5 [8; CDCls; 50,3 MHz].




Estudo Quimico-Farmacoldgico de Copaifera langsdorffii Dest 71

Grupo 3: Presen¢a concomitante de B-cariofileno e B-bisaboleno.

Neste grupo foram relacionadas as marcas M-9, M-10, M-11, M-12, M-13, M-14
e M-15, cujos principais constituintes presentes nos espectros de 'H e °C foram identificados
como o B-cariofileno e o (-bisaboleno. As Figuras 5.10 e 5.11 (pagina 72) referentes aos
espectros de RMN 'H e °C da amostra M-11 ilustram este grupo.

Grupo 4 :-Presenca de absor¢des entre 6 4,0 —4,3.

Neste grupo foram relacionadas as marcas M-16 e M-17, cujos espectros de 'H e
PC apresentaram-se bastante diferentes dos espectros das marcas citadas anteriormente, mas
com feicdes espectrais bastante semelhantes com espectros de triglicerideos. A Figura 5.12

(pagina 73) mostra o espectro de 'H do 6leo de copaiba da marca M-16 pertencente a este

grupo.

Grupo 5 : Auséncia de absorgdes entre & 2,17-8,0.

As marcas representantes deste grupo (M-18 e M-19), ndo apresentaram absor¢des
acima de & 2,17 no espectro de 'H, demonstrando tratarem-se provavelmente de
hidrocarbonetos saturados. A Figura 5.13 apresenta o perfil espectral dos 6leos de copaiba que
pertencem a este grupo.

Com relagdo a presenga de diterpenos furanicos, as absor¢des a 6 7,35; 8 7,17 € 8
6,30 nos espectros de RMN 'H e § 142,5; & 138,5; 5 125,2 e § 110,7 nos espectros de RMN
BC foram usadas como caracteristicos de anel furanico monossubstituido. Desta forma, das 19
amostras analisadas, 6 apresentaram razoavel teor de diterpenos furdnicos (M-4, M-6, M-7,
M-10, M-12 e M-13) 5 amostras apresentaram baixo teor (M-2, M-5, M-9, M-11 ¢ M-14) e
em 8 amostras, os diterpenos furdnicos ndo foram identificados (M-1, M-3, M-8, M-15, M-16,
M-17, M-18 e M-19).

Amostras dos 6leos de copaiba comerciais das marcas 1 a 15 foram identificadas
como Oleos de copaiba. J& os dleos de copaiba dos grupos 4 e 5 (marcas 16 a 19) ndo
apresentaram em seus espectros de RMN 'H e 1>C as absorgdes do B-cariofileno ou do B-
bisaboleno, nem de diterpenos furdnicos em teores suficientes para caracteriza-los como 6leos
de copaiba. Isto evidencia a adulteragdo destes dleos com oéleos de sementes ricos em

triglicerideos de 4cidos graxos insaturados e 6leo mineral respectivamente.
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Figura 5.10 — Espectro de RMN 'H do 6leo de copaiba M-11 [8; CDCls; 500,13 MHz].
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Figura 5.11 — Espectro de RMN '3C-BB do 6leo de copaiba M-11 [5, CDCls, 125,77 MHz].
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Figura 5.12 — Espectro de RMN 'H do 6leo de copaiba M-16 [5, CDCls, 200 MHz].

S vy ’ vy ; NE——
5.5 0% 7.5 7.8 B3 6.0 5.5 5.4 :"'sl 8 3.5 4 25 2.8 LS w8

|| Figura 5.13 — Espectro de RMN 'H do éleo de copaiba M-18 [, CDCls, 200 MHz]. :




Capftulo 5 - Controle de Qualidade de Oleos de Copaiba Comerciais por RMN 74

A comparagdo entre os espectros de RMN 'H e C dos 6leos comerciais
analisados com os respectivos espectros de um legitimo 6leo de copaiba obtido de C.
langsdorffi, bem como com dados encontrados na literatura, permitiu a verificagdo da
veracidade dos 6leos comerciais citados. E importante lembrar que a andlise por RMN nfo
necessita de qualquer derivatizagdo da amostra a ser verificada, apresentando-se desta forma
como um método adequado e eficaz na determinagdo da qualidade e origem de dleos de
copaiba comerciais, principalmente devido a rapidez e reprodutibilidade do experimento

[Gramosa, 1996].
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6. Determinagdo estrutural dos constituintes quimicos de C. langsdorffii

6.1. Analise dos o6leos essenciais

Os constituintes quimicos volateis de C. langsdorffii foram identificados a partir
dos 6leos essenciais obtidos de trés aliquotas do balsamo e de diversas partes de um exemplar
desta espécie, por processos de hidrodestilagdo e arraste a vapor (ver procedimento paginas
208 e 228).

Os oleos essenciais analisados foram armazenados em ampolas de vidro ambar,
purgados com nitrogénio gasoso e encaminhados para analise por RMN e CG-EM.

Os parametros utilizados nos espectros de massa para selecdo dos constituintes
quimicos presentes em cada 6leo essencial foram: pico do ion molecular, pico base, tempo de
retengdo, comparagdo com espectros de massa em banco de dados (espectroteca) [Alencar ef
al, 1990] e comparag@o visual com espectros de massa encontrados na literatura [Adams,

1995].

6.2. Determinacio estrutural dos constituintes volateis do balsamo de C. langsdorffii

Trés aliquotas do balsamo de copaiba denominadas OCCRATO, OCCRATO-3 e
OCCRATO-4 coletados de exemplares de C. langsdorffii forneceram Oleos essenciais
amarelados, denominados OEOCCRATO, OEOCCRATO-3 e OEOCCRATO-4 de
rendimentos 7,3%, 9,4% e 10,2%, respectivamente, (ver item 7.6.1, pagina 208). Estes 6leos
apresentaram os cromatogramas mostrados nas Figuras 6.1, 6.2 e 6.3, cuja analise
espectrométrica (EM e RMN) permitiu a identificacdo de um total de 20 constituintes: 19
sesquiterpenos, sendo o B-cariofileno (22) o constituinte principal, e 1 diterpeno, o caureno
(Tabela 6.1, pagina 79).

Apesar das aliquotas dos 3 Oleos de copaiba terem sido obtidas em diferentes
épocas, a partir de arvores diferentes da mesma espécie, ndo houve varia¢do significante na
composi¢io quimica dos dleos analisados. No cromatograma do 6leo essencial do OCCRATO
mostrado na Figura 6.1, nota-se que o pico com tempo de retengdo 26.25 refere-se ao oxido de
cariofileno, apresentando um teor de 54,2%, embora nos seus respectivos espectros de 'He
BC-BB obtidos 20 dias antes, mostraram que o constituinte principal deste 6leo era o [3-
cariofileno, desta forma, acredita-se que o [-cariofileno tenha sido oxidado a ¢xido de

cariofileno entre as duas analises, como ja foi descrito em trabalho anterior [Gramosa, 1994].
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Tabela 6.1
Constituintes quimicos presentes nos oleos essenciais
__de OCCRATO (1), OCCRATO-3 (2) e OCCRATO-4 (3

Constituintes Teér (%)
B-Elemeno 4.4 4.4 G4
o-cis-Bergamoteno (86) 4,6 4,0 -
B-Cariofileno 6,1 22.8 333
v-Elemeno 2,2 11,0 48
o-frans-Bergamoteno (87) 2,5 32 -
o-Guaieno (88) - - 1.7
B-Farneseno 1,0 2 =
o-Humuleno - 4,5 6,1
v-Muuroleno 12 - 2.7
ar-Curcumeno 4,6 < -
Germacreno D (89) = - 1,4
[3-Selineno 0,6 16,8 6,5
a-Selineno - 8,7 4.5
v-Cadineno 0,5 0,9 2T
0-Cadineno 1.1 1,8 1K,
Cubebeno - - 2.2
Selina-3,7(11)dieno (90) - 4,6 1,9
Germacreno B (91) - 10,0 8,7
Oxido de Cariofileno 542 - =
Caur-16-eno ' 0,7 1,4 e

Total 83,7 94,1 99,9
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6.3. Determinaciio estrutural dos constituintes voliteis de partes de um exemplar de C.
langsdorffii

Um exemplar de Copaifera langsdorffii coletado na localidade de Barreiro
Grande-Crato-Ceara, foi separado em folhas, casca da raiz, casca do caule, lenho do caule,
kenho da raiz e frutos. Os frutos foram divididos em arilo, semente e casca, mas os dleos
essenciais foram obtidos a partir dos frutos completos e das cascas dos frutos.

As partes da planta foram submetidas a extracdo dos constituintes volateis
fornecendo Oleos essenciais com os seguintes rendimentos: folhas (1,0 mL; 0,04%), casca da
raiz (0,4 mL; 0,01%), cascas dos frutos (7,5 mL; 0,7%), casca do caule (0,1 mL; 0,003%),
lenho do caule (0,4 mL; 0,008%), lenho da raiz (1,0 mL; 0,07%) e frutos completos (1,0 mL;
0,3 %), denominados OEFO, OECR, OECF, OECC, OELC, OELR, OEFR, respectivamente
(ver item 7.7, pagina 228).

Anélise por CG-EM dos 6leos obtidos forneceu os cromatogramas mostrados nas
Figuras 6.4 a 6.10, que apds andlise dos seus espectros de massa (Figuras 6.11 a 6.54, paginas
86 a 94) permitiu a identificagdo de 38 sesquiterpenos e 2 diterpenos, cujos componentes sdo

descritos na Tabela 6.2 (pagina 84).
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Tabela 6.2
Componentes quimicos identificados nos éleos essenciais*
de partes de um exemplar de Copaifera langsdorffii

Componentes Quimicos | 2 3 + S 6

n

p-Cimeno (92) 14 | 1,8

Canfora (93) 187 L1y = - 5 5 :
d-Elemeno 21131 4L - > < =
o-Cubebeno 03| 07§31} » » - | -
o-Copaeno 0.8 - | L8| - 2 - =
B-Elemeno 20 | 2,8 | 6,0 - 120 - =
B-Cariofileno 166|148 | 13| - | 80| - |31
B-Gurjuneno (94) 06| 09| - - ¢ . )
y-Elemeno - 1,7 | - = = - E;
o-trans-Bergamoteno Oy | 07 ) £ - € " _
B-Farneseno - - - < » o s
o-Humuleno 29 | 28 - = 1241 = .
y-Muuroleno 2521298145 - [23)83 1 -
ar-Curcumeno - - - = = - -
B-Selineno 3.5 - 11714352 = -
o-Selineno - - - - |18 - -
o-Muuroleno 301 23 = D - = 3
B-Guaieno (95) - - - « a8l = £
y-Cadineno 08 15|19 - ~ 3T -
cis-Calameneno (96) 14 | 1,0 | - - - - -
3-Cadineno 65| 53 | - - A > 5
7-epi-ai-Selineno (97) > - 2 g s 5
Cubebeno 0.8 - - - 2 5 A
o-Cadineno (98) 0.8 - - - - a -
Elemol (99) 20| 23| - - : 5 -

*Qleos essenciais: Folhas = 1 Lenho da raiz = 4 Casca do caule =7
Frutos =2 Casca daraiz=>5

Cascas dos frutos =3 Lenho do caule = 6
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Tabela 6.2 (Continuacio)
Componentes quimicos identificados nos 6leos essenciais
de partes de um exemplar de Copaifera langsdorffii

Componentes Quimicos

Germacreno B 220 23 = - - - 3
Cariofilenol (100) e e T it
Oxido de cariofileno 1.3 | 3,2 | 47,3|40,5]|30,7|31,0| 4,1
Guaiol (101) 26 |27} - - 5 S 2
4-a-Copaenol (102) - - - 176 - - -
Carotol (103) = k) a1 2,0 - 4,7
B-Eudesmol (104) 2.1 | 44 | - - - - =
a-Cadinol (105) 36 | 52| - - - - -
epi-o.-Cadinol (106) - - - - - 1.9 -
epi-a-Muurolol (107) - - - - 4,1 - -
Cubenol (108) - - - - = (23 =
40-Eudesm-11-en-4-ol (109) - - - ol v -
[-Bisabolol (110) - - - - - - 1305
Caur-16-eno - - = 175 | 82 | 302} 16,7
Caurenal - - - - - 5 1 3.9
Total 87,6 | 90,4 | 71,7 | 69,9 | 81,6 | 79,4 | 91,0
*QOleos Essenciais: Folhas = 1 Lenhodaraiz=4  Cascadocaule=7
Frutos =2 Cascadaraiz=35

Cascas dos frutos = 3 Lenho do caule=6
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6.4. Identificacio dos Acidos graxos do éleo fixo da fracdo cloroférmica das sementes de
C. langsdorffii.

As sementes de Copaifera langsdorffii foram extraidas com cloroformio,
fornecendo 18,7 g de extrato cloroférmico denominado SC-C. Uma aliquota de 1,0 g deste
extrato foi submetida ao procedimento de hidrolise alcalina, seguido de neutralizagdo com
HCl e extragio com cloroférmio, fornecendo um oOleo amarelo escuro contendo seus
respectivos acidos graxos (SC-C(AG-C)) (procedimento pagina 230), cujo espectro de RMN
'H encontra-se descrito na Figura 6.55, pagina 96. Os 4cidos graxos obtidos foram metilados
com diazometano e em seguida analisados por CGL-EM, fornecendo o cromatograma da
Figura 6.56 (pagina 96) que mostra 18 componentes majoritarios.

A identificacio dos acidos graxos das sementes foi determinada a partir de
comparacio do espectro de massa referente a cada pico do cromatograma, com espectros de
massa fornecidos por um banco de dados e com espectros de massa encontrados na literatura
[Adams, 1995]. Os é4cidos graxos identificados a partir dos espectros de massa de seus
respectivos ésteres metilicos (Figura 6.57 a 6.66, paginas 97 a 99) encontram-se descritos na
Tabela 6.3 (pagina 97). Desta forma, os principais constituintes identificados no éleo fixo das
sementes de C. langsdorffii foram os ésteres metilicos dos acidos: palmitico (20,2 %), oleico
(33,1 %) e estearico (7,0%).

De acordo com os dados obtidos, observou-se uma diferenga bastante significativa
no teor do ac. linoleico das sementes de Copaifera sp (35,7%) [Maia ef al, 1978] com o

mesmo acido obtido de C. langsdorffii (2,6%) em estudo.
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Figura 6.55 — Espectro de RMN 'H [, 200 MHz, CDCls] dos &cidos graxos das sementes
de C. langsdorffii.
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Figura 6.56 — Cromatograma dos ésteres metilicos obtidos do extrato cloroférmico das

sementes de C. langsdorffii.
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Tabela 6.3
Teor (%) de 4cidos graxos presentes no 6leo fixo do
extrato cloroférmico das sementes de C. langsdorffii

— Nome Comum  T.R. (min) Teor (%)
Ac. ot01co (111) | Ac caprﬂico(S:O) |

5

B | Ac. decanéico (112) Ac. caprico (10:0) 9.5 1,8
C | Ac. hexadecandico (113) Ac. palmitico (16:0) 14.9 20,2

D | Ac. 9,12-octadecadiendico (114) | Ac. linoleico (18:2) 16,8 2,6
E | Ac. 9-octadecendico (115) Ac. oleico (18:1) 17.0 33.1

F | Ac. octadecandico (116) Ac. estearico (18:0) 173 7,0

G | Ac. cis-11-eicosendico (117) Ac. géndico (20:1) 19,1 17

H | Ac. eicosandico (118) Ac. araquidico (20:0) 195 2.7

I | Ac. docosandico (119) Ac. beénico (22:0) 215 3,6

J | Ac. tetracosanoico (120) Ac. lignocérico (24:0) 23,4 3.7

K| Ac. hexacosanéico (121) Ac. cerético (26:0) 252 1,5
Total - - 81,8
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Figura 6.57 — Espectro de massa do éster metilico do acido caprilico
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Figura 6.58 — Espectro de massa do éster metilico do &cido caprico
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Figura 6.59 — Espectro de massa do éster metilico do &cido palmitico
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Figura 6.60 — Espectro de massa do éster metilico do acido linoleico
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Figura 6.61 — Espectro de massa do éster metilico do 4cido oleico
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Figura 6.62 — Espectro de massa do éster metilico do acido estearico
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Figura 6.63 — Espectro de massa do éster metilico do 4cido gondico
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Figura 6.64 — Espectro de massa do éster metilico do 4cido araquidico
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Figura 6.65 — Espectro de massa do éster metilico do &cido beénico
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Figura 6.66 — Espectro de massa do éster metilico do &cido lignocérico
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Figura 6.67 — Espectro de massa do éster metilico do &cido cerotico

6.5. Determinacio estrutural dos constituintes quimicos nio-volateis de C. langsdorffii.

Os capitulos anteriores descrevem as diversas classes de compostos isolados e
identificados em Copaifera (Capitulo 3, pagina 32), bem como mostram que os terpendides
representam a maioria dos compostos identificados e que os sesquiterpenos predominam nos
dleos essenciais, enquanto que os diterpenos, principalmente de esqueletos cauranicos e
labdanicos, na fragdo ndo-volatil do 6leo de copaiba.

O estudo quimico do 6leo de copaiba obtido de Copaifera langsdorffii, bem como
das sementes desta espécie, possibilitou o isolamento do sesquiterpeno oxigenado 6xido de

cariofileno, cinco diterpenos caurdnicos, trés diterpenos labdanicos € uma cumarina como
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produtos naturais, e ainda um diterpeno caurdnico e quatro labdanicos como produtos de
reacdo.

Os diterpenos obtidos de C. langsdorffii apresentaram-se com esqueletos eni-
cauranicos (122) e ent-labdanicos (123), como previsto por Ferrari, Pagnoni e Pelizzoni
(1971).

Um dos dados importantes na proposicéo inicial do esqueleto diterpénico € o sinal
do protio localizado no C-13 que modo geral aparece entre & 2,61 a 2,67 e apresenta-se como
um sinal simples, largo e bem caracteristico, além dos hidrogénios metilénicos da dupla
exociclica que aparecem proximos em & 4,77 e 4,71 e dos hidrogénios metilicos na faixa de &
1,30-0,80 no espectro de RMN 'H. O sinal em § 5,63 no espectro RMN de prétio referente ao
hidrogénio metinico da dupla trissubstituida, bem como os sinais referentes a dupla ligacdo
exociclica C8-C17 em & 4,83 e 4,49 (H-17), um sinal em que aparece préoximo em 0 2,14
referente aos hidrogénios do grupo metila C-16 e ainda dois singletos em 6 0,68 e 1,11
relativos a hidrogénios de dois grupos metila, sdo indicativos de diterpenos de esqueleto ent-

labdanico.

6.5.1. Determinaciio estrutural dos constituintes quimicos isolados a partir do tratamento
cromatografico do 6leo de copaiba obtide de C. lagsdorffii.

O estudo quimico do 6leo de copaiba foi efetuado a partir 6leos denominados
OCCRATO, OCCRATO-3 e OCCRATO-4 obtidos por exsudacdo do tronco de exemplares de C.
langsdorffii encontrados no Crato-CE (ver procedimento pagina 207). Estes oleos sem nenhum
tipo de tratamento e purifica¢do foram classificados como 6leos brutos.

Os 6leos brutos foram submetidos a tratamentos cromatograficos diversos permitindo

o isolamento dos compostos terpénicos, cujas determinagGes estruturais serfio descritas a seguir.
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6.5.1.1. Determinacéo estrutural de OCH-1

O fracionamento cromatografico do éleo de copaiba permitiu o isolamento de um
sélido cristalino incolor de ponto de fusdo 112,5-113,6 °C, homogéneo em CCD e [a]; = -37 ©
(CHCL, ¢ = 0,075%), solavel em cloroférmio, denominado OCH-1 (ver procedimento
experimental, pagina 212).

O espectro de RMN “C-BB (Figura 6.68) de OCH-1, mostrou 19 linhas espectrais
que apds serem comparadas com o espectro de RMN C-DEPT(135) (Figura 6.69, pagina 102),
permitiu identificar 16 absor¢des referentes a carbonos saturados que apareceram na faixa de
16,3 a 56,6 ¢ trés absor¢des referentes a carbonos insaturados em d 205,8; 155,4 e 103,2 (Tabela
6.4, pagina 102). A absorg¢do em & 205,8 foi atribuida a uma carbonila de aldeido, enquanto que
as absorgdes em & 155,4 e 103,2 foram relacionadas a carbonos de dupla exociclica.

Andlise do espectro de RMN 'H (Figura 6.70, pagina 103) de OCH-1 mostrou
absorgdes em & 4,77 (1H) e 4,72 (1H) relativas a hidrogénios geminais ligados a carbono sp’, bem
como em & 9,71 (1H); 2,62 (1H); 0,96 (3H) e 0,84 (3H) referentes a um hidrogénio aldeidico; um

hidrogénio metinico e a hidrogénios de dois grupos metila, respectivamente.

X T 1 * T * 1 ' 1 ® ]
200.0 180.0 160.0 140.0 120.0 100.0
PPH

Figura 6.68 - Espectro de RMN "°C-BB de OCH-1 [§; 50,3 MHz; CDCly]




Capitulo 6 - Determinagdo Estrutural dos Constituintes Quimicos de Copaifera langsdorffii 102

——205.482

Figura 6.69 - Espectro de RMN C-DEPT(135) de OCH-1 [5; 50,3 MHz; CDCls]

Tabela 6.4
Deslocamentos quimicos de RMN 13C de OCH-1 com padrio de hidrogenacio

iRMN BC-BB e DEPT; §; CDCl;; 50,3 MHz)
155,4 205,8 103,2 24,2

44.0 56,6 48,9 16,3
39.3 54,5 41,1 -
- 43,7 39,8 -
- - 34,1 -
2 - 32,9 o
- - 19.8 -
5 - 18,3 -
- - 18,2 -
C; C,H; CoHy3 C,Hg
TOTAL Cy4Hj3
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Figura 6.70 - Espectro de RMN 'H de OCH-1 [5, 200 MHz, CDCls]

A partir dos dados obtidos, foi possivel prever que um dos sinais do espectro de
SC-BB era relativo a dois carbonos, podendo-se sugerir a férm&la molecular CyoH300 para
OCH-1 e em conseqiiéncia a presenga de 6 indices de deficiéncia de hidrogénio. Duas
deficiéncias foram relacionadas a uma dupla dissubstituida geminal e uma carbonila de
aldeido, restando 4 deficiéncias referentes a um diterpeno tetraciclico. Com os dados obtidos,
pdde-se propor trés posigdes possiveis para o carbono de aldeido: C-18, C-19 e C-20 (124, 10
¢ 125), mas seguindo a seqiiéncia biossintética citada na literatura (ver paginas 32 e 33), foi

possivel propor que a carbonila estava localizada no C-19.
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Comparacdo dos dados de RMN C de OCH-1 com os dados encontrados na
literatura para o ent-caur-16-eno (8) e enf-caur-16-en-19-al (10) (Tabela 6.5, pagina 105),
permitiu comprovar que OCH-1 apresentava a estrutura (10) e os carbonos cujas absor¢des

aparecem com o mesmo deslocamento quimico sdo C-1 e C-14.

ent-caur-16-en-19-al
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Tabela 6.5
Comparacio entre os dados de RMN °C do ent-caur-16-eno (8) [Hanson, 1979],
ent-caur-16-en-19-al (10) [Dourado, 1998] e OCH-1 (6; CDCls; 50,3 MHz)

1 41,3 39,8 39,9
2 18,7 18,3 18,4
3 42,0 34,1 34,2
4 3.3 48,4 48,5
5 56,1 56,6 56,7
6 20,3 19,8 19,8
7 40,4 41,1 41,1
8 442 44,0 44,5
9 56,1 54,5 54,5
10 39,3 393 39.3
11 18,1 18,2 18,2
12 333 4.9 32,9
13 44,2 43,7 43,7
14 39,9 39,8 399
15 49,2 48,9 49,0
16 156,0 155.4 135,35
17 102,8 103,2 103,2
18 2 8 g 24,2 243
19 21,7 205,8 206,0
20 17,6 16,3 16,3




Capitulo 6 - Determinagdo Estrutural dos Constituintes Quimicos de Copaifera langsdorffii 106

6.5.1.2. Determinacio estrutural de OCC-AC(1)

O tratamento cromatografico da fragdo cloroférmica do oleo de copaiba
OCCRATO, denominada OCCRATO-C permitiu a obtengdo de uma fragdo impura (fragio
35-41; 163 mg; 1,6%) (ver procedimento experimental, pagina 215), cuja andlise
espectrométrica por RMN 'H (Figura 6.71), RMN “C-BB (Figura 6.72, pagina 107) e RMN
BC-DEPT (135) (Figura 6.73, pagina 107) mostrou tratar-se de uma mistura em que um dos
constituintes era um élcool, ja que seus espectros de carbono-13 mostraram uma absorcéo
relativa a um carbono metilénico oxigenado em & 71,7 e o espectro de prétio mostrou dois
dubletos na regido de 3,0 a 3,5 ppm.

Esta fragdo foi acetilada e cromatografada sobre gel de silica e eluigéo isocratica
(hexano: acetato de etila 90:10), fornecendo duas fragGes de aparéncia oleosa incolor,
homogéneas em CCD, soluveis em cloroférmio, denominadas OCC-AC(1) (2,4 mg) e OCC-
AC(2) (2,0 mg) (ver procedimento pagina 215).

Anélise do espectro de RMN *C-BB (Figura 6.74, pagina 108) de OCC-AC(1)
mostrou a presenga de 23 linhas espectrais que ao serem comparadas com o espectro RMN

BC-DEPT (135) (Figura 6.75, pagina 108), possibilitaram elaborar a Tabela 6.6 (pagina 109).

| LI S B L L L SR

8.5 8.0 7.5 7.0

Figura 6.71 - Espectro de RMN 'H de OCCRATO-C(35-41) [3, 200 MHz, CDCl3]
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Figura 6.72 - Espectro de RMN °C-BB de OCCRATO-C(35-41) [5; 50,3 MHz; CDCl3]

Figura 6.73 - Espectro de RMN "°C-DEPT(135) de OCCRATO-C(35-41) [§; 50,3 MHz; CDCls]
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Figura 6.74 - Espectro de RMN 3Cc-BB de OCC-AC(1) [5; 125, 75 MHz; CDCls; TD = 65
K;DS=2;ns=1K;LB=3Hz SI=32K]

W

Figura 6.75 - Espectro de RMN "*C-DEPT(135) de OCC-AC(1) [3; 125,75 MHz;
CDCls; TD=65K, DS =0, ns = 512, LB =3 Hz, SI = 32 K]
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Tabela 6.6
Deslocamentos quimicos de RMN >C de OCC-AC(1) com padrio
de hidrogenacio (RMN “C-BB e DEPT; &; CDCls; 125,75 MHz)

<

1714

CH

CH;

s

114,9 106,7 508 |
167.4 56,2 73,0 21,0
161,1 495 39,8 189 |
147,7 : 38,5 175 |
39,6 : 38,0 14,9 |
36,9 : 35,9 2
: - 243 :
. : 21,6 : |
- : 18.5 5 |
Cs CsH; CoHis CsHis '
TOTAL Cy3Hs |

Na Tabela 6.6 foram observadas duas absor¢des em & 171,4 e 167.4 relacionadas
a duas carbonilas de éster, sendo uma relativa a um grupo acetila. Também foram observadas
quatro absor¢des em & 161,1; 147,7; 114,9 e 106,7 caracteristicas de carbono spz, referentes a
uma ligacdo dupla dissubstituida geminal e outra trissubstituida. Das absor¢des referentes a
carbonos metilicos, uma em & 50,8 foi relacionada a um grupo metoxila e outra em & 21,0
referente a um grupo metila ligado a carbonila (grupo acetila). A absor¢do em & 73,0 foi
relacionada ao carbono metilénico oxigenado do alcool submetido & acetilacio.

O espectro de RMN 'H de OCC-AC(1) (Figura 6.76, pagina 110) mostrou dois
singletos em & 4,79 e 4,83 caracteristicos de hidrogénios de metileno de ligagcdo exociclica,
bem como dois dubletos em & 3,82 (J = 10,9 Hz) e 3,62 indicativos de hidrogénios
metilénicos de carbono oxigenado. No mesmo espectro, observou-se ainda cinco singletos
referentes a hidrogénios metilicos, dentre estes, o singleto em & 3,66 relativo a um grupo

metoxila.
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T A s

Figura 6.76 — Espectro de RMN 'H de OCC-AC(1) [8; 500,13 MHz; CDCls; TD = 32 K; DS = 0;
ns = 8; LB = 0,0 Hz; Sl = 16 K]

De acordo com os dados dos espectros de RMN, foi possivel propor que OCC-
AC(1), apresentava a formula molecular C,3H3cO4 e conseqlientemente seis indices de
deficiéncia de hidrogénio, quatro referentes a dois grupos carbonila e duas duplas ligaces,
restando portanto duas deficiéncias relacionadas a dois anéis, e portanto deveria incorporar as

estruturas parciais abaixo:

126 127 128 129
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Andlise do GS-HMQC de OCC-AC(1) (Figura 6.77a) possibilitou observar o
acoplamento C-H a uma ligagdo e relacionar os hidrogénios observados no espectro de prétio
aos seus respectivos carbonos. Este espectro mostrou o acoplamento 'Jc entre o carbono em
8 73,0 com os prétios metilénicos em & 3,82 e 3,62 referentes ao fragmento (127) (Figura
6.77b), o acoplamento entre o carbono metoxilico em & 50,8 com os prétios metilicos em &

3,66 (128), assim como outros acoplamentos que foram relacionados na Tabela 6.7.

Figura 6.77 — a) Diagrama
de contorno do espectro
GS-HMQC de OCC-AC(1),
b) Expansdo da regido
entre 3,60 e 4,00 ppm. [§;
CDCls; 500,13 MHz x
125,75; TD = 1024 x 128;
SW = 10 x 167 ppm (F2 X
F1); DS = 4; ns =2 (F2),
Sl = 1024 X 512 (F2 X
F1)].
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Tabela 6.7
Dados obtidos do diagrama de contorno do espectro GS-HMQC
_de OCC-AC(1) [5; 500,13 MHz X 125,77 MHz

HMOQC

de¢ d¢ Oy
1714 - 38,5 1,73; 0,96
167,4 : 38,0 2,34; 1,90

1611 : 36,9 -

1477 : 35,9 1,36
114,9 5,63 243 1,58; 1,33
106,7 4,83; 4,48 21,6 1,65; 1,48
73,0 3,62; 3,82 21,0 2,05
56,2 1,58 18,9 2,14
50,8 3,66 18,5 1,53
495 132 17,5 0,80
39,8 2.27: 1,92 14,9 0,69
39,6 =

O espectro GS-HMBC (Figura 6.78, pagina 113) mostrou o acoplamento “Jcx do
carbono metilico a § 17,5 (C-19) com os proétios metilénicos geminais a 6 3,82 e 3,62 (2H-18)
e com o protio metinico a o 1,32 (H-5). Observa-se também o acoplamento do carbono da
carbonila a 6 171,4 com os prétios de metileno oxigenado a & 3,82 e § 3,62 (ver acoplamentos
A, B e C na Figura 6.78 a e b). Desta forma, foi possivel propor que o metileno oxigenado
referente ao alcool primario acetilado estaria ligado ao carbono 4.

Ainda no GS-HMBC, observou-se o acoplamento *Jcy entre o carbono metinico a
8 49,5 (C-5) com os proétios metilénicos a § 3,82 e 3,62 (acoplamento D, Figura 6.78 d), o que
permitiu relacionar este carbono ao carbono 5 do esqueleto diterpénico. Os acoplamentos *Jcu
entre o protio a 6 2,34 (acoplamento E) os prétios insaturados a 6y 4,83 e 4,48 (2H-17) e o
carbono metilénico a dc 38,0 (acoplamento F) permitiram definir esta absor¢do para o C-7

(ver Figura 6.78 d).
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Figura 6.78 — a) Diagrama de

LS contorno do espectro GS-HMBC de

OCC-AC(1), b) Representacdo dos

IIU eB%“l
'y i acoplamentos A, B e C do GS-

! HMBC; c¢) Expanséo da regi&o 10 a|
00 L .N ' 60 ppm do espectro a. d)f
i Representacdo dos acoplamentos D
!

(] B -1
¥ v

D T a G observados no GS-HMBC. [5;
LTS LIS SN, CDCls; 500,13 MHz x 125,77; TD =
o 4 2 2048 x 128; SW = 10 x-222 ppm (F2
X F1); DS = 8; ns =4 (F2); SI=
1024 X 512 (F2 X F1)].
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Os dois contornos representados pela letra G na Figura 6.78 c, mostrando o
acoplamento 3JC,H entre o carbono metinico a & 56,2 e os prétios H-17" e H-17, permitiu
inferir que este carbono tratava-se do carbono 9 mostrado na Figura 6.78 d. A cadeia lateral
do diterpeno foi correlacionada a partir dos acoplamentos *Jcy do C-9 com os prétios
metilénicos a 2,27 (acoplamento I, Figura 6.79 b) ligados ao carbono 12; acoplamento *Jc3 do
carbono 12 com os prétios metilicos a & 2,14 (acoplamento J) ligados ao carbono 16;
acoplamento do cérbono 16 com o proétio olefinico a § 5,63 ligado ao carbono insaturado 14
(acoplamento L). A posigdo da carbonila C-15 foi confirmada pelo acoplamento N (‘Jc)
entre o carbono da carbonila a 8 167,4 e os prétios metilicos da metila-16 (Figura 6.79 b)

-

—150

[ ppm

Figura 6.79 — a) Expanséo da regi&o 110 a
180 ppm do espectro 7.78a; b) Representacéo
dos acoplamentos H a N observados no GS-
HMBC.
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Comparagiio dos dados de RMN °C de OCC-AC(1) com dados da literatura
encontrados para os diterpenos labdanicos (82), (130) [Bastard, 1984] e (131) [Martins, 1996]
permitiu a elaborag@o da Tabela 6.8 (pagina 116).

82 130 131

Analise da Tabela 6.8 mostrou que os dados referentes aos deslocamentos
quimicos de OCC-AC(1) e do diterpeno ent-labdanico (82) apresentaram-se semelhantes,
exceto os deslocamentos referentes aos carbonos 18 e 19, que permitem propor que o carbono
oxigenado ligado ao carbono 4 encontra-se na axial para (130) e na equatorial para OCC-
AC(1). Os deslocamentos quimicos do diterpeno labdanico (130) também foram semelhantes
aos de OCC-AC(1), mas a variagdio de 6,8 ppm no carbono 5 e as variagdes dos
deslocamentos quimicos referentes aos carbonos 18 e 19 levaram a proposicdo que OCC-
AC(1) tratava-se do diterpeno ent-labdanico (82) denominado 18-acetoOxi-ent-labda-
8(17),13(£)-dieno-15-oato de metila. .

II 18-acetoxi-ent-labda-8(17),13(E)-dieno-15-oato de metila |

D

L e !
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Tabela 6.8
Comparacio entre os espectros de RMN C-BB de OCC-AC(1) (§; CDCls; 125,77
MHz), 130 [Bastard, 1984] e 131 [Martins, 1996]

e
OCC-AC() |
T F  3%5 Y17 | 396 38,5
] 18,5 18,4 18,9 18,6
3 359 37.0 36,2 35,3
4 36,9 475 37.3 38.0
5 49,5 49,4 56,3 48,4
6 24.3 26,8 245 24.0
7 38,0 37,9 38,5 38,3
8 147,7 1474 1475 | 1483
9 56,2 56,0 562 | 56,1
10 39.6 38,9 38,8 39,5
11 21,6 21,3 21,6 21,7
12 39.8 39.6 39,6 38,0
13 161,1 160,9 160,8 140,3
14 114,9 114,9 115,0 123,0
5 167,4 167,3 1673 593
16 18,9 18,9 18.9 16,3
17 106,7 107,1 106,7 106,4
18 73,0 185,3 27,5 71,9
19 17,5 16,2 66,7 17,6
20 14.9 14,7 15,2 14,9
OCH; 50.8 50,8 50,7 :
c=0 171,4 : 171,3 g
CH, 21,0 : 20,8 =
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6.5.1.3. Determinacio estrutural de OCC-AC(2)

O tratamento cromatografico de OCCRATO-C(35-41) permitiu a obtengdo da
fracdo denominada OCC-AC(2), como descrito no item 6.5.1.2 (pagina 106), cujo espectro de
RMN 'H (Figura 6.80) mostrou-se bastante semelhante ao de OCC-AC(1) (Figura 6.76,
pagina 110). Neste espectro foi possivel notar a auséncia de uma absorgéo caracteristica de
prétios do grupo metila ligada a carbonila observada no espectro de OCC-AC(1). No mesmo
espectro, observou-se que os dubletos referentes hidrogénios metilénicos do carbono 18
apareceram mais protegidos em & 3,39 e 3,08, possivelmente devido a auséncia do efeito
anisotrdpico da carbonila do grupo acetila.

O espectro de RMN BC-BB de OCC-AC(2) (Figura 6.80) apresentou uma
absorgio caracteristica de carbono oxigenado em & 73,1, bem como um carbono metoxilico
em & 50,8. Desta forma, foi possivel propor que OCC-AC(2) referia-se ao alcool diterpénico
que ndo sofreu reagdo de acetilagdo como descrito no ftem 6.5.1.2.

Comparacdo entre os dados de RMN B3¢ de OCC-AC(1) com os dados de OCC-
AC(2), permitiu propor a estrutura (132) para OCC-AC(2) (Tabela 6.9).

Wl

Sy

T

T
1

- ]

vom 7 é

Figura 6.80 — Espectro de RMN 'H de OCC-AC(2) [5, 500,13 MHz, CDCls; TD = 32K, DS
= 0, ns =16, LB=0,0 Hz, Si = 16 K]
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w481, 188
—106.587

Figura 6.81 — Espectro de RMN '*C-BB de OCC-AC(2) [5; 125,77 MHz; CDCls; TD = 65 K; DS =
2;ns =16 K; LB = 3,0 Hz; Sl = 32 K]

132
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Tabela 6.9
C-BB de OCC-AC(1) e OCC-AC(2) (132)
e
OCEALIL o0 ()

Comparacio entre os dados de RMN

1 38,5 386
2 18,5 18,7
3 35,9 35,4
4 396 39,6
5 495 485
6 243 242
7 38,0 38,0
8 147,7 148,0
9 56,2 56,1
10 36,9 372
11 21,6 215
12 39.8 39,8
13 161,1 161,2
14 1149 115,0
15 167,4 1674
16 18,9 18,9
17 106,7 106,6
18 73,0 721
19 17,5 17,6
20 149 15,0
OCH; 50,8 50,8
C= 1714 z
CH; 21,0 .

ﬁ OCC-AC(1) OCC-AC(2)
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6.5.2. Determinacéo estrutural dos constituintes quimicos isolados da fracdo nao-volatil

metilada obtida a partir do é6leo de copaiba.

A frac@o ndo-volatil do 6leo de copaiba foi metilada com diazometano obtido in
situ por hidrolise alcalina do Diazald (ver procedimento pagina 216), obtendo-se um oleo
viscoso amarelo escuro, denominado OCA-ResC-C/Met, cujo tratamento cromatografico

permitiu o isolamento dos compostos relacionados a seguir.
6.5.2.1. Determinacio estrutural de OCR-Me(3)

Tratamento cromatografico de OCA-ResC-C/Met forneceu 14,8 mg de um soélido
cristalino incolor de ponto de fusdo 139,1-141,0 °C, soluvel em cloroférmio, homogéneo em
CCD e [aff = -55 ° (CHCL, 0,55%), denominado OCR-Me(3) (ver procedimento
experimental, pagina 219).

O espectro na regido do IV (Figura 6.82) de OCR-Me(3), permitiu a identificagdo
do estiramento O-H em 3.403 cm”, bem como o estiramento C-O em 1.025 cm’
caracteristico de alcoois.

O espectro de RMN “C-BB (Figura 6.83, pagina 121) apresentou 20 linhas
espectrais que ao serem comparadas com os sinais observados nos espectros de RMN *C-
DEPT (90) e DEPT (135) (Figuras 6.84 e 6.85, pagina 122), permitiu confeccionar a Tabela
6.10 (pagina 123), que apresenta quatro absorgdes relativas a carbonos ndo-hidrogenados, trés

de carbonos metinicos, onze de carbonos metilénicos e duas referentes a carbonos metilicos.
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3403,01

—_—

Figura 6.82 — Espectro na regido do IV [cm'1, KBr] de OCR- Me(3)

RECBAERERRAE 8348
ge88

VSSWAITY

Figura 6.83 — Espectro de RMN 3C-BB de OCR-Me(3) [5; 125,77 MHz; CDCls; TD =
65 K; DS = 2; ns = 3222; LB = 3 Hz; Sl = 32K]
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57.2755
—56.6562

Figura 6.84 — Espectro de RMN "°C-DEPT(90) de OCR-Me(3) [§; 125,77 MHz; CDCls;
TD=65K; DS = 0; ns = 37; LB = 0 Hz; Sl = 32 K]

ﬁ-”-% :‘.- 38283 §§a§§855

Figura 6.85 — Espectro de RMN 13C-DEPT(135) de OCR-Me(3) [8; 125,77 MHz; CDClj;
TD=65K;DS=0;ns=2K; LB=1Hz SI=32K]
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Tabela 6.10
Deslocamentos quimicos de RMN *C de OCR-Me(3) com padrio de hidrogenacio
RMN “C-BB e DEPT; 5; CDCls; 125,77 MHz

102,9
4472 56,3 65,6 18,1

393 44.0 49.1 z

38,7 8 41,7 =

2 . 40,5 :

- - 39.7 .

z ; 35.7 .

= = 33,2 =

- - 20,5 -

: ‘ 183 ;

- » 18.2 .
Cs GsH; CuHz C;Hs

TOTAL CyoH3;

O espectro de RMN 'H (Figura 6.86) de OCR-Me(3) apresentou absorgdes
caracteristicas de protios metilénicos de ligagdo dupla exociclica em 6 4,77 e 4,71, bem como
um singleto largo em & 2,61 com integrag@o referente a um hidrogénio (H-13), dois grupos
metila em & 0,94 e 0,98 e ainda dois dubletos centrados em 6 3,71 (1H, J=10,9 Hz) e 3,42
(1H, 10,9 Hz) acoplados entre si, que foram relacionados a hidrogénios metilénicos

oxigenados.
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Figura 6.86 - Espectro de RMN 'H de OCR-Me(3) [§; 500,13 MHz; CDCl3; TD =32 K; DS = 0O; ns
=8; LB=0Hz Sl =16 K)

O diagrama de contorno do espectro HMQC (Figura 6.87 a, pagina 125),
possibilitou relacionar os hidrogénios aos seus respectivos carbonos. Assim, o prétio que
absorve em & 2,61 foi relacionado ao carbono em 8 44,0 (Figura 6.87 b), e os prétios metilicos

em & 0,94 ¢ 0,98 foram relacionados aos carbonos em & 27,0 e 18,1, respectivamente (Tabela
6.11, pagina 126).
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56,30[..56,9

b
Figura 6.87 — a) Diagrama de contorno do espectro HMQC de OCR-Me(3) [§; CDCls;

300,13 MHz x 75,47; TD = 1024 x 122; SW = 9,5 x 158,5 ppm (F2 X F1);
DS = 8;ns =64 (F2); SI=512 X 512 (F2 X F1)], b) Expansao da regido
0,5-2,9 x 10-60 do espectro a.
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Tabela 6.11
Dados obtidos do diagrama de contorno do espectro HMQC
de OCR-Me(3) [3, 500,13 MHz X 125,77 MHz (F2 X F1), CDCL;].

155,9 ' 39,7 | 1,93 (1H, dd, J=12,7;

: 1,34)
102,9 4,71 (1H, s); 39,3
4,78 (1H, sb) -
65,6 3,72 (1H, d, J=10,9Hz); 38,7
3,42 (1H, d, J=10,9z) X
56,9 0,90 (1H, dd, J=13,1; e 0,92 (1H, m);
4,0Hz) a ¥ 1,75 (1H, dm, J=13,7)
56,3 Vo e . 1,45 (1H, m);
1,06 (1H, m) 33,2 | 64 (1H, m)
491 2,03 (2H, m) 27,1 0,94 (3H, sl
442 2 20,5 1,64 (2H, m)
44,0 2,61 (1H, sl) 18,3 1,57 (2H, m)
41,7 1,46 (1H, m) 18,2 1,39 (2H, m)
40,5 0,77 (1H, td, J=13,1;
3,75Hz) 18,1 0,98 (3H, sl)
1,83 (1H, dm, J=12,9Hz)

Para identificar a posi¢do da hidroxila, foi imprescindivel a utilizacdo de dados de
acoplamentos C,H 2 longa distancia, obtidos com a ajuda do espectro bidimensional HMBC
(Figura 6.88 a, pagina 127). Neste espectro, os protios metilénicos que absorveram em & 3,71
e 3,42 apresentaram duas correlagdes com intensidades relativas a acoplamentos 3Jc H com
um carbono metilico em 8 27,0 (ver acoplamento A na Figura 6.88 b e ¢, pagina 127) e outro
metilénico em & 35,7, além de outra correlagdo com intensidade mais fraca relativa ao
acoplamento “Jcy com um carbono ndo-hidrogenado em & 38,7. Desta forma pdde-se propor
que o grupo hidroxila poderia estar situado em uma das posi¢des C-18 ou C-19. De acordo
com Diaz et al (1984) e Lobitz e al (1998), o caminho biossintético dos caurenos e
giberelinas envolve oxidagdo do C-19, embora derivados do caureno oxidados no C-18 sejam

encontrados na natureza, mesmo que raramente.
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Figura 6.88 — a) Diagrama de contorno do espectro HVIBC de OCR-Me(3) . [8;
CDCls; 300,13 MHz x 75,47; TD = 4096 x 128; SW = 9,5 x 221,5
ppm (F2 X F1); DS = 8; ns=96 (F2); SI=1024 X512 (F2 X F1)],
b) Estrutura mostrando os acoplamentos A, B e C; ¢) Expans&o da
regido 3,3-5,0 x 25-50 do espectro a.

[5;
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Comparaggo dos dados de RMN *C do OCR-Me(3) com os dados encontrados na
literatura para o emt-caur-16-en-19-ol [Wehrli, 1979] possibilitou a preparacio da Tabela
6.12, cujas informacgOes apresentadas possibilitaram inferir que os dois compostos eram
idénticos, j4 que ndo apresentaram variacGes significativas nos deslocamentos quimicos

analisados.

ent-caur-16-en-19-ol




\
\
\
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b
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Comparacio entre os dados de RMN °C de
ehrli, 1979] e OCR-Me(3).(5,-CDCl;,

ent-caur-16-en-19-ol |

Tabela 6.12

-125,77MHz)

Sc
ent-caur-16-en-19-ol OCR-Me(3)
1 40,5 40,5
2 18,3 18,3
3 35,6 35,7
4 38,7 38,7
. 56,8 56,9
6 20,5 20,5
7 41.6 41,7
8 44,2 442
9 56,2 56.3
10 39,2 39,3
ik 18,2 18.2
12 333 332
13 44,0 44,0
14 o M 39,7
15 49,1 49,1
16 155,8 1559
17 103,0 102,9
18 . e B |
19 65,4 65,6
20 18,5 18,1
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6.5.2.2. Determinacio estrutural de OCR-Me(4)

O tratamento cromatografico sucessivo da fragdo metilada OCA-ResC-C/Met
forneceu um O6leo incolor (3,0 mg), solivel em cloroférmio e homogéneo em CCD,
denominado OCR-Me(4) (ver procedimento experimental, pagina 219).

O espectro de RMN 'H (Figura 6.89) de OCR-Me(4) mostrou a presenga de dois
sinais em & 3,67 e 3,64, relativos a hidrogénios metoxilicos, bem como as absor¢des em &
4,83 e 4,49, que foram relacionados a hidrogénios geminais de ligacdo dupla e a absor¢do em
d 5,63 relativa a um hidrogénio metinico de ligagdo dupla conjugado. No mesmo espectro,
observou-se uma absor¢do em & 2,14 que foi relacionada a hidrogénios metilicos ligados a um
carbono olefinico, ¢ ainda dois singletos em & 0,68 e 1,11 relativos a hidrogénios de dois

grupos metila.

| | L

i W

m

! i v T
om 2 » % B P 4 : . 3 . 2 .

Figura 6.89 - Espectro de RMN H de OCR-Me(4) [; 500,13 MHz;,CDCls; TD=32K,DS = 0, ns = 8,
LB=0Hz SI=16 K]
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O espectro de RMN "*C-BB (Figura 6.90) apresentou 22 linhas espectrais que
apOs comparacdo com o espectro de *C-DEPT(135) (Figura 6.91) resultou na elaboragio da
Tabela 6.13 (pagina 132).

T T = T T T
) 0

Figura 6.90 — Espectro de RMN "°C-BB de OCR-Me(4) [5; 125,77 MHz; CDCl;; TD =65 K, DS =2,
ns =4 K, LB=3Hz, Sl =32K]
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Figura 6.91 — Espectro de RMN "*C-DEPT(135) de OCR-Me(4) [§; 125,77 MHz; CDCls; TD = 85 K; |
DS=0;ns=2K; LB=3Hz Sl =32K]

Tabela 6.13
Deslocamentos quimicos de RMN *C de OCR-Me(4).com

iadrﬁo de hidroaenaiio |6; CDCls; 125,77MHz|

179,2 115,1 1070 51,9
167,3 56,1 39,7 50,8
160,8 49,9 38,1 18,9
147.,6 - 37,8 16,6
47.8 - 37,0 14,8
39,0 : 26.9 -

3 E 21,4 -

S - 18,5 -

Cs C3H; CsHie CsHis
TOTAL C;:H34
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A Tabela6.13 (pagina 132) mostra duas absor¢des em 8 179,2 e 167,3 referentes a
dois grupos carbonilicos, bem como duas metoxilas em & 50,8 e 51,9 indicativas da presenga
de ésteres metilicos em OCR-Me(4). Observa-se ainda dois carbonos de ligagdo dupla
trissubstituida em & 160,8 e 115,1 e dois carbonos de uma ligacdo dupla dissubstituida
geminal em & 147,6 ¢ 107,0.

Com os dados obtidos, foi possivel propor que OCR-Me(4) apresentava formula
molecular C»H3404, conseqiientemente 6 indices de deficiéncias de hidrogénio. Destas
deficiéncias, duas foram relacionadas as carbonilas e duas as ligagdes duplas, restando
portanto duas deficiéncias, que foram relacionadas a dois anéis. Assim, foi proposto que
OCR-Me(4) poderia ser um diéster diterpénico biciclico. As absor¢des em & 115,1 (C-14) e
49,9 (C-5) no espectro de °C ¢ & 5,63 (H-14); 4,83 e 4,49 (H-17) no espectro de 'H
permitiram supor que se tratava de um diterpeno de esqueleto eperuano [Immamura ef al,
1977].

A partir de dados da literatura foi possivel prever que OCR-Me(4) apresenta uma
ligagdo dupla E-trissubstituida entre os carbonos 13 (8 160,8) e 14 (3 115,1) [Crews, 1998].
De acordo com Bastard et al (1984), o carbono 15 de (133) apresenta deslocamento quimico &
177,2 bem diferente do observado para OCR-Me(4), OCC-AC(1) e OCC-AC(2) (ver paginas
116 e 119), mostrando-se inconsistente para carbonila de éster metilico o,f-insaturado
[Crews, 1998].

Com os dados obtidos foi possivel propor que OCR-Me(4) trata-se do éster
dimetilico do 4cido ent-labda-8(17),13(E)-dieno-15,18-didico (éster dimetilico do acido ent-4-

epi-agatico) (83) cujos dados de "*C estdo sendo citados na Tabela 7.14.
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Tabela 6.14
Comparagio entre dados do espectros de
RMN “C-BB de OCR-Me(4) e (133

d¢

C OCR-Me(4)
1 39,2 37,8
2 20,0 18,5
3 38,8 37,0
4 444 478
5 56,4 49,9
6 26,3 26,9
7 383 38,1
8 147,8 147,6
9 55,5 56,1
10 40,3 39,0
11 21,8 21,4
12 39,8 39,7
13 160,7 160,8
14 115,1 115,1
15 177,2 167,3
16 18,8 18,9
17 106,5 107,0
18 28,8 179,2
19 177,6 16,6
20 12,6 14,8
OCH,(C-15)| 50,7 50,8
OCH;(C-18) 2 51,9
OCH;(C-19)| 50,7 -
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ent-labda-8(17),13(E)-dieno-15,18-dibico

6.5.3. Determinacéo estrutural dos constituintes quimicos isolados da fracdo neutra do
oleo de copaiba.
As fragdes neutras dos dleos de copaiba foram obtidas a partir de reagdes dos
6leos de copaiba e de suas fragdes ndo-volateis com hidréxido de amonio (pagina 209).
Tratamentos cromatograficos sucessivos das fragdes neutras possibilitaram o

isolamento de dois compostos OC3-N(1) e OC3-N(2), relacionados a seguir:

6.5.3.1. Determinacéo estrutural de OC3-N(1)

A fragdo neutra do 6leo de copaiba OCCRATO-3 foi submetida a sucessivos
tratamentos cromatograficos em gel de silica, fornecendo 2,4 mg de um o6leo incolor,
homogéneo em CCD, r.f. 0,25 em hexano:cloroférmio 20%, denominado OC3-N(1) (ver parte
experimental, pagina 220).

O espectro de RMN C-BB de OC3-N(1) (Figura 6.92, pagina 136) apresentou
15 linhas espectrais, dentre estas, duas apareceram na regifio de carbonos olefinicos: 8 151,9 e
112,7, que foram relacionadas a carbonos de ligagdo dupla exociclica. A comparagéo deste
espectro com o espectro de RMN *C-DEPT(135) (Figura 6.93, pagina 137), possibilitou a
identificagdo do padrfio de hidrogenagdo dos carbonos observados, sendo possivel identificar
trés absorcdes relativas a carbonos ndo-hidrogenados; trés absor¢des indicativas de carbonos
metinicos; seis absor¢bes relativas a carbonos metilénicos e trés absor¢es referentes a

carbonos metilicos, cujos deslocamentos quimicos encontram-se relacionados na Tabela 6.15

(pagina 137).
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No espectro de RMN 'H (Figura 6.94, pagina 138) foram observados dois
singletos em & 4,95 e 4,84 cada um apresentando intensidade relativa a um hidrogénio, que
foram relacionados aos hidrogénios geminais da ligago dupla supracitada. No mesmo
espectro foram identificados também trés singletos na regido de protios metilicos em 8 1,18;
0,99 e 0,96 além de uma absor¢do em & 2,85 (1H, dd, J=10,5; 4,2 Hz) relacionada a um prétio
metinico ligado a carbono oxigenado.

O espectro de massa (Figura 6.95, pagina 138) de OC3-N(1) mostrou o pico do
ion molecular apresentando 220 u.m.a., o que permitiu juntamente com os dados obtidos dos
espectros de RMN, a afirmacdo de que a formula deste composto seria CisH40, apresentando
indice de deficiéncia de hidrogénios igual a quatro, destas, uma foi relacionada a ligagdo

dupla exociclica e as trés deficiéncias restantes indicativas do carater triciclico do composto.

Figura 6.82 — Espectro de RMN 3c-BB de OC3-N(1) [8; 125,77 MHz; CDCl3; TD=65K; DS = 2;
ns =16 K; LB = 3 Hz; S| = 32 K]
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@

Figura 6.93 — Espectro de RMN "°C-DEPT(135) de OC3-N(1) [5; 125,77 MHz; CDCls; TD = 65 K;
DS =0;ns=8K;LB=1Hz Sl =32

Tabela 6.15
Deslocamentos quimicos de RMN *C de OC3-N(1) com padrio de hidrogenacio

@ BC.BB e DEPT; 6; CDCls; 125,77 MHzi
151,9 63,7 112,7 29.9

59,8 50,9 39,8 217
34,0 48,8 39,2 17,0
. - 30,2 .

; - 29,9 .

- . 272 g
G C;H; CsHyz GC;Hy
TOTAL C,5Hy,
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Flgura 6.94 - Espectro de RMN 'H de OC3 N(1) [; 500, 13 MHz CDCl3; TD 32K; DS = 0;ns=
8,LB=0Hz; SI=16

Abundance Scan 2018 (25.954 min): OXIDO.D
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Figura 6.95 — Espectro de massa de OC3-N(1)

Citagdes encontradas da literatura para o éleo de copaiba mostraram que este ¢leo
apresentava consideravel teor de B-cariofileno [Gottlieb,1945], constatado experimentalmente
a partir do estudo dos 6leos essenciais de C. langsdorffii (item 6.2, pagina 76) e na analise por
RMN dos 6leos comerciais (Capitulo 5, pagina 62), desta forma foi possivel supor que o
OC3-N(1) tratava-se do 6xido de cariofileno (41), produto de autoxidacdo do [-cariofileno
[Gramosa, 1994 ¢ 1995].

Comparag¢io dos dados de RMN e EM obtidos de OC3-N(1) com dados do éxido

de cariofileno citados em trabalho anterior [Gramosa, 1994], possibilitou comprovar que o
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sesquiterpeno triciclico oxigenado em andlise era realmente o oxido de cariofileno (Tabela

6.16).

Tabela 6.16
Comparagcio entre os dados de RMN °C de OC3-N(1) e 6xido de cariofileno (41)

OC3-N(1) ,
1 50,9 ' 50,8
% 273 27,2
3 39,2 39,1
4 59,8 59,8
5 63,7 63,7
6 30,2 30,2
3 29,9 29,9
8 151,9 151,8
9 48,3 487 =
10 39,8 39,8
11 34,0 34,1
12 29,9 29,9
13 217 21,7
14 112,7 112,8
15 17,0 17,0
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6.5.3.2. Determinaciio estrutural de OC3-N(2)

Sucessivos tratamentos cromatograficos da fragdo neutra do 6leo de copaiba
OCCRATO-3 em gel de silica, forneceram 29 mg da fragdo 27-29 eluida com hexano:acetato
de etila (95:5) (ver procedimento experimental, pagina 220). Esta fragdio foi cromatografada
em cromatografo liquido de alta eficiéncia e forneceu 2,1 mg de cristais incolores de ponto de
fusdio 75,9-76,9 °C, homogéneo em CCD denominado OC3-N(2), cujo espectro de massa
(Figura 6.96) apresentou o pico do ion molecular com 274 u.m.a.

O espectro de RMN C-BB (Figura 6.97, pagina 141) apresentou 19 linhas
espectrais, que ao serem comparadas com o espectro de RMN *C-DEPT(135) (Figura 6.98,
pagina 141), foram identificadas de acordo com seus respectivos padrdes de hidrogenacdo
como: quatro carbonos ndo-hidrogenados, trés carbonos metinicos, dez carbonos metilénicos

e dois carbonos metilicos (Tabela 6.17, pagina 142).

133

118

47, 241
215 zl“ a9 274

| ; 201
. il | I 173
o cl.'f“' 3 I hl Il il II e, o { !
50 60 70 80 SO 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 230

Figura 6.96 — Espectro de massa de OC3-N(2)
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Figura 6.97 — Espectro de RMN ">C-BB de OC3-N(2) [; 125,77 MHz: CDCls; TD = 65 K;
DS= 2,ns=20K, LB=3Hz, Sl = 32K]

Figura 6.98 — Espectro de RMN "*C-DEPT(135) de OC3-N(2) [5; 125,77 MHz; CDCls; TD =
65K:DS= 0,ns=20K, LB=1Hz Sl=32K]
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Tabela 6.17
Deslocamentos quimicos de RMN BC de OC3-N(2) com padrio de
hidrogenacio (RMN "*C-BB e DEPT; §; CDCls; 125,77 MHz)

£

CH

CH;

155,9 55,2 103,0 30,9
72,3 54,6 49.4 172
44.1 44.0 40,9 -
39.1 - 40,7 L

> 3 40,1 :

= : 39.9 :

: S 33,2 :

3 : 19,3 :

: : 18,1 :

2 : 17.9 :
Cy Cs;H;s Ci0Hzo C;H¢

TOTAL CyoHas

Na Tabela 6.17 observou-se um carbono de deslocamento quimico & 72,3 que foi
relacionado a um carbono oxigenado ndo hidrogenado, provavelmente hidroxilado. Os
carbonos em & 155,9 e 103,0 referentes a carbonos olefinicos, foram relacionados a uma
ligagdo dupla exociclica. Nesta Tabela observou-se ainda dois sinais em & 30,9 e 17,2
caracteristicos de carbonos metilicos ligados a carbonos quaternarios.

No espectro de RMN 'H (Figura 6.99) foi observado um singleto largo em & 2,62
(H-13), e dois singletos na regido de hidrogénios de carbonos insaturados em o 4,78 e 4,72
referentes a hidrogénios metilénicos de ligagdo dupla exociclica caracteristicos do diterpeno
caur-16-eno. No mesmo espectro, também foram observados dois sinais referentes a seis
hidrogénios metilicos em & 1,14 e 1,15.

Com os dados obtidos foi possivel propor que a formula molecular de OC3-N(2),
seria Ci9H300, compativel com a massa obtida no espectro de massa. Este composto
apresentaria entdo cinco deficiéncias de hidrogénio, uma destas relacionada a ligagdo dupla
exociclica, restando assim quatro deficiéncias que foram relacionadas a anéis, o que levou a
proposi¢do de que OC3-N(2) tratava-se provavelmente de um nor-diterpeno, ja que foi notada
a auséncia de um carbono no espectro de carbono-13 e so6 aparecem dois sinais de grupos

metila no espectro de prétio. Sabendo-se que este nor-diterpeno apresenta esqueleto cauranico
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¢ que a hidroxila estd ligada a um carbono nfo-hidrogenado, pode-se entdo afirmar que na
posicdo de um dos grupos metila havia uma hidroxila, sendo assim, teriamos um 18-, 19- ou

20- nor-caurenol (133, 77, 134).

b

B integrat
B

T 1 A -
7 6 5 P! . 1

Figura 6.99 - Espectro de RMN 'H de OC3-N(2) [5; 500,13 MHz; CDCls; TD=32K; DS = 0,ns=8
=0Hz, SI=16 K]
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A andlise do espectro bidimensional HMQC (Figura 6.100 e 6.101) possibilitou
relacionar os carbonos observados no espectro de °C com seus respectivos hidrogénios,
resultando na elaboracdo da Tabela 7.18, que juntamente com o espectro bidimensional
HMBC (Figura 6.102, pagina 147), permitiu a identificagio da vizinhanga de cada carbono
analisado.

ppm

Figura 6.100 — Diagrama de contorno do espectro HMQC de OC3-N(2) [§; CDCls; 500,13
x 125,77 MHz; TD = 1024 x 256; SW = 10 x 159 ppm (F2 X F1); DS =
8; ns = 32 (F2); SI=1024 X512 (F2 X F1)].
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[_llll'l"T‘TllfTTl(Il"ll'

ppm 2 i

Figura 6.101 = Expansé&o da regido 0,5 - 3,0 ppm x 10 = 80 ppm do espectro HMQC

mostrado na figura 100.
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Tabela 6.18
Dados obtidos do espectro HMQC de OC3-N(2)
[0; CDCls; 85 500,13 X 125,77 MHz (F2 X F1)]

Sc O d¢ Ou
1559 i 40,1 2,04; 1,1
103,0 4,72: 4,78 39,9 0,76: 1,85
72,3 g 39,1 3
55,2 1,04 33,2 1,46; 1,61
54,6 0.89 30,9 o 5
49,4 2.05 19,3 1,68; 1,42
44,1 g 18,1 158
440 2,62 17,9 1,79; 1,40
40,9 1,62; 1,34 ¥l 1,14
40,7 152 £ .

No espectro HMBC observou-se os acoplamentos “Jo i entre os protios em § 1,05

(H-5), 0,89 (H-9) e 1,62 (H-3) com o carbono em & 39,9 (C-1) (Figura 6.102), bem como um

acoplamento *Jcu dos prétios metilicos em & 1,15 com o carbono oxigenado em & 72,3 com

possibilitando inferir que a hidroxila estava ligada ao carbono 4 (Figura 6.103 a e b), sendo

possivel propor que OC3-N(2) tratava-se de um C-18 ou C-19 nor-diterpeno.
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Figura 6.102 — Diagrama de contorno do espectro HMBC de OC3-N(2) [§; CDCls; 500,13 x
125,77 MHz; TD = 2048 x 128; SW = 10 x 222 ppm (F2 X F1); DS= 8, ns =
128 (F2); Sl = 1024 X 512 (F2 X F1)].
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a
Figura 6.102 — a) Expansao do espectro HMBC de OC3-N(2) (Figura 6.101); b)|

Estrutura mostrando o acoplamento %Jo 4 do carbono a3 72,3 e 0

hidrogénio a 6 1,15.

Anédlise do espectro de correlagdo homonuclear NOESY (Figura 6.104, pagina
149) permitiu identificar o arranjo espacial dos grupos ligados ao carbono 4, a partir do
acoplamento dipolar entre os protios metilicos em 8 1,15 e o prétio metilénico equatorial do
carbono 6 em & 1,68, bem como o acoplamento entre o prétio axial do carbono 6 em & 1,42 e
os prétios metilicos ligados ao carbono 20 em & 1,14 (Figura 6.104 b e ¢, pagina 149).

Com os dados obtidos foi possivel prever que o grupo hidroxila de OC3-N(2)
estava do mesmo lado que o grupo metila 20 e que este composto apresentava a estrutura (79).
Comparacio dos dados de *C com os dados do caur-16-eno (8) foi possivel observar a
diferenca no deslocamento quimico do C-4 de & 33,3 do caur-16-eno para 8 72,3 no OC3-
N(2) (Tabela 6.19, pagina 150).

O levantamento bibliografico no Chemical abstracts revelou que OC3-N(2) trata-
se do nor-diterpeno denominado 19-nor-caur-16-en-19-ol (Ruilopeziol), cujos dados de RMN
'H de OC3-N(2) mostraram-se semelhantes, enquanto que nenhum dado de carbono-13 foi

encontrado.
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Figura 6.104 - a) Diagrama de
contorno do espectro NOESY [§;
CDCls; 500,13 x 500,13 MHz; TD =
2048 x 256; SW = 10 x 10 ppm (F2 X
F1); DS = 4;ns =32 (F2);, SI= 1024
X 512 (F2 X F1)].; b) Expans&o do
espectro a); ¢j Estrutura mostrando o

acoplamento dipolar entre: A - prétios

metilicos a § 1,14 e o prétio metilénico
a d 1,42; B — prétio metilénicoa 6 1,68
€ os proétios metilicos a § 1,15
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Tabela 6.19
Dados de C de OC3-N(2 BC; 5; CDCls; 125,77 MHz]

C

] 39,9 41,3 |
2 18,1 18,7 i
3 40,9 42,0 J
4 72,3 33,3 ‘
5 55,2 56,4

6 19,3 20,3

7 40,7 40,5

8 44,1 443

9 54,6 56,1

10 39,1 39,4

11 17,9 18,2

12 33,2 33,3

13 44,0 44,1

14 40,1 39,9

15 49 4 493

16 155,9 156,1

17 103,0 102,8

18 30,9 33,7

19 B 21,7

20 17,2 17,6




Estudo Quimico-Farmacoldgico de Copaifera langsdorffii Desf 151

19-nor-caur-16-en-19-o0l

6.5.4. Determinaciio estrutural dos constituintes quimicos isolados da fracdo acida do
0leo de copaiba obtido de C. lagsdorffii.

Os o6leos de copaiba do Crato, OCCRATO-3 e OCCRATO-4, apos terem sido
submetidos a extracdo de seus constituintes volateis por hidrodestilagdo, forneceram dleos
essenciais denominados OEOCCRATO-3 e OEOCCRATO-4, bem como fragdes ndo-
volateis. As fases aquosas, com residuos nio-volateis foram extraidas com cloroformio,
resultando em materiais resinosos denominados OCA-3ResC e OCA-4ResC que foram entdo
separados em fragdes neutras (OCA-3ResC(NA) e OCA-4ResC(NA)) e acidas (OCA-
3ResC(AC) e OCA-4ResC(AC)), respectivamente, discutidas anteriormente (procedimento
experimental, pagina 209). Os constituintes quimicos isolados das fra¢des acidas dos oleos de

copaiba citados encontram-se relacionados a seguir.

6.5.4.1.Determinacao estrutural de OC3-RAC(1)

O tratamento cromatografico de OCA-3ResC(AC) em gel de silica forneceu um
solido branco amorfo, eluido com éter de petréleo, homogéneo em CCD, r.f. 0,79 em hexano,
solivel em cloroférmio, p.f. 70,6-75,7 °C, denominado OC3-RAC(1) (ver parte experimental,
pagina 222).

O espectro de RMN *C-BB (Figura 6.105, pagina 152) apresentou 20 linhas
espectrais que ao serem comparadas com os dados obtidos dos espectros de RMN “C-DEPT
(90) e DEPT (135) (Figuras 6.106 e 6.107, pagina 153), possibilitou a identificagdo de quatro
absor¢des relativas a carbonos ndo-hidrogenados; trés absorgdes indicativas de carbonos
metinicos; dez absorgdes relativas a carbonos metilénicos e trés absor¢des referentes a
carbonos metilicos, cujos deslocamentos quimicos encontram-se descritos na Tabela 6.20,

pagina 154.
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Os sinais em & 156,1 ¢ 102,8 foram relacionados a carbonos de ligagédo dupla C=C
exociclica, enquanto que os sinais em & 33,7; 21,7 e 17,6 foram relacionados a grupos metila

ligados a carbonos quaternarios.

T T T - T T - | ETL «' T T T T T T T T T T T T i T T
160 140 120 100 80 60

Figura 6.105 — Espectro de RMN "*C-BB de OC3-RAC(1) [5; 125,75 MHz; CDCls; TD = 65 K; DS =
2,ns=2K, LB=1Hz Sl=32K]




Estudo Quimico-Farmacoldgico de Copaifera langsdorffii Desf 153

——44.1242

Figura 6.106 — Espectro de RMN 13C-DEF’T(QO) de OC3-RAC(1) [3; 125,75 MHz; CDCls; TD=865K;
DS = 4, ns=256,LB=1Hz Sl=32K]

Figura 6.107 — Espectro de RMN "*C-DEPT(135) de OC3-RAC(1) [5; 125,75 MHz; CDCls; TD =65K;
DS = 4, ns =256, LB=1Hz, SI=32K]



Capitulo 6 - Determinagdo Estrutural dos Constituintes Quimicos de Copaifera langsdorffii 154

Tabela 6.20
Deslocamentos quimicos de RMN °C (§; CDCls; 125,75 MHz)

de OC3-RACi li de acordo com seus §adr6es de hidroEenacﬁo

156,1 56,4 102,8 33,7
443 56.1 493 21.7
39,4 441 422 17,6
333 - 113 3
; . 405 ;
: : 39.9 >
- s 333 -
: - 203 :
- - 18,7 -
. ] 18.2 >
Cy GsH; C1oHzo GsHy
TOTAL CyoH3;

No espectro de RMN 'H de OC3-RAC(1) (Figura 6.108) foram observados trés
sinais em O 1,05; 0,88 e 0,84 relacionados a hidrogénios metilicos ligados a carbonos ndo-
hidrogenados, além de um singleto largo em & 2,66. O mesmo espectro mostrou ainda dois
sinais em & 4,82 e 4,76 que foram relacionados aos hidrogénios metilénicos ligados ao C-17.

Com os dados obtidos, foi possivel propor que OC3-RAC(1) apresentava a
formula molecular CyoHs,, consequientemente 5 deficiéncias de hidrogénio, dentre estas, uma
relacionada a ligacdo dupla exociclica citada anteriormente, restando assim quatro
deficiéncias que foram relacionadas ao esqueleto diterpénico tetraciclico do tipo caurano,
possivelmente um hidrocarboneto, j4 que ndo foram observados indicios que revelassem
alguma funcionaliza¢do neste composto.

A comparagio entre os dados espectrais de RMN °C de OC3-RAC(1) com os
dados encontrados na literatura para o hidrocarboneto diterpénico caur-16-eno [Hanson,
1979], mostrou que os deslocamentos quimicos descritos para os dois compostos eram
semelhantes, sendo possivel propor a estrutura (8) para OC3-RAC(1) e assim identifica-lo

como o ent-caur-16-eno (Tabela 6.21).
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[CRLER

32K; DS = 0, ns

Figura 6.108 - Espectro de RMN 'H de OC3-RAC(1) [6; 500,13 MHz; CDCls; TD

0,30 Hz, SI = 16 K]

8, LB=
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Tabela 6.21
Comparacio entre os dados de RMN 3C de ent-caur-16-eno
[Hanson, 1979] e OC3-RAC(1

8; 125,77 MHz; CDCh]

C dc¢
ent-Caur-16-eno  OC3-RAC(1)
1 41,3 41,3
2 18,7 18,7
3 42,0 42,2
-+ 33,3 333
5 56,1 56,4
6 20,3 203
7 40,4 40,5
8 442 443
9 56,1 56.1
10 393 394
11 18,1 18.2
12 33,3 333
13 44,2 44,1
14 39.9 39.9
15 49,2 49,3
16 156,0 156,1
17 102,8 102,8
18 337 33,7
19 217 21,7
20 17,6 17,6

ent-Caur-16-eno
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6.5.4.2. Determinacio estrutural de OC3-RAC(2)

O fracionamento cromatografico de OCA-3ResC(AC) em gel de silica forneceu
cristais incolores de p.f. 176,1-176,2°C, eluido com a mistura hexano: acetato de etila 95:5,
soliivel em cloroférmio, homogéneo em CCD (r.f. 0,21 em cloroférmio) e [a]; = -81°,
denominado OC3-RAC(2) (ver parte experimental, pagina 222).

O espectro na regifo do infravermelho (Figura 6.109), apresentou uma absorgéo
larga entre 3.392 e 2.340 cm™ e outra fina, mas intensa em 1.689 cm™, que foram relacionadas a
estiramentos O-H e C=0, respectivamente, caracteristicos de acidos carboxilicos.

Anélise do espectro de massa de OC3-RAC(2) (Figura 6.110) mostrou o pico do ion
molecular com m/z 302 u.m.a., bem como os picos de m/z 41 (pico base), 55, 79, 91, 107 e 131 de

maior intensidade.

¥ l T T 1 T I
3000.0 2000.0 1500.0 10000

Figura 6.109 — Espectro na regi&o do IV [cm ~! KBr]de OC3-RAC(2)

243259 287302

250
Figura 6.110 — Espectro de massa de OC3-RAC(2)
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O espectro de RMN C-BB (Figura 6.111) de OC3-RAC(2) apresentou 20 linhas
espectrais que foram comparadas com o espectro de RMN *C-DEPT (135) (Figura 6.112,
pagina 159), possibilitando a identificacdo de cinco absorgdes relativas a carbonos nfo-
hidrogenados; trés de carbonos metinicos; dez de carbonos metilénicos e duas referentes a
carbonos metilicos (Tabela 6.22, pagina 159).

A absorcggio em & 184,6 no espectro de >C-BB foi relacionada a uma carbonila de
acido carboxilico, enquanto que os sinais em 8 155,8 ¢ 103,0 foram relacionados a carbonos
nsaturados de liga¢do dupla exociclica.

Anglise do espectro de RMN 'H (Figura 6.113, pagina 160) mostrou uma
absor¢do em & 11,98 caracteristica de 4cido carboxilico, bem como a presenca de duas
a carbonos no-hidrogenados. No mesmo espectro observou-se ainda dois singletos em & 4,72
¢ 4,78, que foram relacionados a hidrogénios de ligacdo dupla exociclica e um singleto largo

em d 2,62 (1H), caracteristicos de diterpeno caurénico.

; S

T T T 7 T T - T 3 : e 7 T T T T T T : ; T T T T T T T T T T T T T T T T T T T F-I ok 1
ppm 180 " 160 140 120 100. 80 60 40 . =0

Figura 6.111 — Espectro de RMN '3C-BB de OC3-RAC(2) [5; 125,75 MHz; CDCls; TD =65 K; DS =
2,ns=2K, LB=3Hz SI=32K]




Estudo Quimico-Farmacoldgico de Copaifera langsdorffii Desf 159

Figura 6.112 — Espectro de RMN 13C-DEPT(1 35) de OC3-RAC(2) [8; 125,75 MHz; CDCls;
TD=65K;DS= 2, ns=1K, LB=1Hz, Sl =32K]

Tabela 6.22
Deslocamentos quimicos de RMN *C de OC3-RAC(2) com padrio de hidrogenacio

g 3C-BB e DEPT; 8; CDCls; 125,75 MHzé

184,6 57,2 103,0 29,0
155.,8 55,2 49,0 - 15,6
443 43,9 413 .
33 : 203 x
39,7 - 39,7 :
- - 37,8 -
: : 33,1 :
: : 21,9 :
- - 19,1 :
: ’ 185 -
Cs GH; CioHa2o C.Hs
TOTAL C;eH3
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—4,77654
TT~—4.71716

4

Figura 6.113 — Espectro de RMN 'H de OC3-RAC(2) [5; 500,13 MHz; CDCls; TD = 32 K;
DS= 0,ns=8, LB=0Hz SI=16 K]

Com os dados obtidos, foi possivel propor que a formula molecular de OC3-
RAC(2) era CyoH300,, apresentando 6 deficiéncias de hidrogénio, duas das quais foram
relacionadas a carbonila e a ligacdo dupla exociclica carbono-carbono. As outras deficiéncias
foram relacionadas aos quatro anéis de um diterpeno tetraciclico, ja que os espectros de He
B3C mostraram perfis caracteristicos de esqueleto caurénico. Desta forma, foram propostas trés
posi¢des provaveis para o grupo carboxila (11, 134 e 135), j4 que nos espectros analisados

apareceram absorcdes indicativas de dois grupos metila.
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Com o auxilio do espectro bidimensional HETCOR de OC3-RAC(2). (Figura

6.114), foi possivel relacionar os hidrogénios observados no espectro de prétio aos seus
respectivos atomos de carbono através de acoplamento a uma ligagio 'Jc . Neste espectro
observou-se o acoplamento do carbono metilénico em 8 103.0 com os hidrogénios em & 4,72
e 4,78 da ligagdo dupla exociclica, bem como os acoplamentos entre os hidrogénios metilicos
em 8 1,23 e 0,96 com os carbonos em & 29,0 e 15,6, respectivamente (Tabela 6.23, pagina
162).

[ pom

L ¢

Figura 6.114 — Diagrama de contorno do espectro HETCOR de OC3-RAC{2) [8; CDCls;
125,75 x 500,13 MHz; TD = 1024 x 256; SW = 162 x 20 ppm (F2Z XF1); DS
= 16; ns = 32 (F2); Sl = 1024 X512 (F2 X F1)]
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Tabela 6.23
Dados do espectro HETCOR de OC3-RAC(2)
d; 500,13 x 125,75 MHz (F2 X F1), CDCl3

572 1,06 103,0 [4,72;4,78| 29,0 1,33

552 | 1,05 49,0 2,04 15,6 0,96
439 | 2,62 413 |141;1,54| - :
- - 40,8 |0,81;1,88] - :

: s 397 |L14198] - =
- - 378 |L00;2,15[ - .
- : 331|147 1,62] - -

- - 21.9 1.84 - -
- - 19,1 1,42; 1,88 - -
- - 18,5 1,60 - -

No espectro bidimensional COLOC (Figura 6.115 a, pagina 163), foi observado o
acoplamento *Jcy dos prétios de grupos metila que absorvem em & 1,23 com o carbono
carboxilico em & 185,1 (acoplamento A, Figura 6.114) e com o carbono metinico em & 57,2
(acoplamento B), mostrando que a carbonila encontra-se ligada ao carbono 4, sendo assim,
terfamos um 4acido C-18 ou C-19. No mesmo espectro, observou-se o acoplamento do prétio
em & 1,00 com o carbono em & 57,2 (acoplamento C) e dos prétios metilicos em & 1,23 com o
carbono em 8 37,8 (acoplamento D), sendo possivel propor queﬁa absorcio em & 57,2 era
referente ao carbono metinico C-5.

Comparacdo entre os dados de carbono-13 de OC3-RAC(2) e do caur-16-eno
isolado de C. langsdorffii em estudo (ver determinagéo estrutural item 6.5.4.1., pagina 151),
bem como dos 4cidos caur-16-en-18-6ico (134) e caur-16-en-19-6ico (11) encontrados na
literatura permitiu a elaboragdo da Tabela 6.24 (pagina 164). Nesta Tabela, observou-se que o
carbono C-4 do 4cido (134), encontra-se mais desprotegido do que no acido (11) e os sinais
das carboxilas destes 4cidos s3o semelhantes: 185,0 e 185,1, respectivamente. Os
deslocamentos quimicos descritos para OC3-RAC(2) mostraram-se bastante semelhantes aos
relacionados com o 4cido (11) o que resultou na proposta de que OC3-RAC(2) trata-se do &c.

caur-16-en-19-6ico ja descrito na literatura [Hutchison, Lewer e Macmillan, 1984].



Estudo Quimico-Farmacoldgico de Copaifera langsdorffii Desf 163

Figura 6.115 — a) Diagrama de contorno do
espectro COLOC de OC3-RAC(2) [3;
CDCl3; 125,75 x 500,13 MHz; TD = 1024 x

. 128; SW = 163 x 20 ppm (F2 X F1); DS =
.. 16, ns = 64 (F2); Sl =512 X512 (F2 X
- (F1I, b)  estrutura mostrando os
i acoplamento 3JC,H encontrados no espectro

a); ¢) Expanséao do espectro a).

e
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Tabela 6.24
Comparacio entre os dados de RMN 13C de caur-16-eno (8), 4c. caur-16-en-18-éico (134)
[Monte, 1988], Ac. caur-16-en-19-6ico (11) [Ohno, 1979] e GC3-RAC(2)
‘ oC

OC3-RAC(2)
g 18,7 18,0 19,2 19,1
3 42,2 37,0 37,8 37,8
4 33,3 47,6 43,9 43,8
5 56,4 50,0 532 57,2
6 20,3 23,3 21,9 21,9
7 40,5 40,7 41,4 413
8 443 44.4 443 443
9 56,1 56,2 55,3 55.0
10 39,4 39,8 39,8 39,7
11 18,2 18,0 18,5 18,5
12 33,3 33,3 33,2 33,1
13 44,1 44,0 43,9 43,9
14 39,9 39,5 39,8 39,7
15 493 49,1 49,1 49,0
16 156,1 155,3 155,9 155,8
17 102,8 103,2 103,1 103,0
18 33,7 185,0 29,0 29,0
19 21,7 17,8 185,1 184,6
20 17,6 16,1 15,6 15,6
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6.5.4.2.1. Confirmacio da estrutura de OC3-RAC(2)

Metilagdo de OC3-RAC(2) com diazometano obtido ix situ da hidrolise alcalina do
diazald, forneceu um sélido incolor de p.f. 82,6-82,8°C, homogéneo em CCD e [a]; = -94°
(CHCls), denominado OC3-RAC(2)Me (ver procedimento experimental, pagina 223).

O espectro de RMN *C-BB de OC3-RAC(2)Me (Figura 6.116) apresentou uma
absorgdo a & 51,0 referente ao grupo metoxila resultante da metilag8o. A absor¢@io do carbono
carbonilico em & 184,6 para OC3-RAC(2) (Figura 6.111, pagina 158), apareceu em & 178,1
para OC3-RAC(2)Me.

No espectro de RMN 'H (Figura 6.117, pagina 166 ), verificou-se a auséncia da
absorgio caracteristica de 4cido carboxilico em & 11,98 presente no espectro de RMN 'H de
OC3-RAC(2) (Figura 6.113, pagina 160) e o aparecimento de uma absor¢cdo em & 3,61
referente ao grupo metoxila do éster metilico obtido.

Comparacdo dos dados de *C de OC3-RAC(2)Me com os dados do acido caur-
16-en-19-6ico (OC3-RAC(2)) e dados para o caur-16-enoato de metila (78) encontrados na
literatura [Yamasaki et al, 1976], permitiu a proposi¢do de que OC3-RAC(2)Me trata-se do
éster metilico do acido caurendico denominado caur-16-enoato de metila (Tabela 6.25, pagina
167), confirmando a estrutura de OC3-RAC(2).

r T T T T T T T T T T Ll l T T T 1
ppa 180 160 i

Figura 6.116 — Espectro de RMN °C — BB de OC3-RAC(2)Me [5; 75,47 MHz; CDCls; TD =
32K: ns=1K; LB=3Hz SI=32K]
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Figura 6.117 — Espectro de RMN 'H de OC3-RAC(2)Me [8; 300,13 MHz; CDCls; TD=32K,;
DS= 0;ns=8; LB=0Hz Sl=32K]
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Tabela 6.25
Comparacio dos dados de °C do OC3-RAC(2), OC3-RAC(2)Me (8; CDCls; 75,47 MHz)
e caurenoato de metila (78) encontrado na literatura [Yamasaki ef al, 1976].

d¢

OC3-RAC(2) OC3-RAC(2)Me
1 40,8 40,7 40,9
2 19,1 19,1 19,2
3 378 38,1 38,1
4 43,8 43,8 43,9
5 57,2 57,0 57,2
6 21,9 21,9 21,9
¢ 41,3 413 414
8 44,3 44,2 443
9 55,2 55,1 55,2
10 39,7 39,4 39,5
11 18,5 18,4 18,4
12 33,1 33,1 33,2
13 43,9 43,8 43,9
14 39,7 39,7 39,7
15 49,0 48,9 49,0
16 155.8 155,9 155,8
17 103,0 102,9 103,1
18 29,0 28,7 28,8
19 184.6 178,1 178,0
20 15,6 15,4 15,4
OMe = 51,1 51,1
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6.5.4.3. Determinacio estrutural de OC4-RAC(2)

Tratamento cromatografico de OCA-4ResC(AC)-H, forneceu 3,7 g de um sdlido
branco amorfo, p.f. 98,5-100 °C, solivel em cloroféormio, rotagdo Optica [a]f,5 —46 (CHCl;,
0,065%), denominado OC4-RAC(2), cuja andlise por CCD em gel de silica, utilizando a
mistura bindria hexano:acetato de etila (90:10) como eluente e revelagdo com solucdo
alcoodlica de vanilina, apresentou r.f. 0,33 e um formato alongado indicativo de 4cido
carboxilico (ver procedimento experimental, pagina 224).

O espectro na regido do IV (Figura 6.118) de OC4-RAC(2) mostrou uma banda
larga de estiramento O-H entre 3.433 e 2.500 cm™ e um estiramento C=0 em 1.693 cm’,
caracteristicos de acido carboxilico confirmando a previsdo anterior através da CCD.

1588,31

1
1¢50,69 - |
1273,73

_3433,73

000 00 150 - 1000
cm-1 .

Figura 6.118 —Espectro na regi&o do IV [cm™, KBr] de OC4-RAC(2).
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Andlise do espectro de RMN “C-BB de OC4-RAC(2) (Figura 6.119) possibilitou
a vizualiza¢do de 20 sinais, que foram comparados com os sinais observados no espectro de
RMN “C-DEPT(135) (Figura 6.120, pagina 170), possibilitando a identificagdo de cinco
carbonos ndo-hidrogenados, cinco carbonos metinicos, oito carbonos metilénicos e dois
carbonos metilicos, permitindo a confec¢do da Tabela 6.26, pagina 170. Esta Tabela mostra
uma absor¢do em & 184,9 que foi relacionada a uma carbonila de 4cido carboxilico, enquanto
que os sinais em & 147,7 e 107,0 referentes a um carbono ndo-hidrogenado ¢ um metileno de
dupla exociclica, respectivamente, indicaram a presenga de uma ligagdo dupla exociclica
neste composto. A presenga de trés sinais de carbonos metinicos em & 110,9; 142,7 e 138,7,

permitiram propor que OC4-RAC(2) apresentava um anel furdnico -monossubstituido.

ppm
——184.,880
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Figura 6.119 — Espectro de RMN 3C-BB de OC4-RAC(2) [8; 125,77 MHz; CDCl;; TD=65K; DS =
2:ns=1K; LB =1Hz; SI=32K]
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——125.,851

Figura 6.120 — Espectro de RMN "“C-DEPT(135) de OC4-RAC(2) [5; 125,77 MHz; CDCls; TD
65 K; DS =4; ns =256, LB =0 Hz; SI =32 K]

Tabela 6.26
Deslocamentos quimicos de RMIN 3C de OC4-RAC(2)

com Eadrﬁo de hidroienaiﬁo iﬁ; CDCls; 125,77 MHzi

184,9 1427 107,0 T

147,7 138,7 37,9 14,7
1254 110,9 37,8 -
47,5 56,0 37,1 -
38,8 48,5 26,8 &
: ; 24.0 :
; : 235 :
i : 184 :

Cs CsH;s CygHis C,Hg

TOTAL CyH,;
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No espectro de RMN 'H de OC4-RAC(2) (Figura 6.121), observou-se a presenca
de trés sinais na regido de hidrogénios aromatico, aparecendo em & 6,27; 7,20 e 7,36,
indicativos da presenca de anel furdnico neste composto. No mesmo espectro foram
observados dois singletos em & 0,72 e 1,15, relacionados a grupos metilicos ligados a
carbonos quaternarios, bem como dois singletos em & 4,89 e 4,60, referentes a hidrogénios
geminais de ligacdo dupla exociclica.

A partir da andlise dos espectros descritos, foi possivel propor que OC4-RAC(2)
apresentava a formula molecular CyoH»303 e que tratava-se de um &cido diterpénico com um
anel furanico. Com estes dados, deduziu-se que este composto apresentava 7 deficiéncias de
hidrogénio: uma da carboxila, uma da ligacdo dupla exociclica e trés do anel furdnico,
restando assim duas deficiéncias que foram relacionadas a dois anéis.

O espectro de correlagdo heteronuclear HETCOR de OC4-RAC(2) (Figura 6.122,
pagina 172) possibilitou o correlacionamento dos hidrogénios aos seus respectivos dtomos de

carbono, resultando na correlagéo descrita na Tabela 6.27, pagina 173.

.l

. SRRERE ATy 4

_Figura 6.121 — Espectro de RMN 'H [8, 500 MHz, CDCl3] de OC4-RAC(2) [3; 500,13 MHz;
CDCl;; TD=32K; DS=0; ns=8; LB=0Hz St=32K]

n..v- 2.467
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Figura 6.122 — Diagrama de contorno do espectro bidimensional de correlagéo heteronuclear
(HETCOR) de OC4-RAC(2) [8; CDCls; 125,77 x 500,13 MHz; TD = 1024 x 256; SW = 163 x 20
ppm (F2 X F1); DS = 16; ns = 16 (F2); SI=1024 X512 (F2 XF1)

Tabela 6.27
Dados de RMN bidimensional de correlacio heteronuclear C,H— HETCOR

de OC4—RACi2i Iﬁ; CDCls; 125,77 X 500,13MHzi iZ X F1)]

184,9 - 38,8 :
147,7 - 37,9 1,09:1,78
142,7 7,36 37,8 2,06; 2,36
138,7 7,20 37,1 1,62
1254 - 26,8 1,36; 1,51
110,9 6.27 24,0 1,59;1,75
107,0 4,60; 4,89 23,5 2,23;2,57
56,0 1,73 18,4 1,60
49,5 1,94 16,3 1,15
47,5 - 14,9 0,72
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Analise do espectro bidimensional HMBC de OC4-RAC(2) (Figura 6.123 a,
pagina 174), mostrou que os protios que absorvem em & 4,89, 4,60 e 1,94 apresentavam
correlagdes de acoplamento *Jox com o carbono metinico em & 56,0 (Figura 6.123 ¢ -
acoplamentos A e B, pagina 174). No mesmo espectro, observou-se o acoplamento do prétio
metinico em 6 1,73 com o carbono metilico em & 14,9 (Figura 6.123 a, c, acoplamento C),
bem como do protio metinico em & 1,94 com os carbonos em & 184,9 e 16,3 (Figura 6.123 d,
acoplamentos D e E). A posicdo do anel furdnico foi encontrada a partir dos dados dos
acoplamentos entre os protios metilénicos em & 2,23 e 2,57 com os carbonos em & 138,7 e
110,9 (*Jox) e com o carbono 24,0 (*Jcy) (Figura 6.123 b e d, acoplamento F, Ge H) e o
acoplamento “Jcu do prétio metilénico em & 1,59 com o carbono em & 56,0 (Figura 6.123 d,
acoplamento I). Desta forma foi possivel propor que a carboxila encontra-se situada no
carbono 4 e o anel furanico na cadeia lateral ligada ao carbono 9, permitindo a proposicao da
estrutura (73) para OC4-RAC(2).

Metilagdo de OC4-RAC(2) com diazometano forneceu um liquido viscoso incolor,
soluvel em cloroférmio, homogéneo em CCD, [a]if —32, denominado OC4-RAC(2)Me (ver
procedimento experimental, pagina 224), cujo espectro de RMN 'H (Figura 6.124, pagina
175) mostrou um sinal em & 3,63 com integracdo relativa a 3 hidrogénios, relativo ao grupo
metoxila como j4 era esperado. No espectro de RMN °C (Figura 6.125, pagina 176),
observou-se um sinal caracteristico de carbono oxigenado em & 51,9 indicativo da presenca de
metoxila, sendo possivel propor que OC4-RAC(2)Me tratava-se do polialtato de metila (84).

Comparacdo dos dados de RMN °C de OC4-RAC(2) e OC4-RAC(2)Me com os
dados encontrados na literatura para o acido polialtico, mostrou que as absor¢des entre os trés
compostos eram bastante semelhantes, exceto nas correlagdes dos carbonos 11 e 12, (Tabela
6.28). Desta forma, foi possivel propor a correlagédo inequivoca dos dados de carbono-13 para

OC4-RAC(2) e OC4-RAC(2)Me a partir dos dados do acido polialtico.
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Figura 6.123 — a) Diagrama de contorno do espectro HMBC de OC4-RAC(2) [3; CDCls; 300,13 x
75,47 MHz; TD = 4096 x 128; SW = 10 x 221 ppm (F2 X F1); DS = 8; ns = 64 (F2);
Sl = 1024 X 512 (F2 X F1)]; b) e ¢) Estruturas mostrando os acoplamentos *Jon @

2Jc,H encontrados no espectro a. d) Expanséo do espectro a.
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Figura 6.124 — Espectroc de RMN 'H de OC4-RAC(2)Me [5; 500,13 MHz; CDCla; TD=32K: ns=8;
LB =0Hz Sl=32K]
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Figura 6.125 — Espectro de RMN "°C-BB de OC4-RAC(2)Me [8; 125,77 MHz; CDCls;; TD =65 K; ns
=1K; LB =3 Hz; SI=32K] N
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Tabela 6.28
Dados de RMN >C-BB de ac. poliiltico [Carreras, 1998],
OC4-RAC(2) (73) e OC4-RAC(2)Me (84) [5; CDCls; 125,77 MHz]

ac. polialtico

1 57 gy ] 380
2 182 18.4 185
3 36,9 37,1 37,0
7 413 475 178
5 93 495 49,9
3 26,6 26,8 26,9
7 37.6 37.8 37.9
8 1475 1477 147.8
9 559 56,0 56,0
00 38,6 38,8 39,0
11 233 24,0 24,0
12 23,8 235 235
13 1252 1254 125,5
14 1107 110,9 1109
5 1424 1427 1427
16 1384 1387 | 1387
07 106,8 107,0 106,0
13 1855 184,9 1793
9 16,1 16,3 16,6
20 145 14,9 14.8
OCH; 51,9
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73 H
84 CH;

6.5.4.4. Determinacéo estrutural de OC4-RAC(5)

A andlise cromatografica da fragdo acida do OCCRATO-4 - OCA-4ResC(AC)
forneceu 47,7 mg de um liquido incolor, solivel em cloroformio, homogéneo em CCD, r.f.
0,1 em cloroférmio:acetato de etila 20% denominada OC4-RAC(5) (ver procedimento
experimental, pagina 228).

O espectro de RMN *C-BB (Figura 6.126, pagina 179) apresentou 21 linhas
espectrais que ao serem comparadas com os sinais obtidos do esbectro de RMN “C-DEPT
(135) (Figura 6.127, pagina 180), mostraram a presenca de seis absor¢des relativas a carbonos
ndo-hidrogenados, trés a carbonos metinicos, oito a carbonos metilénicos e quatro referentes a

carbonos metilicos (Tabela 6.29, pagina 180).
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Figura 6.126 — Espectro de RMN °C-BB de OC4-RAC(5) [5; 125,75 MHz; CDCI5; TD =65K; ns =1
K: DS = 2; LB = 3 Hz; SI = 32 K]
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Figura 7.127 - Espectro de RMN *C-DEPT(135) de OC4-RAC(5) [6; 125,77 MHz; CDCls; TD =65 K;
DS =0; ns = 512; LB = 3 Hz; Sl = 32 K]

Tabela 6.29
Deslocamentos quimicos de RMN °C de OC4-RAC(5)

com iadréio de hidroienag:ﬁo ii"); CDCls; 125,77 MHzE
185.3 114,9 107,1 50,8

167,3 56,0 39,6 18,9
160,9 49,4 37,9 16,2
147,4 - 37,7 14,7
47,5 . 37,0 .
38,9 - 26,8 :

7 : 21,3 -

3 . 18,4 A

C6 C3H3 C8H16 C4H12

TOTAL Cy,Hj,
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O carbono em & 185,3 no espectro de RMN *C-BB mostrou-se indicativo de
carbonila de acido carboxilico. O sinal em 6 167,3 foi relacionado a uma carbonila de éster
metilico, ja que foi observado no mesmo espectro um sinal em & 50,8 referente a um grupo
metoxila. O sinal em & 160,9 indicou a presenca de um carbono olefinico conjugado com a
carbonila, € as absor¢des em & 147,4 e 107,1 foram relacionadas a carbonos de ligagao dupla
terminal.

O espectro de RMN'H (Figura 6.128), apresentou sete singletos: um relativo a
protios metoxilicos em & 3,71; um relativo a prétios de metila ligada a carbono de ligacdo
dupla C=C ou a carbonila em & 2,18; dois em 6 1,17 ¢ 0,73 relativos a prétios de metilas
ligadas a carbonos quaternarios e trés singletos relacionados a hidrogénios olefinicos em d
5,67 ;4,88 e 4,54.

A vpartir dos dados obtidos foi possivel propor que OC4-RAC(5) apresentava a
formula molecular Cy;H3,04, € assim, 6 deficiéncias de hidrogénio. Destas deficiéncias, duas
foram associadas a duas carbonilas e outras duas as ligacdes duplas, restando duas
deficiéncias que foram relacionadas a dois anéis, possibilitando afirmar que este composto
tratava-se de um diterpeno biciclico apresentando uma carboxila e uma carbometoxila.

Anélise do espectro GS-HMQC de OC4-RAC(5) (Figura 6.129), possibilitou
relacionar os carbonos hidrogenados observados no espectro de RMN “C com seus

respectivos hidrogénios, permitindo a elaborag@o da Tabela 6.30, pagina 184.
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Figura 6.128 — Espectro de RMN 'Hde OC4-RAC(5) [; 500,13 MHz; CDCls; TD=32K; DS =0; ns
=8; LB=0Hz; SI=16 K]
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Figura 6.129 — Diagrama de Contorno do espectro GS-HMQC de OC4-RAC(5) [5; CDCls; 500,13 x
125,75 MHz; TD = 1024 x 128; SW = 10 x 167 ppm (F2 X F1); DS = 4; ns =4 (F2);
S1=1024 X 128 (F2 X F1)]
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Tabela 6.30
Dados do espectro GS-HMQC de OC4-RAC(5)

iﬁ; 500,13 X 125,77 MHz (F2 X F1 i; CDCl3i

185,3 - 38,9 -
167,3 - 379 2,39;2,06
160,9 - . o 1,80; 1,15
1474 - 37,0 1,65
114,9 5,67 26,8 1,49; 1,40
107.1 4,88; 4,54 21,3 1705 152
56,0 1,70 18,9 2,18
50,8 A 18,4 1,63
49,4 1,95 16,2 .1
47.5 - 14,7 0,73
39,6 2,30; 1,98

O diagrama de contorno do espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear
C,H a longa distancia com detecgdo inversa via sele¢éo de gradiente (GS-HMBC) (Figura
6.130, pagina 185), foi utilizado na proposicdo da estrutura de OC4-RAC(5) a partir das
correlagdes referentes aos acoplamentos 4 longa distancia “Jcy e *Jc . Neste espectro foram
observados os acoplamentos *J¢ i do prétio metinico em & 1,95 com o carbono carboxilico em
5 185,3 (Figura 6.130, acoplamento A) e dos prétios metilicos em 8 1,17 com este mesmo
carbono (Acoplamento B), permitindo inferir que a carboxila encontra-se localizada no
carbono 4. O acoplamento *Jcy dos prétios metilicos em § 0,73 com o carbono metinico em &
49,5 (Acoplamento C), bem como do prétio metinico em & 1,70 com o carbono metilico em &
14,7 (Acoplamento D), confirmaram que os carbonos em & 49,4 e 56,0 referiam-se aos
carbonos 5 e 9, respectivamente. No mesmo espectro, também foi observado o acoplamento
*Jenu dos prétios metilénicos de ligagdo dupla exociclica em & 4,88 e 4,54 com o carbono em &
56,0 (acoplamento E) permitindo a proposi¢do de que a ligacdo dupla exociclica encontrava-
se localizada no carbono 8. A cadeia lateral do diterpeno foi correlacionada a partir dos sinais
de acoplamento dos protios metilénicos em & 2,30 e 1,98 com o carbono em & 56,0 referente
ao carbono 9 (acoplamento F), bem como dos acoplamentos dos prétios metilicos em 6 2,18

com o carbono em & 39,6 (acoplamento G) e dos prdtios metilénicos em & 2,30 € 1,98 com o
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carbono metinico em & 114,9 (acoplamento H). A posicdo da carbometoxila foi proposta a
partir do acoplamento do prétio metinico em 5,67 com o carbono carbonilico em § 167,3

(acoplamento I).

Figura 6.130 — a) Diagrama de
contorno do espectro GS-HMBC
de OC4-RAC(5) [8; CDCls;
500,13 x 125,75 MHz; TD = 2048
x 128; SW = 10 x 222 ppm (F2 X
F1); DS = 8; ns=8(F2); SlI=
2048 X 128 (F2 X F1)]; b, c)
Estruturas mostrando os

2 3
acoplamento JeH € “JeH

encontrados no espectro a); d)
Expansao do espectro a.

l”r[rlllfr7|
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Comparagfio dos dados espectrais de RMN *C de OC4-RAC(5) com os dados de
diterpenos labdanicos (136) e (137), bem como com os diterpenos ent-labdanicos (83) e (138)
(Tabela 6.31, pagina 187), mostrou que OC4-RAC(5) era bastante semelhante ao diterpeno
(83), cuja determinag@io estrutural foi descrita anteriormente. Desta forma, foi possivel prever
que (83) seria o produto metilado de OC4-RAC(5), ja que foi obtido a partir do 6leo de
copaiba metilado. Sendo assim, OC4-RAC(5) foi identificado como o éster metilico do 4cido
ent-4-epi-agético (82).
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Tabela 6.31
Comparagio dos dados de RMN *C-BB de OC4-RAC(5)
com os dados dos diterpenos (136), (82), (137) e (138) encontrados na literatura.

OC4-RAC(5)

1 40,5 37,8 39,9 37.8 37,7

2 212 185 20,8 18,4 18,4

3 39,4 37,0 39,4 37,1 37,0

4 452 47.8 44,5 475 47,5

5 57,8 49,9 56,8 49,5 49,4

6 27,6 26,9 27,1 26,8 26,8

7 40,0 38,1 39,0 37,8 37,9

8 149,5 147,6 148,9 147.8 1474

9 57,6 56,1 56,3 56,4 56,0

10 41,7 39,0 41,1 38,8 38,9

11 23,8 21,4 235 22,1 21,3

12 33,7 39,7 40,4 30,1 39,6

13 162,1 160,8 161,1 146,9 160,9

14 117,4 115,1 115,8 139,0 114,9

15 169,9 167,3 177,2 113,2 167,3

16 25,6 18,9 18,7 115,6 18,9

17 107,1 107,0 106,7 107,0 107,1

18 29,6 179,2 29,3 185,3 185,3

19 181,3 16,6 176,8 16,3 16,2

20 13,4 14,8 13,2 14,7 14,7
OCH; (C-15) - 50,8 50,7 - 50,8 !
OCH;(C-18) : 51,9 . - -

136 = Acido labda-8(17),13(2)-dieno-15,19-di6ico [Lin, 1998]
137 - Ester metilico do acido agético [Bastard ez al, 1984]
138 — Acido ent-labda-8(17),13(16),14-trien-18-6ico [Martins, 1996]
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6.5.4.5. Determinacio estrutural de OC4-RAC(6)

O polialtato de metila obtido no item 7.6.6.2 (parte experimental, pagina 226) foi
submetido a reagdo de epoxidagdio com &acido m-cloroperbenzdico com o objetivo de obter
epoxidos a partir da ligacdo dupla C8-C17. A anélise por RMN da fragdo 10 isolada a partir da
cromatografia centrifugacional do produto da reacdo, mostrou que este ndo era o epdxido
esperado, sendo sua determinaco estrutural descrita a seguir.

A fragdio 10 (9,7 mg) foi obtida como cristais incolores, p.f. 146,9-149,7 °C,
soltivel em cloroférmio e homogéneo em CCD, denominado OC4-RAC(6), cuja andlise por
RMN "C-BB (Figura 6.131) permitiu observar 21 carbonos dentre os quais um carbono que
absorve em 8 70,1 atribuido a um carbono metilénico oxigenado ap6s comparagdo com o
espectro de RMN "“C-DEPT(135) (Figura 6.132, pagina 189). Os deslocamentos quimicos
dos carbonos observados, bem como seus respectivos padrdes de hidrogenagédo encontram-se

descritos na Tabela 6.32, pagina 189.

'!eo.w—ﬁﬁo...m

Figura 6.131 — Espectro de RMN "°C-BB de OC4-RAC(6) [5; 125,75 MHz; CDCls; TD =65K; DS =
2;ns=2K;LB=3Hz SI=32K]
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Figura 6.132 — Espectro de RMN "*C-DEPT(135) de OC4-RAC(6) [5; 125,75 MHz; CDCls; TD = 65
K; DS =0; ns = 1K; LB = 3 Hz; Sl = 32 K]

Tabela 6.32
Deslocamentos quimicos de RMN *C de OC4-RAC(6)

com Eadrﬁo de hidroEenaiﬁo iB; CDCls; 125,75 MIIzi

1793 144,1 107,3 52,0
174,4 56,2 70,1 16,6
147,3 49.9 38.1 14,8
134,8 - 37.8 -
47.8 - 37,0 -
39.1 - 26,8 -
i . 245 :
: - 214 5
= : 18.4 :
Cs CsH3 CoHis CsHy Ill\
TOTAL Cy:Hs
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Na Tabela 6.32 (pagina 189), observou-se duas absor¢des referentes a carbonos
ndo hidrogenados em & 179,3 e 174,4 atribuidas a carbonilas de éster, um dos quais alusivo a
éster metilico, comprovado pela absor¢do de carbono metoxilico em & 52,0. Observou-se
também quatro sinais referentes a carbonos insaturados, dois dos quais em & 147,3 e 107,3
referentes a uma ligagcdo dupla exociclica, e outros dois em & 144,0 e 134,8 referentes a um
carbono metinico e outro ndo-hidrogenado, respectivamente.

O espectro de RMN 'H de OC4-RAC(6) (Figura 6.133) mostrou um singleto em §
4,76 (J=2 Hz) com integragdo relativa a dois hidrogénios, atribuido a hidrogénios metilénicos
oxigenados. No mesmo espectro observou-se a presenca de dois sinais em & 4,85 e 4,57
referentes a hidrogénios metilénicos de ligacdo dupla exociclica, assim como, um tripleto em
3 7,08 (t, J = 1,3 Hz). Trés singletos referentes a hidrogénios metilicos foram observados em 6
3,64; 1,12 e 0,69, sendo o primeiro indicativo de hidrogénios metoxilicos € os dois ultimos

considerados como hidrogénios de metilas ligadas a carbonos ndo-hidrogenados.

e s ¢
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Figura 6.133 — Espectro de RMN 'H [5, 500 MHz, CDCls] de OC4-RAC(6) [8; 500,13 MHz; CDCls;
TD=32k; DS=0;ns=8;LB=0Hz SI=16Kk|
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A partir da analise dos dados obtidos dos espectros de RMN 'H e °C, foi possivel
propor que a formula molecular de OC4-RAC(6) seria Cy1H3004 apresentando 7 deficiéncias
de hidrogénio, duas referentes as carbonilas supracitadas e duas as ligagdes duplas. As trés
deficiéncias restantes foram atribuidas a trés anéis, possibilitando a proposi¢do que OC4-
RAC(6) trata-se de um diéster diterpénico triciclico.

O espectro bidimensional de correlagdo homonuclear COSY (Figura 6.134, pagina
192) mostrou um acoplamento *Jx dos protios metilénicos em & 4,75 com o prétio metinico
de ligacdo dupla conjugada com a carbonila em & 7,08 (Figura 7.133, acoplamento A), o que
permitiu sugerir a presenca de um butenolideo a-substituido (139) na cadeia lateral da
molécula. No mesmo espectro observou-se um acoplamento entre os prétios metilénicos em &
4,85 e 4,57 (acoplamento B), bem como o acoplamento entre os protios metilénicos em 6 4,75
e 0s protios em 6 2,44 e 2,16 (acoplamento C). Observou-se ainda o acoplamento dos prétios
em 0 4,85 e 4,57 com o protio metinico em § 1,71 (acoplamento D) e do prétio metilénico em

8 2,44 com o protio em § 1,80 (acoplamento E).

139
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Figura 6.134 — a) Diagrama de contorno do espectro COSY de OC4-RAC(6) [&; CDCls; 300,13
x 300,13 MHz; TD = 1024 x 256; SW=10x 10 ppm (F2ZXF1). DS= 4;ns=16
(F2); Sl = 1024 X 256 (F2 X F1)], b) Estrutura mosirando os acoplamentos
observados no espectro a.
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Comparacdo entre os dados de RMN BC de OC4-RAC(6) com dados encontrados
na literatura para o nivenolideo (140) e o pinusolideo (141) (Tabela 6.33) (pagina 194), bem
como a comparacdo entre os pontos de fusdo do OC4-RAC(6) (146,9-149,7 °C) com os
encontrados para o pinusolideo (82-83 °C) e éster metilico do nivenolideo (150-151 °C)
[Rojas, 1978], permitiu a proposicdo de que OC4-RAC(6) trata-se do éster metilico do
nivenolideo (85), cujos dados de RMN *C néo foram encontrados na literatura.

Comparacdo entre os espectros de RMN '"H de OC4-RAC(6) e da fragio 17-20
obtida de OCA-4ResC(AC)-H:AE (ver procedimento experimental pagina 228) a partir do
6leo de copaiba OCCRATO-4, mostrou que o nivenolideo (140) estd presente neste oOleo.
Desta forma foi possivel propor que o OC4-RAC(6) seria uma impureza do polialtato de

metila que foi submetido a epoxidac@o e ndo um produto de sintese.
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Tabela 6.33
Comparacio entre os espectros de RMN >C-BB de
nivenolideo (140), pinusolideo (141) e OC4-RAC(6 }
OC4-RAC(6)

1 37,9 39,2 38,1
2 182 19,9 18,4 |
3 36,9 38,2 37,8 ‘!
4 47,4 44,3 47,8 |
5 49,3 56,2 52,0 |
6 26,6 26,1 26,8 r
7 37,6 38.6 38,1 “
8 147,0 1474 1473
9 56,1 55,6 56,2 ‘g
10 38,8 40,2 39,1 l
11 21,2 21,8 21,4 ,‘
12 24,3 24,6 24,5
13 134,5 134,8 134,8
14 144,0 143,8 144,0
15 70,1 70,0 70,1
16 1743 1743 174,4
17 107,3 106,6 107,3
18 185,3 28,8 179,3
19 16,2 177,7 16,6
20 14,6 12,5 14,8

OCHj : 51,1 50,0
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6.5.5. Determinacio estrutural de SVC-H(1) obtida das sementes de Copaifera

langsdorffii
Do extrato hexanico obtido por extracdo a quente em sohxlet das sementes de

Copaifera langsdorffii, obteve-se material cristalino incolor, solivel em cloroférmio
denominado SVC-H(1) (p.f. 67,5-67,7 °C) (ver procedimento experimental, pagina 230).

As absor¢bes na regido do IV de SVC-H(1) (Figura 6.135) em 1706,
(estiramento C=0), 1.250 ¢ 1.175 cm™ (estiramentos C-O-C), sugerem a presenca de um
grupo R-oxicarbonila neste composto. A posi¢do do estiramento C=0 em 1.707 cm’ sugere
que a carbonila do éster € conjugada. As absor¢des em 3047 (estiramento =C-H), 1.601, 1.563
(estiramentos C=C), 929, 827 ¢ 754 cm™" (deformagdes angulares =C-H) permitem propor que
SVC-H(1) trata-se de um éster a,-insaturado apresentando um anel aromético.

O espectro de RMN °C — BB (Figura 6.136, pagina 196) de SVC-H(1) mostrou 9
linhas espectrais que ao serem comparadas com os espectros DEPT (135) (Figura 6.137,
pagina 196) e DEPT (90) (Figura 6.138, pagina 197), puderam ser relacionadas a 6 carbonos
metinicos e trés carbonos ndo hidrogenados (Tabela 6.34, pagina 197). A absor¢do em & 160,6

foi relacionada a uma carbonila de éster a,p-insaturado.

24
1175, 54

3500 3200 2800 2400 2000 1400 1200 1000 20

Figura 6.135 — Espectro na regi&o do IV [cm ! KBr]de SVC-H(1)
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—160.565
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Figura 6.136 — Espectro de RMN "°C-BB de SVC-H(1) [§; 75,47 MHz; CDCls; TD =32 K; DS = 0; ns
= 2K; LB = 3 Hz; SI = 32 K]
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Figura 6.137 — Espectro de RMN 3C-DEPT(135) de SVC-H(1) [5; 75,47 MHz; CDCl;; TD =32 K; DS
=8;ns=1K;LB=3Hz Sl=32K]
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Figura 6.138 — Espectro de RMN 13‘C-DEPT(90) de SVC-H(1) [8; 75,47 MHz; CDCl;; TD=65K; DS
=4; ns = 256; LB = 0 Hz; Sl = 32 K]

Tabela 6.34
Dados obtidos dos espectros de RMN BC de

SVC—Hili i8; 75,47 MHz; CDCls)

160,6 1433
153,8 131,6 J
118,6 127,7 |
; 1243 |

: 116,6

- 116,4

C; CeH;

Total CoHj
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O espectro de RMN H (Figura 6.139), mostrou a presenga de 4 absor¢des
referentes a hidrogénios de carbonos insaturados, sendo dois dubletos em & 7,64 (J=9,5 Hz) e
6,33 (J=9,5 Hz) com integragdo para 1 hidrogénio cada, e dois multipletos em & 7,41 e 7,23

com integragdo para 2 hidrogénios cada.

LY 119

=l o |= o|
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Figura 6.139 — Espectro de RMN 'H de SVC-H(1) [8; 300,13 MHz; CDCl;; TD=32K, DS=0; ns=
8; LB =0 Hz; SI =32 K]

Com os dados obtidos foi possivel propor que SVC-H(1) apresentava a férmula
molecular CyHg0, apresentando 7 deficiéncias de hidrogénio, sendo que 4 foram relacionadas
ao anel benzénico orfo-dissubstituido e trés ao sistema lactonico insaturado ligado a anel
benzénico, resultando na proposi¢do da estrutura (142) para este composto.

Comparacéo dos dados de RMN BC-BB de SVC-H(1) com os dados descritos na
literatura para a cumarina (142) [Murray, Mendes e Brown, 1982] permitiu confeccionar a

Tabela 6.35 (pagina 199). Esta Tabela mostra que os deslocamentos quimicos dos dois
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compostos em analise sdo bastante semelhantes, o que permitiu a confirmacdo da estrutura

(142) para SVC-H(1).

142

Tabela 6.35

Comparagcio entre os dados de °C de SVC(1) (CDCl, 8, 125 MHz) com os dados
encontrados na literatura para a cumarina [Murray,1982]

160.6 160,4

2
3 116.4 116,4
4 1433 143,6
5 127.7 128,1
6 1243 | 1244
7 13,6 | 1318
8 116,6 1164
9 153,8 | 1539
10 118,6 1188




Capitulo 6 - Determinagdo estrutural 200

Referéncias Bibliogrdficas

ADAMS, R.P.; Identification of essential oil components by gas chromatography/mass
speciroscopy, USA (1991)

ALENCAR J.W_; CRAVEIRO, A. A; MATOS, F. J. A. Kovats indices as a preselection
routine in mass spectra library search of volatiles. J. Nat. Prod,v. 47, p.890-892, 1984.

ALENCAR, J. W. et al. Kovats indices simulation in essential oil analysis. Quimica Nova, v.
13, p. 282-284, 1990.

BASTARD, J. et al. CMR Spectroscopy of labdanic diterpenes and related substances. J. Nat.
Products. v. 47, n. 4, p. 592-599, 1984.

BOHLMANN, F. et al. Gutierrezial and further diterpenes from Gutierrezia sarothrae,
Phytochemistry, v. 23, n. 9, 2007-2012, 1984.

CARRERAS, CR.; ROSSOMANDO, P.C.; GIORDANQO, O. S. Ent-labdanes in Eupatorium
buniifolium, Phytochemistry, v. 48, n. 6, p. 1031-1034, 1998.

CHAN, K.K. et al. Carbon-13 nuclear magnetic resonance studies of coumarin and related
compounds, Tetrahedron, v. 33, p. 899-906, 1977.

CHANG, C. H,; FLOSS, G. AND STECK, W. Carbon-13 magnetic resonance spectroscopy
of coumarins. carbon-13-proton long-range couplings, J. Org. Chem., v. 42, n.8, p. 1337-
1340, 1977.

CREWS, P.; RODRIGUEZ, J.; JASPARS, M. Organic Structure Analysis. USA: Oxford
University Press, 1998.

DIAZ, CE. et al. The microbiological transformation of some trachylobane diterpenoids by
Gibberella Fujikuroi. Phytochemistry, v. 23, p. 2813-2816, 1984.

FERRARI, M.; PAGNONI, UM.; PELIZZONI, F. Terpenoids from Copaifera langsdorffii.
Phytochemistry, v. 10, p. 905-907, 1971.

GOTTLIEB, O. R.; IACHAN, A. Estudo do balsamo de copaiba, Rev. Quim. Ind, v. 14, n.
163, p. 20-21, 1945.

GRAMOSA, N.V. Contribui¢do ao conhecimento quimico de plantas do nordeste: Capparis
Jflexuosa e Estudo quimico da autoxidagio do B-cariofileno em 6leos essenciais. 1994.
Dissertagdo (Mestrado em Quimica) — Universidade Federal do Ceara, Departamento de
Quimica Orgénica e Inorgéanica, Fortaleza, 1994.

HANSON, J. R. et al. The "°C nuclear magnetic resonance spectra of kauranoid diterpenes; ...
Chem. Soc. Perkin Trans. I, p. 114-115, 1976.

HUTCHISON, M.; LEWER, P.; MACMILLAN, J.; Carbon-13 nuclear magnetic resonance
spectra of eighteen derivatives of enf-kaur-16-en-19-oic acid, .J. Chem. Soc. Perkin Trans. I,
p. 2363-2366, 1984.

IMMAMURA, P M. et al. >C NMR Spectral analysis of eperuane diterpenes.
Phytochemistry, v. 16, p. 1842-1844, 1977.

IWAMOTO, M. et al. Labdane-type diterpenes and a nordrimane-type sesquiterpene from the
stem bark of Thuja Standishii. J. Nat. Prod. v. 63, p. 1381-1983, 2.000.

KHAN, M. A; GRAY, A 1; WATERMAN, P.G. Kaur-16-en diterpenes from the stem of
Lasianthea fruticosa. Rev. Latinoamer. Quim. v. 20/2, 75-76, 1989.



Estudo Quimico-Farmacoldgico de Copaifera langsdorffii Desf 201

LEVY, G.C; LICHTER, R. L.; NELSON, G. L.; Carbon-13 nuclear magnetic resonance
spectroscopy, 2™ ed, John Wiley, New York, 1980.

LIN, S.J. et al. In vitro biotransformations of isocupressic acid by cow rumen preparations:
formation of agathic and dihydroagathic acids. J. Nat. Prod. v. 61, p. 51-56, 1998.

Lobitz, G.O. et al. Kaurene diterpenes from Mykania vitifolia, Phytochemistry, v. 49, n. 3, p.
805-809, 1998.

MARTINS, D. Alcaléides, flavonoides e terpendides de Xylopia aromdtica. 1996. Tese
(Doutorado em Quimica) — USP, Instituto de Quimica, Sdo Paulo, 1996.

MORS, W.B.; MONTEIRO, H.J. Duas cumarinas nas sementes de Copaifera langsdorffii,
An. assoc. bras. Quim. v.18, p. 181-182, 1959.

MURRAY, R. D. H; MENDEZ, J.; BROWN, S. A. The Natural Coumarins. New York: John
Wiley, p. 44, 1982. ’

PRESTSCH, E. et al. Tables of spectral data for structure determination of organics
compounds — chemical laboratory practice, Germany: Springer-Verlag, p. H345, 1983.

RAHMAN, A-U AND AHMAD, V.U. ”C-NMR of natural products-diterpenes, v. 2, New
York: Plenun Press, 1992.

ROJAS, E.T.; RODRIGUEZ-HAHN, L. Nivenolide, a diterpene lactone from croton niveus,
Phytochemistry, v. 17, p. 574-575, 1978.

SANTIAGO, G.M.P. Sintese de sesterpenos a partir do acido copalico: sintese de ésteres (s)-
o-metilmandelatos do hyrtiosal e ent-hyrtiosal e estudo sobre a sintese do ent-queilantenodiol.
1997. Tese (Doutorado em Quimica) — UNICAMP, Instituto de Quimica, Campinas, 1997.

YAMASAKI, K. et al. Structures of stevia diterpene-glucosides: application of *C nmr,
Tetrahedron Letters, v. 13, p. 1005-1008, 1976.

YANG, H. O.; SUH, D-Y; HAN, B. H. Isolation and characterization of platelet-activating
factor receptor binding antagonist from Biota orientalis. Planta med. v.61, p. 37-40, 1995,

VICKERY, M.L. AND VICKERY, B. Secondary Plant Metabolism. Hong Kong: The
Macmillan Press, 1981.

WEHRLI, F.W.; NISHIDA, T. The use of carbon-13 nuclear magnetic resonance
spectroscopy in natural products chemistry. Fortschritte der Chemie Organischer Naturstoffe-
Progress in the Chemistry of Organic Natural Products,v. 36, p. 1-228, 1979.




Estudo Quimico-Farmacolégico de Copaifera langsdorffii Desf 202

Capitulo

Parte Experimental

Tl iCaletn a REEeINa it it it Sedtes st stande 203
Fl NAEROROR o cmiibnn it s i s dosmi bt 203
3. OUTras Aot CrmMINMEDRE,, i irercrsiisivissiisssesiisosmsrmsssssosinsdsiss 207
7.4. Procedimento dos ensaios bioldgicos..............cccoeveeremrervecennnee. 207
7.5. Controle de qualidade dos éleos de copaiba comerciais........... 207
7.5. Estudo do 0len te GO ..mssinssasismsssississ o mssnessioatossdiss 207
7.7. Estudo dos dleos essenciais de Copaifera langsdorffi............ 228
7.8. Obtencdo dos extratos das sementes de Coparfera
langsdorffii

Sistemés de extra(}écg de dleos essenciais.
Fotografo: Nilce V. Gramosa (Agosto de 1998).




Capitulo 7 - Parte Experimental 203

7. Parte Experimental

7.1. Coleta do material

O oleo de copaiba, assim como as folhas, o lenho e os frutos de Copaifera
langsdorffii selecionados para estudo, foram coletados na localidade de Barreiro Grande -
Crato — Ceara, pelo Prof. Edilberto R. Silveira. A classifica¢do botanica foi realizada pelo Prof.
Afranio G. Fernandes, do Dept® de Biologia da Universidade Federal do Ceara (UFC). As
exsicatas da planta encontram-se depositadas no Herbario Prisco Bezerra do (Dept® de

Biologia — UFC), registradas sob os nimeros 24.461 e 24.489.

7.2.Métodos
7.2.1. Cromatograficos
7.2.1.1. Cromatografia liquida em coluna (CC)

As cromatografias de adsor¢do em coluna foram realizadas utilizando-se silica gel
60 (0,063-0,200 mm; 70-230 mesh) VETEC e florisil (100-200 mesh) ALDRICH.

O comprimento e o didmetro das colunas variaram de acordo com as aliquotas das
amostras e quantidades de silica a serem utilizadas.

Para a eluicdo foram utilizados os solventes: hexano, éter de petrdleo,
diclorometano, cloroformio, acetato de etila, etanol e metanol e misturas binarias desses

solventes em ordem crescente de polaridade.

7.2.1.2. Cromatografia de camada delgada (CCD)

Utilizou-se silica gel 60 G (Carlo Erba) para cromatografias em laminas de vidro e
placas de silica gel com indicador de fluorescéncia (254 nm) sobre poliéster (2-25 pm, camada
de 250 um) SIGMA.

A revelagdo das placas de CCD foi feita pela exposi¢do das placas em lampada de
irradiacio na faixa do ultravioleta (UV), Vilber Lourmat, modelo CN-15LM, com dois
comprimentos de onda (312 e 365 nm), pulverizagdo com solucdo de vanilina e acido
perclérico em etanol, seguido de aquecimento em estufa a aproximadamente 100°C cerca de 5

minutos, e/ou saturagdo em cuba com iodo.
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7.2.1.3. Cromatografia de liquida de alta eficiéncia (CLAE)
Cromatografo liquido de alta eficiéncia, modelo SPD — 10A Shimatzu, com
detector de ultravioleta a comprimento de onda 254 nm e coluna Phenomenex type spherex

silica, 1,50 x 3,20mm, 5p, fase normal e os solventes usados foram cloroférmio e metanol para

HPLC da Aldrich.

7.2.1.4. Cromatografia centrifugacional (CR)

Na cromatografia centrifugacional utilizou-se Cromatotron modelo 7924-T e placa
de silica Kieselgel 60PF»s, gipshaltig, fluxo de eluigdo de 2,5 mL/min e fluxo de N, 15 mL/min
com gradiente de polaridade, obtendo-se 20 fragdes de 35 mL.

7.2.2. Espectrométricos
7.2.2.1. Espectrometria na regiio do infravermelho (IV)

Os espectros na regido do IV foram obtidos em Espectrometro Perkin Elmer,
modelo FT-IR Espectrum 1000 da central analitica do Departamento de Quimica Orgénica e
Inorganica-UFC utilizando pastilhas de KBr para analise das amostras solidas e filmes para os

Oleos.

7.2.2.2. Espectrometria de massa (EM)

Os espectros de massa dos oOleos essenciais foram obtidos em espectrometro de
massa Hewlett-Packard, modelo HP - 5971A, acoplado a cromatografo gas-liquido, modelo
HP - 5890A série I (CGL-EM), provido de coluna capilar DB-5 (dimetilpolisiloxano) com
30,0 m de comprimento; 0,25 mm de didmetro interno e filme de 0,1 um, utilizando um
gradiente de aumento de temperatura do injetor de 35 a 180°C/4°C/min e 180 a
280°C/20°C/min.

O espectro de massa da alta resolugdo foi obtido em espectrometro VG-

AUTOSPEC Fysions instruments.
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7.2.2.3. Espectrometria de ressonincia magnética nuclear (RMN)

Quantidades variadas de amostras (solidos cristalinos, liquidos e resinas) foram
dissolvidas em 0,6 mL de CDCL e acondicionadas em tubos de RMN de 5mm a 303 K e
pressdo atmosférica. Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo
(ppm) e referenciados para RMN 'H pelo pico do hidrogénio pertencente a fracdo de
cloroférmio ndo deuterada (8 7,24) e para RMN “C pelo pico central do tripleto a § 77,0 do
cloroformio deuterado. Os equipamentos de RMN utilizados nas anilises foram os
espectrometros Bruker pertencentes a Central Analitica e ao Centro Nordestino de Aplicacdo e
Uso da Ressonancia Magnética Nuclear (Cenauremn) da Universidade Federal do Ceara, nos
seguintes modelos:

1. Bruker AC-200 operando na freqiiéncia do hidrogénio a 200 MHz e na

freqiiéncia do carbono a 50,3 MHz, em um campo de 4.6975 Tesla, equipado
com sonda dual (‘H, ”C) de 5 mm.

2. Bruker Avance DPX-300 operando na frequéncia do hidrogénio a 300,13
MHz e na frequéncia do carbono a 75,47 MHz, em um campo de 7.0463 Tesla,
equipado com sonda inversa multinuclear de 5 mm. Nos experimentos
unidimensionais "H, *C foram utilizadas para as aquisi¢Oes: larguras espectrais
SWy = 24 ppm e SW¢ = 230 ppm, periodo de relaxagédo de 1.0s (D,), pulso de
90° para 'H de 9.0 us com poténcia de 6.40 dB e para °C de 12,0 ps com
poténcia de 0,0 dB.

Avance DRX-500 operando na frequéncia de hidrogénio a 500,13 MHz e na

(5]

frequéncia do carbono a 125,75 MHz em um campo de 11.7440 Tesla,
utilizando sonda dual de 5 mm, para experimentos unidimensionais (‘H e °C),
bidimensionais de correlacdo homonuclear (‘H, 'H-COSY e NOESY) e
correlagdio heteronuclear (HETCOR e COLOC). Para experimentos
bidimensionais de correlacio homonuclear com deteccdo inversa (‘H, 'H-
COSY e NOESY), de correlagdo heteronuclear (HMQC e HMBC) e com
gradiente (GS-COSY, GS-HMQC e GS-HMBC), utilizou-se sonda inversa
multinuclear de 5 mm com gradiente no eixo z e unidade de gradiente de 10 A.
Nos experimentos unidimensionais 'H, °C foram utilizadas para as aquisigdes:

larguras espectrais SWy = 24 ppm e SW¢ = 230 ppm, periodo de relaxacdo de
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1.0s (D), pulso de 90° para 'H de 10,0 ps com poténcia de —3,0; 2,0 ou 6,4

dB, dependendo do experimento, e para °C de 6,5 us com poténcia de 3,0 dB.

O numero de pontos no qual o FID ¢ amostrado e os dados armazenados (TD) foi
igual a 32 K para RMN 'H, enquanto que para ~C variou com o experimento. O niimero de
transientes (ns) geralmente utilizado para 'H foi 8, enquanto que para “C variou de acordo
com o experimento. Para espectros obtidos com gradiente, utilizou-se pulsos senoidais de
gradiente de 1 ms de duragdo e 400 ms de recuperacdo. Para processamento foram utilizados
os ajustes padrdes para a fase e linha de base, SI = 16 ou 32 K e alargamento de linha (Ib) igual
a 0,0 Hz para 'H e variado para "C. Os processsamentos de matrizes de dados de 1024 x 512
(HMQC e HMBC) e 1024 x 1024 (COSY e NOESY) (F2 X F1) com zero filling e linear
prediction.

Os experimentos unidimensionais de RMN 'H foram obtidos usando a seqiéncia
de pulsos zg30 e zgpr (para saturacdo do sinal do solvente).

Os experimentos de RMN “C foram efetuados a partir de: seqiéncia de pulsos
zgpg30, desacoplamento por CPD (Composite pulse decoupling) utilizando a segiiéncia
waltz16 e atenuagdo do desacoplador de 95 ps.

O padrio de hidrogenagio dos carbonos em RMN “C foi determinado a partir da
utilizagdo da técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer) variando o
angulo de nutagdo (0) de 90° e/ou 135°, utilizando as seqiiéncias de pulsos dept90 e dept135,
respectivamente, desacoplamento por CPD, utilizando a seqiiéncia waltz16 e atenuagdo do
desacoplador de 100 ps.

As seqiiéncias de pulsos usadas para os experimentos bidimensionais foram:

COSY: cosydftp

NOESY: noesytp

HMQC: invbtp

GS-HMQC: inv4gstp

HMBC: inv4lplrnd

GS-HMBC: inv4gslplrnd

HETCOR: hxco

COLOC: coloc
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7.3. Outras determinacdes
7.3.1. Ponto de fusio:
Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho de microdeterminacéo

Mettler provido de placa aquecedora modelo FP-52 e unidade de controle FP-5.

7.3.2. Rotacao dtica:

Utilizou-se Polarimetro digital Perkin-Elmer 341 para obtengdo da rotagio Optica.

7.4. Procedimento dos ensaios biologicos
Os estudos da atividade antiinflamatoéria, antinociceptiva e antiulcerogénica, foram
realizados no Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Universidade Federal do Ceara e

encontram-se citados no capitulo 4 (pagina 55).

7.5. Controle de qualidade dos éleos de copaiba comerciais

Os oleos de copaiba comerciais utilizados para estudo foram adquiridos pelo Prof.
Edilberto R. Silveira nas farmacias e drogarias de Fortaleza e Belém. Algumas amostras foram
cedidas pelos proprietarios das empresas responsaveis pelo envasamento do 6leo de copaiba
para o mercado, assim como dos seus respectivos fornecedores, no intuito de obter dados
relativos a autenticidade do produto.

O procedimento utilizado no controle de qualidade encontra-se descrito no

Capitulo 5 (pagina 62).

7.6. Estudo do dleo de copaiba

Quatro fragdes do Oleo de Copaiba foram coletadas na localidade de Barreiro-
Grande, municipio do Crato-Ceara, denominadas OCCRATO, OCCRATO-2, OCCRATO-3 ¢
OCCRATO-4 (Tabela 7.1). Comparacdo através de CCD e da RMN destes 6leos permitiu
afirmar que os quatro dleos analisados eram semelhantes, principalmente em relagdo a presenga

de diterpenos furanicos de esqueleto labdano e de -cariofileno.
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] Tabela 7.1
____ Oleos de Copaiba coletados no Crato
Olea de Copaiba  Data da Coleta  Peso (g)

'OCCRATO 04/96 86,0
OCCRATO-2 08/96 10,0
OCCRATO-3 10/97 46,0
OCCRATO-4 08/98 387,0

7.6.1. Extracao da fracio volatil

Aliquotas dos o6leos de copaiba obtidos de exemplares de Copaifera langsdorffii,
encontradas na localidade de Barreiro Grande-Crato-Ceara (OCCRATO, 36,8 g; OCCRATO-
3, 35,1 ge OCCRATO-4, 103,8 g), foram submetidas a extracdo de seus constituintes volateis
por hidrodestilagdo, obtendo-se 4,0 mL (7,3%), 6,3 mL (9,4%) e 17,4 mL (10,2%),
respectivamente, de 6leos essenciais de coloragdo amarela-palida (Tabela 7.2, Fluxograma
i 3

Os oleos essenciais obtidos foram acondicionados em frascos de vidro e mantidos
sob refrigerag@o e atmosfera inerte, sendo em seguida encaminhados as analises por CGL-EM
e RMN, levando a identificacdo dos componentes descritos na Tabela 6.1 (pagina 79).

As fragdes ndo-volateis das hidrodestilagdes dos 6leos de copaiba estudados foram
extraidas com cloroformio, sécas com sulfato de sodio anidro e concentradas em evaporador
rotativo a pressdo reduzida, fornecendo 6leos viscosos denominados de OCA-ResC (32,1 g,
87,2%); OCA-3ResC (29,5 g, 84,0%) e OCA-4ResC (88,4 g, 85,2%), obtidos dos odleos
OCCRATO, OCCRATO-3 e OCCRATO-4, respectivamente (Tabela 7.2).

Tabela 7.2
~ Rendimento dos 6leos essenciais do balsamo de copaiba

f)lee de copaiba (g) é;ga eSgencial mL/% Fracao nao-volatil g/%
OCCRATO (36,8) 4,0/7,3 - OEOCCRATO 32,1/87,2% - OCA-ResC
OCCRATO-3 (35,1) 6,3/9,4 - OEOCCRATO-3 429,5/84,0% - OCA-3ResC

OCCRATO-4 (103,8) | 17,4/10,2 - OEOCCRATO-4 88,4/85,2% - OCA-4ResC

— e
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Fluxograma 7. 1

Extracao dos éleos essenciais do balsamo de Copaifera langsdorffii

| Balsamo de Copaiba |
Extracdo do Oleo Essencial
(Hidrodestilag@o)
Hidrolatol [ Oleo Essencial I Residuo
1. Extracdo com
CHCl
Analise por 2. Evaporag@o
CGL/EM e
RMN
Residuo extraido
Identificagdo

7.6.2. Obtencio das fracoes acida e neutra
As fracdes acidas e neutras foram obtidas por reagSes acido-base dos oleos de
copaiba e das fracBes ndo-volateis das hidrodestilagdes com hidroxido de amonio (Tabela 7.3,

Fluxograma 7.2, paginas 210 e 211).

7.6.2.1. Reacdo do OCCRATO com hidroxido de aménio (NH,OH)

Uma aliquota de 1,1 g do 6leo de copaiba OCCRATO foi acondicionada em um
baldo de 100 mL, juntamente com 10 mL de hidroxido de aménio e a mistura obtida, mantida
sob agitagdo por aproximadamente 24 horas.

Em seguida foi adicionado 15 mL de agua destilada a mistura reacional. A fragdo
néo 4cida do 6leo de copaiba foi extraida 3 vezes (15 mL, 10 mL, 10 mL) com hexano, lavada
com 4gua destilada, séca com sulfato de sodio anidro e concentrada em evaporador rotativo a
pressio reduzida, fornecendo 281,5 mg (26,1%) de um oleo viscoso amarelo claro
denominado OCA-NA.

A fase aquosa basica restante foi entfo acidificada com 0,8 mL de 4cido cloridrico

concentrado, extraida 3 vezes (15 mL, 15 mL e 10 mL) com cloroférmio, lavada com agua
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destilada, séca com sulfato de sddio anidro e concentrada em evaporador rotativo a pressdo
reduzida, fornecendo 478,5 mg (51,7%) de um 6leo amarelo escuro contendo os constituintes
acidos do oleo de copaiba, denominado OCA-AC.

Outros oleos de copaiba também foram separados em fra¢Ges acida e neutra, assim

como as fracdes ndo-volateis das hidrodestilagdes dos 6leos de copaiba citados anteriormente,

seguindo o mesmo procedimento acima descrito, cujos resultados encontram-se descritos na

Tabela 7.3.

Tabela 7.3
Obtencio das fracdes acidas e nio dcidas dos 6leos de copaiba
fracdes nio-volateis destes dleos. =
Fracio Nio-Acida (/%) Fracio Acida (2/%)

OCCRATO

1 0,28/26.6 0,48/43.5 |
OCA-NA OCA-AC
OCCRATO-3 9.9 2,7/27,3 6,1/61,6
OCA-3NA OCA-3AC
OCA-3ResC 295 1,3/4.5 25,3/86,0
OCA-3ResC(NA) OCA-3ResC(AC)
OCCRATO-4 2.1 0,5/23,6 1,3/61,3
OCA-4NA OCA-4AC
OCA-4ResC 88.0 19.2/21,8 66,8/75,0
OCA-4ResC(NA) QFA-4ResC(AC)
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Fluxograma 7.2

Obtencio das fracdes acidas e ndo-acidas dos 6leos de copaiba
(OCCRATO, OCCRATO-3 e OCCRATO-4) e das fracdes nio-volateis
destes oleos (OCA-3ResC e OCA-4ResC).

Material de Partida*®

1.NH,OH (agita¢d0/24 h)
2.H,0
3 .Hexano

| Fase Hexénicﬂ

1.Lavagem ¢/H,O
2Secagem com

Nast4 anidro

3.Evaporagio

Fragdo Nio-Acida

Fase Aquosa Alcalina

1. HCI Conc.
2. Cloroférmio

Solugio Aquosa Acida Solu¢do Cloroformica

Desprezada 1.Lavagem ¢/H,O
2.Secagem com

Na,S0O, anidro
3. Evaporagdo

Fracdo Acida

*Aliqugtas dos Oleos de Copaiba (OCCRATO, OCCRATO-3 e OCCRATO-4) ¢ das Fragdes Nao-volateis
destes Oleos (OCA-3ResC e OCA-4ResC) foram utilizadas no fracionamento.

7.6.3. Estudo cromatografico do OCCRATO

7.6.3.1. Tratamento cromatografico do OCCRATO

425 g de oOleo de copaiba foram adsorvidos em 270 g de silica gel e

acondicionados em funil de separagio de 2.000 mL, sobre 60 g de silica gel, eluindo-se

inicialmente com hexano, seguido de cloroformio, acetato de etila e metanol (Tabela 7.4).

Analise espectrométrica, por RMN mostrou a presenga de diterpenos furdnicos nas

fragdes menos polares OCCRATO-H e OCCRATO-C. O interesse pelo isolamento destes

constituintes, levou ao tratamento cromatografico destas fragoes.
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Tabela 7.4

Tratamento cromatografico d

e OCCRATO

Eluente Denominacio Peso (g) Percentagem (%)
hexano OCCRATO-H 177 41,6
cloroférmio OCCRATO-C 13,2 31,0
acetato de etila OCCRATO-A 6,3 14,8
metanol OCCRATO-M 0,09 0,2 |
Total - 37,3 87,6
7.6.3.1.1. Isolamento de OCH-1 e OCH-2

Uma aliquota de 11,8 g de OCCRATO-H foi adsorvida a 15,8 g de silica gel e
acondicionada em um funil cilindrico de 1.000 mL, sobre 145,2 g de silica gel. A elui¢do foi
iniciada com hexano, seguido de misturas binarias dos solventes organicos: hexano,
cloroformio, acetato de etila e metanol em ordem crescente de polaridade.

56 fragdes de 20 mL foram obtidas e reunidas de acordo com suas semelhangas
ap6s analise comparativa por CCD.

A fraglo 16-18 (24,0 mg, 0,06%), denominada OCH-1, apresentou-se como um
solido branco solivel em cloroformio de p.f 112,5-113,6°C, homogéneo em CCD,
[a]ff =-37°(CHCl;, ¢=0,075%), cuja analise espectrométrica por RMN permitiu a identifica¢@o
deste composto como o aldeido diterpénico ent-caur-16-en-19-al (ver determinagio estrutural,
pagina 101).

A fracdo 28-32 (1,9g) apresentou-se como uma mistura de um Oleo amarelo
escuro e cristais incolores. A recristalizagdo com hexano a quente desta fracéo forneceu 101,6
mg (0,2%) de cristais incolores (Fluxograma 7.3), denominada OCH-2, que apos analise

espectrométrica por RMN foi identificada como é4cido caurenoico.
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Fluxograma 7.3
Tratamento cromatografico do OCCRATO-H

OCCRATO-H
118¢g
34,53%
Coluna
Cromatografica
16-18 28-32 33-37
- 0,
24,%18%?i06 %o 1’9g 3,0§
Recristalizacdo Cohma
¢/ hexano Cromatografica
101,6g, 0,2% 8-10
OCH-2 668,2mg
Coluna
Cromatografica
32-33
127,0 mg, 0,3%
OCH-3
7.6.3.1.2. Isolamento de OCH-2 e OCH-3

A fragdo OCCRATO-H (33-37), foi adsorvida a 6,2 g de carvdo ativado MERCK
e mantida em repouso cerca de 14 horas. A mistura obtida foi aconciicionada em funil cilindrico
de 50 mL sobre 7,9 g de silica gel, eluindo-se inicialmente com hexano, seguido de acetato de
etila.

10 fracdes de 50 mL foram obtidas, resultando em apenas 3 fragdes apos a analise
por CCD.

A fragdo 8-10 foi adsorvida a 736,3 mg de florisil e acondicionada em um funil
cilindrico de 50 mL sobre 49,2 g do mesmo adsorvente. A eluicdo foi iniciada com
cloroférmio, seguida de misturas binérias dos solventes orgénicos: cloroformio, acetato de etila
e metanol, em ordem crescente de polan'dade,' obtendo-se 37 fracdes. As fragdes semelhantes
foram reunidas, seguindo-se a analise por CCD. Das fragdes obtidas, a fragdo 32-33 (127mg,

0,3%) apresentou-se como um 6leo amarelo claro bastante viscoso, denominado OCH-3, cuja
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analise por CCD mostrou tratar-se de um acido mais polar que o acido caurenoico,
identificado como acido polialtico apos anélise espectrométrica por RMN.

Colunas cromatograficas sucessivas da fraggo OCCRATO-H, possibilitaram o
isolamento de 212,7 mg de OCH-2 (acido caur-16-en-19-6ico) e 9 mg de OCH-3 (4cido

polialtico).

7.6.3.2. Tratamento cromatografico do OCCRATO-C

Uma aliquota de 10 g do OCCRATO-C, foi adsorvida em 20,0 g de silica gel e
acondicionada em um funil cilindrico de 1.000 mL sobre 60 g de silica gel. A coluna foi eluida
iniciando-se com hexano PA, seguido de misturas binarias dos solventes: hexano, cloroformio,
acetato de etila e metanol, em ordem crescente de polaridade, obtendo-se 60 fragdes de 35
mL, reunidas apds analise por CCD, segundo suas semelhangas.

A fragdo 35-41 (163 mg, 1,6%) eluida com a mistura hexano: cloroférmio 25% foi
analisada espectrometricamente por RMN 'H, RMN “C-BB e¢ DEPT (135), revelando a
presenca de um élcool diterpénico de esqueleto do tipo labdano como constituinte majoritario.

Esta fracdo foi entdo submetida a acetilagdo como descrito no item 7.6.3.2.1.

7.6.3.2.1. Acetilacio da fracio OCCRATO-C(35-41)
163 mg de OCCRATO-C(35-41), foram dissolvidos em 1 mL de piridina e
acondicionados em um baldo de 50 mL, juntamente com 10 mL de anidrido acético
- (Fluxograma 7.4, pagina 205). O sistema reacional foi mantido sob agita¢@o por 16 horas e o
: progresso da reagdo acompanhado por CCD.
Apos este periodo, foram adicionados 15 mL de dgua destilada com gelo a mistura
reacional e em seguida a solugdo formada foi extraida com cloroférmio (3 vezes, 20 mL, 20
mL, 15 mL). A fase cloroférmica obtida foi lavada com HCI IN e em seguida com 7 mL de
agua destilada.

O restante do acido presente na fase cloroférmica foi neutralizado com solugdo
aquosa de bicarbonato de sodio 5%. A fragdo cloroformica foi lavada com 10 mL de agua
destilada, séca com Na,SOy anidro e concentrada em evaporador rotativo a pressdo reduzida,

fornecendo 146,0 mg de material acetilado.
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Fluxograma 7.4

Acetilacio do OCCRATO-C(35-41)

OCCRATO-C (35-41)
163,0 mg

1. Ac,O/Py - agitac@o
2. H,0
3. Cloroformio

Solugdo aquosa Solugdo
cloroférmica
desprezada
1. HCI IN
2. H,0
Soluggo Solugio aquosa
cloroférmica
desprezada
1.NaHCO3 5%
2.H,0
Solugao Solugdo aquosa
cloroférmica
desprezada
i Na2304
2. Evaporagdo
OCCRATO-C
(35-41)Ac
146,04m;5
7.6.3.2.2. Isolamento de OCC-AC(1) e OCC-AC(2)

140 mg de OCCRATO-C (35-41)Ac foram adsorvidos em 700 mg de silica gel e

acondicionados em um funil cilindrico de 50 mL sobre 8,0 g de silica gel, sendo a coluna eluida

isocraticamente com hexano:acetato de etila 90:10, fornecendo 33 fracdes de 10 mL, reunidas

de acordo com as semelhancas observadas por CCD.

A fragdio 3 (2,4 mg) denominada OCC-AC(1) apresentou-se como um Oleo

incolor, que apos analise espectrométrica por RMN foi caracterizado a derivado acetilado do

acido copaiferolico (ver determinacgéo estrutural, pagina 106).
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A fragdo 15-17 (2,0 mg) denominada OCC-AC(2), apresentou-se como um dleo
incolor, cuja identificacdo foi efetuada a partir da analise espectrométrica por RMN, sendo
relacionada ao 4cido copaiferdlico que ndo sofreu reagdo de acetilagio (ver determinac@o

estrutural, pagina 114).

7.6.3.3. Tratamento cromatografico da fracio OCA-ResC

Uma aliquota de 30,4 g de OCA-ResC foi adsorvida em 111,5 g de silica gel e
acondicionada em um funil cilindrico de 1000 mL sobre 60,4 g de silica gel, eluindo-se
inicialmente com hexano, seguido de cloroférmio, acetato de etila e metanol. Foram obtidas
quatro fragdes denominadas OCA-ResC-H (14,0 g; 46,0 %), OCA-ResC-C (8,2 g; 27,0 %),
OCA-ResC-A (3,5 g; 11,5 %) e OCA-ResC-M (0,2 g; 0,8 %).

7.6.3.3.1. Metilacido da fracio OCA-ResC-C

Uma aliquota de 7,0 g da fragdo OCA-ResC-C foi dissolvida em 20 mL de éter
etilico e acondicionada em um baldo de 250 mL. Este baldo foi adaptado ao sistema de
destilacdo, proprio para a metilagio com diazometano obtido “in sifu” a partir da hidrolise
alcalina do diazald (N-metil, N-nitroso- p-Toluenosulfonamida). O baldo foi mantido sob
refrigeragio em banho de gelo (33 g de NaCl e 100 g de gelo).

A solugiio aquosa de hidroxido de potassio 50 % (25 mL), foi acondicionada em

um balio de 500 mL e aquecida através de manta aquecedora até a temperatura de 65°C.
Adicionou-se gota & gota & solugao alcaling, o diazald (100 ¢) dissolvido em &ter (90 k).

A mistura diazometano e éter etilico (solugio amarelada) foi destilada diretamente
ao baldo contendo o substrato por um periodo de 30 minutos. O baldo contendo a solugdo
etérea do substrato e do diazometano foi mantido em repouso a temperatura ambiente por 24
horas, sendo a reagdo de metilacdo acompanhada por CCD. Apos este periodo, a mistura

reacional foi concentrada em evaporador rotativo & pressdo reduzida, fornecendo 7.2 g de
> >

material metilado, denominado OCA-ResC-C/Met.

7.6.3.3.2. Tratamento cromatogrifico do OCA-ResC-C/Met
Uma aliquota de 6,7 g de OCA-ResC-C/Met foi adsorvida em 10,5 g de silica gel e

acondicionada em um funil cilindrico de 1.000 mL sobre 60 g de silica gel.
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A eluicdo foi iniciada com hexano PA, seguido de misturas binarias de
hexano:cloroférmio em ordem crescente de polaridade, cloroformio, acetato de etila e metanol,
fornecendo 51 fragdes de 50 mL (Tabela 7.5).

As fracOes, apoOs serem analisadas por CCD, foram reunidas de acordo com suas

semelhancas.
Tabela 7.5
Fracoes resultantes do tratamento
__cromatogrifico do OCA-ResC-C/Met _
~ Eluentes Fracoes/50 mL
1as
Hexano:cloroférmio 90:10 6a20
Hexano:cloroformio 85:15 21a30
Hexano:cloroformio 80:20 31a35
Hexano:cloroformio 75:25 36239
Cloroférmio 40 a 45
Acetato de etila 46 a 48
Metanol 49 a 51
7.6.3.3.3. Isolamento dd OCR-Me(1)

A fracdo OCA-ResC-C/Met (2-7), 524,9 mg, foi recristalizada com hexano,
fornecendo 91,8 mg de um sélido branco, denominado OCR-Me(1), que apo6s analise

espectrométrica por RMN 'H, C-BB e DEPT (135) pode ser associado ao caur-16-en-19-

oato de metila (Fluxograma 7.5).



Estudo Quimico-Farmacoldgico de Copaifera langsdorffii Desf 218

Fluxograma 7.5

Tratamento cromatografico do OCA-ResC-C/Met

OCA-ResC-C/Met

128
Coluna
Cromatografica
2-7 8-40 41-48
524 9m 3,3§ 23g
Recristalizagio Coluna
¢/ hexano Coluna Cromatografica
Cromatografica
OCR-Me(1) 50-54
91,8 mg; 1,2% 514,7mg
OCR-Me(2) Coluna i
58,0 mg; 0,8% Cromangraﬁca
21-24 OCR-Me(3)
52,2mg 14,8 mg; 0,05%
Coluna
Cromatografica
7-8
40mg
Coluna
Cromatografica
OCR-Me(4)
3 mg; 0,04%
7.6.3.3.4. Isolamento do OCR-Me(2)

A fragdo majoritaria OCA-ResC-C/Met (8-40), 3,3 g, foi cromatografada
sucessivamente em silica gel e eluida com misturas binarias de solventes hexano e acetato de
etila em ordem crescente de polaridade, fornecendo 58 mg de um o6leo amarelo-palido
(hexano:acetato de etila 90:10) denominado OCR-Me(2), que apos analise espectrométrica por

RMN 'H, “C-BB e DEPT (135) foi relacionado ao polialtato de metila (Fluxograma 7.5).
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7.6.3.3.5. Isolamento do OCR-Me(3)

Os 2,3 g da fracdo OCA-ResC-C/Met (41-48) foram adsorvidos em 4,0 g de silica
gel e acondicionados em funil cilindrico de 250 mL sobre 50 g de silica gel. A elui¢do foi
iniciada com hexano, seguido de misturas binarias de hexano:cloroférmio em ordem de
polaridade crescente, acetato de etila e metanol, fornecendo 76 fracdes de 25 mL.

As fragbes foram reunidas de acordo com suas semelhangas, apoés analise por
CCD. As fragdes 50-54 (514,7) e 55-73 (159,5 mg) eluidas com hexano:cloroférmio 95:5 e
hexano:cloroformio 90:10, respectivamente, foram recromatografadas (Fluxograma 7.5).

O tratamento cromatografico da fragdo 50-54 em silica gel acompanhado por
CCD, resultou na obtencgio de duas fracdes, dentre outras, sendo uma pura (fragdo 30) e outra
impura (21-24), cujo tratamento cromatografico encontra-se descrito no item 7.6.3.3.6. A
fracdo 30 (14,8 mg) apresentou-se como um solido branco, p.f. 139,1-141,0 °C, soluvel em
cloroformio, denominado OCR-Me(3), eluido com hexano:acetato de etila 90:10. Anélise
espectrométrica por RMN de OCR-Me(3) mostrou tratar-se do enf-caur-16-en-19-ol (ver

determinacdo estrutural, pagina 120)

7.6.3.3.6. Isolamento de OCR-Me(4)

Analise cromatografica por CCD da fragdo 21-24 obtida no item 7.6.3.3.5. revelou
uma mistura de OCR-Me(3) e um outro composto menos polar.

Cromatografias sucessivas desta fracdo em silica gel (3,0 g) e eluic@o isocratica
com hexano:acetato de etila 95:5, acompanhadas por CCD, forneceu a fragéo 6-9 (3 mg) que
se apresentou como um Oleo amarelo-palido, denominado OCR-Me(4), cuja analise
espectrométrica por RMN permitiu a proposicéo da estrutura do éster dimetilico do acido ent-
agatico para este composto (ver determinagdo estrutural, pagina 130).

O tratamento cromatografico sucessivo de OCA-ResC-C/Met possibilitou o

isolamento de mais 7,2 mg do caur-16-en-19-o0l descrito no item 7.6.3.3.5.
7.6.4. Estudo cromatografico do OCCRATO-3

7.6.4.1. Tratamento cromatografico do OCA-3NA
Uma aliquota de 2,7 g da fragdo neutra de OCCRATO-3 (OCA-3NA, item 7.6.2.,
pagina 209), foi adsorvida em 11,4 g de silica gel e acondicionada em funil cilindrico de 125

mL sobre 4,5 g de silica gel. A eluigdo foi iniciada com éter de petréleo, seguido de
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cloroformio e acetato de etila, obtendo-se as fragdes OCA-3NA-EP, OCA-3NA-C e OCA-
3NA-AE. O Tratamento cromatografico sucessivo da fragdo OCA-3NA-C forneceu as fragGes
impuras 19 (206,6 mg) e 27-29 (29 mg) que foram recromatografadas, permitindo o isolamento de
OC3-N(1) e OC3-N(2), descritos a seguir.

7.6.4.1.1. Isolamento de OC3-N(1)

A fracdo 19 obtida no item anterior foi submetida a cromatografias sucessivas em silica
gel (Fluxograma 7.6, pagina 221), obtendo-se 2,4 mg de um oleo incolor denominado OC3-N(1),
que apos analise espectrométrica por RMN foi identificado como o 6xido de cariofileno (ver

determinacdo estrutural, pagina 135).

7.6.4.1.2. Isolamento de OC3-N(2)

A fragdo 27-29 descrita no item 7.6.4.1 foi fracionada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE).

A eluigdo isocratica com cloroformio e fluxo de 0,7 mL/min, possibilitou a coleta
de 6 fragdes, que foram analisadas por CCD, levando a identificagdo de uma fragdo pura
apresentando-se como um solido branco (3 mg; 7,9%) de p.f 75,9-76,9°C, soltvel em
cloroférmio, homogéneo em CCD, denominado OC3-N(2). Analise espectrométrica por RMN
de OC3-N(2) possibilitou a proposi¢do da estrutura do ruilopeziol para este composto (ver

determinagdo estrutural, pagina 140).
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Fluxograma 7.6
Tratamento cromatografico do OCA-3NA

OCA-3NA-C
1,6 g
59,2%
coluna
cromatografica
OCA-3NA-C/C
13g
coluna
cromatografica
209,6 mg s
coluna CLAE
cromatografica (cloroformio)
10-11 0OC3-N(2)
125,2 mg 2,3 mg
0,08%
coluna
cromatografica
9-10
81,2 mg
coluna
cromatografica
OC3-N(1)
2,4 mg
0,09%
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7.6.5. Estudo cromatografico do OCA-3ResC(AC)

7.6.5.1. Tratamento cromatografico de OCA-3ResC(AC)

A fragdo acida do residuo da hidrodestilagio do OCCRATO-3 (OCA-3ResC(AC);
25,3 g; item 7.6.2., pagina 209), foi adsorvida em 79,6 g de silica gel e acondicionada em funil
cilindrico de 500 mL e eluida inicialmente com hexano, aumentando-se progressivamente a
polaridade da fase movel com misturas binarias dos solventes hexano, cloroférmio, acetato de
etila e metanol.

Foram coletadas 42 fragdes de 100 mL, monitoradas por CCD e reunidas de
acordo com suas semelhangas. As fragdes impuras 1-2 (1,0 g) e 3-4 (1,1 g) foram
recromatografadas permitindo o isolamento de OC3-RAC(1) e OC3-RAC(2) descritos a

seguir.

7.6.5.1.1. Isolamento de OC3-RAC(1)

Tratamentos cromatograficos sucessivos da fragcdo 1-2 (1,0 g) em silica gel,
possibilitou o isolamento de um solido branco amorfo denominado OC3-RAC(1) (28,3 mg,
0,1%), eluido com éter de petréleo, homogéneo em CCD, r.f. 0,79 em hexano, soluvel em
cloroformio, p.f. 70,6-75,7°C, cuja estrutura foi identificada como o diterpeno caur-16-eno

apos analise espectrométrica por RMN (ver determinag@o estrutural, pagina 151).

7.6.5.1.2. Isolamento de OC3-RAC(2) 7

Tratamentos cromatograficos sucessivos da fragdo 3-4 (1,1 g) (Fluxograma 7.7)
em silica gel, utilizando sistemas binarios de solventes hexano e acetato de etila em ordem
crescente de polaridade, possibilitaram o isolamento de 102,6 mg de cristais incolores de p.f.
176,1-176,2°C, soluvel em cloroformio, eluido com hexano: acetato de etila 95%, homogéneo
em CCD (r.f 0,21 em cloroférmio) e [a]} = -81° (CHCls, c=0,06%) foi entdo denominado
OC3-RAC(2). Analise espectrométrica deste composto possibilitou propor que se tratava do
acido caur-16-en-19-6ico (ver determinagdo estrutural, pagina 157).

Uma aliquota de 52 mg de OC3-RaC(2) foi metilada com diazometano obtido pela

hidrolise alcalina do Diazald como descrito no item 7.6.3.3.1, pagina 216, fornecendo um

solido incolor, homogéneo em CCD, p.f 82,6-82,8°C, [a]}';s = -94° (CHCl;, ¢=0,075%),
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denominado OC3-RAC(2)Me, que apds andlise espectrométrica foi identificado como o caur-

16-en-19-oato de metila (ver determinagdo estrutural, pagina 165).

Fluxograma 7.7
Tratamento cromatografico de OCA-3ResC(AC)

OCA-3ResC(AC)

253 g
1-2 3-4
1,0g Llg
coluna coluna
cromatografica cromatografica
0C-3RAC(1) Ll-12
28,3 mg; 0,1% st
coluna
cromatografica
OC-3RAC(2)
102,6 mg; 0,4%

7.6.6. Estudo cromatografico do OCCRATO-4
7.6.6.1. Tratamento cromatografico do OCA-4ResC (AC)

Uma aliquota de 66,0 g da fragdo acida do dleo de copaiba do Crato (OCCRATO-
4), denominada OCA-4ResC (AC), (descrito no item 7.6.2, pagina 209) foi adsorvida em
101,0 g de silica gel e acondicionada em funil cilindrico de 1.000 mL sobre 100 g do mesmo
adsorvente e eluida inicialmente com hexano, seguido de hexano:acetato de etila (1:1), acetato

de etila e metanol. Foram coletadas 4 fragdes como descrito na Tabela 7.7.

Tabela 7.6
ido do tratamento cromato;

endim nto obt

Solvente ‘Sigla tendiment _
" Hexano OCA-4ResC(AC)-H | 34,1 g (51,6%) |
Hexano:Acetato de etila 1:1 | OCA-4ResC(AC)-H:AE | 22,3 g (33,8%)
Acetato de etila OCA-4ResC(AC)-AE | 8,10 g (12,3%)
Metanol OCA-4ResC(AC)-M 1,4 g (2,2 %)




=
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7.6.6.1.1. Isolamento de OC4-RAC(1) e OC4-RAC(2)

Colunas Cromatograficas sucessivas da fracdo OCA-4ResC(AC)-H (34,1g)
(Fluxograma 7.8) em silica gel e eluicdo com misturas binarias dos solventes hexano e acetato
de etila em ordem crescente de polaridade, permitiram a obtengdo de duas fragdes puras,
segundo a analise por CCD, mostrando o isolamento de 1,5 g (4,4%) de OC4-RAC(1) e 3,7 g
(10,8%) de OC4-RAC(2) identificados como os acidos emf-caur-16-en-19-6ico (11) e
polidltico (73), respectivamente, apds analise espectrométrica por RMN (ver determinacdo
estrutural de OC4-RAC(2), pagina 168).

1,0 g de OC4-RAC(2) foi metilado com diazometano obtido in situ da hidrolise
alcalina do Diazald, fornecendo 622 mg de um o6leo amarelo viscoso denominado OC4-

RAC(2)Me que apos analise por RMN foi identificado com o polialtato de metila.

7.6.6.2. Tratamento cromatografico da fracio OCA-4ResC (AC)-AE

A fragdo OCA-4ResC(AC)-AE (8,1 g), foi fracionada em silica gel (100 g) através
de cromatografia liquida em coluna. A eluicdo foi iniciada com hexano, seguido de
hexano:acetato de etila 9:1, hexano:acetato de etila 1:1, acetato de etila e metanol.

Foram coletadas 23 fragdes de 125 mL, monitoradas por CCD e reunidas de
acordo com suas semelhancgas.

As fragdes 1-12 (3,6 g) e 13-15 (2,0 g) denominadas OC4-RAC(3) e OC4-RAC(4)
foram identificadas como &cido polidltico apés analise espectrométrica por RMN 'H, enquanto

que a fragdo 16-17 (2,2 g) foi recromatografada (Fluxograma 7.8).
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Fluxograma 7.8
Estudo cromatografico do OCA-4ResC(AC)

OCA-4ResC(AC)
(66.09)

Cohma
Filtrante

OCA-4ResC(AC)-H |l OCA-4ResC(AC)-HAE || OCA-4ResC(AC)-AR |’ OCA-4ResC(AC)-M

34,1g,51,6% 22.3¢g, 33,8% 8.10g; 12,3% 1,4g,2,2%
Columas Coluna
Cromatograficas Cromatogréfica
OC-4RAC(1) OC-4RAC(2) OC-4RAC(@3)| | OC-4RAC(4) 16-17
1>5g3 474% 3>7g) 10:-8% 3,6% 5,5% Z,Og; 3,0% 2‘2g
Colunas Cromatograficas
Sucessivas Coluna
Cromatografica
17 OC-4RAC(5)
5248 mg 47,7mg; 0,07%

7.6.6.3. Metilacdo com diazometano OC4-RAC(4)

A fragdo OC4-RAC(4) (2,0 g) foi metilada com diazometano, obtendo-se 1,8 g de um
6leo amarelo-escuro denominado OC-4RAC(4)Me (Fluxograma 7.9).

O material metilado obtido foi purificado em coluna cromatografica utilizando-se silica
gel como adsorvente e eluida com hexano. A fragdo 1 (1,2 g) desta coluna, denominada OC4-
RAC(4)Me(1) foi relacionada ao polialtato de metila, segundo analise cromatografica por CCD,

cuja confirmagdo foi efetivada através de analise espectrométrica por RMIN 'H.

7.6.6.4. Epoxidaciao de OC4-RA(4)Me(1)

Uma aliquota de 96,4 mg de OC4-RAC(4)Me(1), foi dissolvida em 6 mL de
cloroféormio e a solugdo obtida, transferida para um baldo de 50 mL.

Ao substrato, adicionou-se gota a gota uma solugdo de 158 mg de acido m-
cloroperbenzéico (m-ACPB) em cloroformio (4 mL), sob agitagdo magnética e banho refrigerante
~ (acetonitrila/N,) a —40°C.
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O desenvolvimento da reagdo foi monitorado por CCD até 1h e 43 min de reagéio. Em
seguida, o sistema foi levado & temperatura ambiente e a mistura reacional lavada com solucédo
saturada de carbonato de sodio.

A fase cloroférmica foi entdo lavada com agua destilada, séca com sulfato de sédio
anidro e concentrada em evaporador rotativo a pressdo reduzida, fornecendo 88,6 mg de material

epoxidado denominado OC4-RAC(4)Me(1)EPOX.

7.6.6.5. Isolamento de OC4-RAC(6)

O produto da epoxidagdo obtido no item anterior OC4-RAC(4)Me(1)EPOX fo1
cromatografado utilizando cromatografia centrifugacional, utilizando Cromatotron modelo 7924-T e
placa de silica Kieselgel 60PF,ss gipshaltig, fluxo de elui¢io de 2,5 mL/min e fluxo de N, 15
mL/min com gradiente de polaridade, obtendo-se 20 fra¢des de 35 mL (Fluxograma 7.9).

Analise por CCD e RMN das fra¢bes obtidas, mostrou que a fragdo 1 (12,7 mg)
tratava-se do polialtato de metila que ndo sofreu reagdo, enquanto que a fracdo 3-5 (7,7 mg),
mostrou tratar-se de uma mistura do epoxido do polialtato de metila e acido m-clorobenzodico. Ja a
fragdo 10 (9,7 mg) que se apresentou como um solido incolor, denominado OC-4RAC(6), foi
identificada como o diterpeno labdano conhecido como o éster metilico do nivenolideo (ver

determinagdo estrutural, pagina 188).
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Fluxograma 7.9
Obtencao do OC-4RAC(6)
OC-4RAC(4)
20g
Metilagao com CH,N,
OC-4RAC(4)Me
18g
Coluna
Cromatografica
OC-4RAC(4)Me(1)
13¢
Aliquota de 96,4 mg
1.m-ACPB/CHCl; (-40°C,1h 43min)
2 Na,(0O4
SOlqui(? b Solug@o cloroférmica
basica
1. Lavagem com agua
2.Na,SO, anidro
3. Evaporacdo
OC-4RAC(4)Me(1)EPOX
88,8 mg
Coluna
Cromatografica
1 3-5 OC-4RAC(6)
12,7 mg 7,7 mg 9,7 mg
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.6.6.6. Isolamento de OC4-RAC(5)

A fracdo 16-17 (2,2 g ) obtida no item 7.6.6.2. foi cromatografada sobre 50 g de
lica gel, fornecendo 50 fragdes de 25 mL eluidas com misturas binarias dos solventes hexano
acetato de etila em ordem crescente de polaridade. As fragdes semelhantes foram reunidas
pos analise por CCD, dentre as quais a fragdo 45 (47,7 mg), que se apresentou como um 6leo
marelo palido, sendo entdo denominada OC-4RA(5).

Analise espectrométrica por RMN de OC-4RA(S), permitiu a proposi¢do da
strutura desta substancia como um diterpeno labdano identificado como o éster metilico do

cido ent-agatico (ver determinago estrutural, pagina 178).

.6.6.7. Tratamento cromatografico de OCA-4ResC(AC)-H:AE

Uma aliquota de 22,0 g de OCA-4ResC(AC)-H:AE foi cromatografada
ucessivamente sobre silica gel e eluida com misturas binarias dos solventes hexano e acetato
e etila, fornecendo a fragcdo 17-20 (524,8 mg), que apos analise espectrométrica por RMN
0de ser relacionada a uma mistura do nivenolideo, onde a descricdo do isolamento do seu
espectivo éster metilico foi citado no item 7.6.6.5 (pagina 226) com o acido polialtico.

Desta forma, foi possivel propor a origem do nivenolideo como sendo um produto

latural e ndo como produto de sintese.

'.7. Estudo dos 6leos essenciais de Copaifera langsdorffii

Um exemplar de Copaifera langsdorffii, coletado na localidade de Barreiro-
srande-Crato-Ceara, foi dividido em cascas do caule, casca dos frutos, frutos completos,
olhas, lenho do caule e lenho da raiz (Fluxograma 7.10). Os oleos essenciais dos Oleos de

sopaiba coletados no Crato foram descritos no item 7.6., pagina 207.

Extracdo dos constituintes volateis por arraste com vapor d’agua das folhas (1.250
3), forneceu 1,0 mL (0,04%) de um Oleo essencial de coloragdo amarelada e odor agradavel

‘Tabela 7.8).

As cascas do caule (650 g), cascas dos frutos (900 g), cascas da raiz (1.020 g),
lenho do caule (700 g), lenho da raiz (865 g) e frutos (330 g) foram submetidas a extragdo por
doseamento (hidrodestilagdo), obtendo-se 0,1 mL (0,003%), 7,5 mL (0,7%), 0,4 mL (0,01%),
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0,4 mL (0,008%), 1,0 mL (0,07%) e 1,0 mL (0,3%) de oleos essenciais, respectivamente

(Tabela 7.8).

Os Oleos essenciais foram transferidos para frascos de vidro e mantidos sob

refrigeragdo e atmosfera inerte.

Analise por CGL-EM dos O6leos essenciais obtidos levou a identificagdo dos

componentes descritos na Tabela 6.2 (pagina 84), cujos espectros de massa encontram-se

descritas nas Figuras 6.11 a 6.54, paginas 86 a 94.

Tabela 7.7

Oleos essenciais de Copaifera lan

gsdorffii

 Parte da planta Sizla Coloracao | Volume (mL) Rendimento (%) Método de
-~ Extracio®

| Casca do caule | OECC | amarela-clara 0,1 0,0003 HD
Casca dos frutos| OECF | verde-clara s 0,7 HD
Casca da Raiz OECR | amarela-clara 0,4 0,01 HD
Folhas OEFOC | amarela-clara 1,0 0,04 AV
Frutos OEFR | amarela-escura 1,0 0,3 HD
Lenho do caule | OELC | amarela-clara 0,4 0,008 HD
Lenho da Raiz | OELR | amarela-clara 1,0 0,07 HD

*As siglas HD e AV, representam Hidrodestilacdo e arraste com vapor d’4dgua, respectivamente.
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Fluxograma 7.10

Extracao dos oleos essenciais da casca do caule, casca dos fruto, casca da raiz, folha,
fruto completo, lenho do caule e lenho da raiz de Copaifera langsdorffii

@Parte da planta triturada

Hidrolato Oleo essencial + 4gua Torta
1. Na2 SO
2. Filtracdo
b - 3
Oleo Essencial
Identificacdo
a b a b
Casca docaule OECC (22 mg) Frutos completos OEFR (1,0 g)
Casca dos frutos OECF (6,3 g) Lenho do caule  OELC (53,3 mg)
Casca da raiz OECR (125 mg) Lenho da raiz OELR (629.1 mg)
Folhas OEFOC (458.6 mg)

7.8. Obtenciio dos extratos das sementes de Copaifera langsdorffii

As sementes maduras de Copaifera langsdorffii (239 g), foram trituradas e em
seguida extraidas a quente com cloroférmio por soxhlet, obtendo-se um 6leo amarelo escuro,
denominado SC-C (18,7 g; 7,85%).

Analise por RMN possibilitou a identificagdo da presenca de cumarina em SC-C,
indicada inicialmente pelo seu odor caracteristico, entretanto o seu baixo teor no extrato,

impossibilitou o isolamento (Fluxograma 7.11).



Capitulo 7 - Parte Experimental 231

7.8.1. Hidrolise alcalina e obtencido dos ésteres metilicos de SC-C

1,0 g do extrato cloroféormico das sementes maduras de copaiba (SC-C), foi
acondicionado em um baldo de 125 mL, juntamente com 603 mg de KOH dissolvidos em 9 mL
de etanol PA. O sistema foi mantido sob refluxo por 4 horas (Fluxograma 7.11).

A mistura reacional, adicionou-se 16 mL de 4gua destilada e extrairam-se duas
vezes com 20 mL de hexano PA. A fase hexanica foi lavada com 10 mL de agua destilada, séca
com Na,SO4 anidro e concentrada em evaporador rotativo, fornecendo 196,5 mg (19,2%) de
um o6leo amarelo claro, denominado SC-C(I).

A fase aquosa basica resultante da extra¢do com hexano foi acidificada com 2,6
mL de acido cloridrico concentrado e em seguida, extraida duas vezes com 20 mL de
cloroféormio.

A frag@o cloroférmica foi lavada com 10 mL de agua destilada, séca com Na;SO,
anidro e concentrada em evaporador rotativo, obtendo-se 758,0 mg (74,1%) de um oleo
amarelo escuro denominado SC-C(AG-C), contendo os acidos graxos das sementes de
Copaifera langsdorffii.

Uma aliquota de 655,0 mg de SC-C(AG-C), foi metilada com diazometano,
obtendo-se um Oleo amarelo-escuro contendo os ésteres metilicos denominado SC-C(EM)
(715,0 mg). Este oleo foi posteriormente enviado a analise por CGL-EM, sendo sua
composicdo determinada a partir de dados obtidos em espectroteca de massa (Resultados

descritos no item 6.4, pagina 95).

7.8.2. Isolamento de SVC-H(1)

469,0 g das sementes verdes de Copaifera langsdorffii foram extraidas com
hexano a frio, obtendo-se 11,0 g (2,3%) de uma mistura de 6leo amarelo-escuro e sélido
branco, denominado SVC-H.

Ap0s recristalizagdo com hexano obteve-se 1,9 g (17%) de um soélido incolor,
denominado SVC-H(1), cujos dados espectrométricos possibilitaram a identificagdo deste

composto como sendo a cumarina (ver determinagéo estrutural, pagina 195).
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Fluxograma 7.11

Obtencao do extrato cloroférmico e hidrélise alcalina de SC-C

SC-C
Aliquota: 1,0 g
1. KOH
2. Refluxo
3. 10
4. Hexano

Solugdo aquosa Solugdo Hexanica
alcalina

1. Lavagem com H2 O
2. Na2SO4 amdro
3. Evaporacgio

SC-C ()

Solucdo 196,5 mg
cloroformica

1. HCI concentrado
2. Clorofoérmio

Solucdo aquosa

Desprezada
1. Lavagem com H> O
2. Na2SO4 anidro

3. Evaporacéo

SC-C(AG-C)
758 mg

Aliquota: 655,0 mg

Metilagao
com CH2 N2

SC-C(EM)
715,0 mg
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Capitulo

onclusoes

Copaifera langsdorffii Desf. Fotografo:
Prof. Edilberto R. Silveira (Agosto de 2.001).
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8. Conclusoes

Conforme a proposta inicial para este trabalho, iniciou-se o estudo quimico-
farmacologico da copaiba a partir de um espécime identificado botanicamente como Copaifera
langsdorffii Desf.

Os oleos essenciais obtidos das diversas partes de C. langsdorffii foram analisados
por CG-EM permitindo a identificacdo de um total de quarenta e quatro constituintes, sendo
quarenta sesquiterpenos e dois diterpenos.

O estudo do dleo fixo das sementes de Copaifera langsdorffii permitiu a identificagdo
de onze acidos graxos a partir dos espectros de massa dos seus respectivos ésteres metilicos: 4c.
caprilico (1,9 %), ac caprico (1,8 %), ac. palmitico (20,2 %), ac. linoleico (2,6 %), ac. oleico (33,1
%), ac. estearico (7,0 %), ac. gondico (1,7 %), ac. araquidico (2,7 %), ac. beénico (3,6 %), ac.
lignocérico (5,7 %) e ac. cerdtico (1,5 %). A cumarina (1,9 g, 17 %) foi isolada a partir do extrato
hexanico das sementes verdes de Copaifera langsdorffii.

Quatorze constituintes quimicos ndo volateis foram isolados e identificados a partir
do dleo de copaiba. Todos pertencentes a classe dos terpenos, sendo dez destes obtidos como
Produtos Naturais e quatro como produtos de derivatizagdo. Dos compostos isolados, seis foram
identificados como diterpenos ent-cauranicos: cinco como produtos naturais: ent-caur-16-eno, ent-
caur-16-en-19-ol, ent-caur-16-en-19-al, acido ent-caur-16-en-19-6ico e 19-nor-caur-16-en-4a-ol
(ruilopeziol); e um obtido como derivado: emi-caurenoato de metila. Sete diterpenos ent-
labdénicos foram isolados: trés como produtos naturais: 18-hidroxi-ent-labda-8(17),13(E)-dieno-
15-0ato de metila (ent-copaiferolato de metila), acido polidltico e acido emt-labda-8(17),13(E)-
dien-15-metoxicarbonil-18-6ico (ent-4-epi-agatato de metila); e quatro como produtos de reagdes:
18-acetoxi-ent-labda-8(17),13(E)-dieno-15-0ato de metila (18-acetil-ent-copaiferolato de metila),
ent-labda-8(17),13(E)-dien-15,18-0ato de dimetila, polialtato de metila e éster metilico do
nivenolideo. Também foi isolado um sesquiterpeno oxigenado: 6xido de cariofileno .

Dos quatorze compostos aqui identificados, somente trés ja haviam sido citados para
C. langsdorffii: acido ent-caur-16-en-19-6ico, acido polidltico e oxido de cariofileno. Os
diterpenos labdanicos: acido ent-4-epi-agatico e acido copaiferdlico citados na literatura para
Copaifera sp e C. multijuga, respectivamente, foram isolados de C. langsdorffii em estudo, mas
como ésteres metilicos naturais a partir do 6leo de copaiba.

Os ensaios de atividades farmacolégicas foram realizados no Departamento de
Farmacologia e Fisiologia (UFC) a partir do 6leo de copaiba e 6leos essenciais da casca do fruto
C. langsdorffii. O fato deste trabalho ser efetuado utilizando-se uma espécie identificada

botanicamente é de vital importdncia na associagdo da composicdo quimica com a atividade
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farmacoldgica, 0 que normalmente no ocorre na maioria dos estudos da copaiba, cuja origem
botanica ndo é citada.

Ensaios de atividades farmacologica efetuados no Departamento de Fisiologia e
Farmacologia — UFC mostraram que o 6leo de copaiba de Copaifera langsdorffii Desf em estudo
apresentou atividades: antiinflamatoria, antinociceptiva, antiulcerogénica e cicatrizante. O oleo
essencial da casca do fruto apresentou atividades antiinflamatoria e antinociceptiva.

Dezenove amostras de diversas marcas de 6leos de copaiba comerciais adquiridas em
farmacias e drogarias de Fortaleza-CE e Belém-PA foram avaliadas espectrometricamente por
RMN, resultando na classifica¢do dos dleos de copaiba de acordo com a presenga ou auséncia do
B-cariofileno, P-bisaboleno e de diterpenos furdanicos. Das amostras analisadas, quatro nfo
puderam ser relacionadas com éleos de copaiba, permitindo a afirmagio de que se tratam de 6leos
adulterados.

Este é o primeiro relato sobre a identificacdo por CG-EM de 6leos essenciais para o
género Copaifera, exceto para o 6leo de copaiba, ja que uma citag@o foi encontrada na literatura
para o 6leo essencial de Copaifera sp [Craveiro, 1981].

Somente uma citagdo na literatura foi encontrada para os acidos graxos do género
Copaifera e refere-se a Copaifera sp. Desta forma o presente trabalho € o primeiro da espécie C.
langsdorffii.

Embora este trabalho mostre um grande numero de citagdes bibliograficas com
respeito ao estudo da copaiba, nota-se que a maioria das citagdes refere-se ao 6leo de copaiba sem
identificagdo botéanica, ou ainda ao dleo de copaiba comercial, que é geralmente uma mistura de
6leos de copaiba de varias espécies diferentes. Assim o estudo quimico-farmacolégico da copaiba
que teve inicio com este trabalho, sera o primeiro passo para a continuidade do processo de busca,

ja que ainda existe muito a ser explorado.
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