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Resumo

Os triterpenos pentaciclicos pertencem ao grupo dos terpenos e, devido as suas diversas
atividades farmacoldgicas, relacionadas com os seus efeitos hepatoprotetores, anti-oxidante,

anti-inflamatorio e antitumoral, tém sido alvo de um grande interesse cientifico.

Contudo, os resultados apresentados na avaliagdo biologica de alguns dos triterpenos
pentacilcios isolados a partir de produtos naturais, como ¢ o caso do acido oleandlico e
ursolico, t€ém demonstrado algumas limitagdes do seu potencial terapéutico. Sendo assim,
paralelamente a esta linha de investigacdo tem existido um crescente interesse, como se pode
verificar no volume dos trabalhos recentes, na semi-sintese de derivados, particularmente do
acido oleandlico e ursolico, que tenham um incremento significativo no seu potencial

bioldgico.

Desta forma, a elucidagdo estrutural deste tipo de compostos, principalmente pela utilizagao
da espetrometria de massa e ressonancia magnética nuclear devido a valiosa e facil
informagdo que fornecem sobre a estrutura, tem tido um importante papel na atualidade

cientifica.

Neste trabalho pretende-se fazer uma andlise estrutural, pela caraterizagdo através da
espetrometria de massa e espetroscopia de ressonancia magnética nuclear, de dezasseis novos

derivados semi-sintéticos dos acidos oleanolico e ursolico.

Palavras Chave:
Espetrometria de massa; Ressonancia magnética nuclear; Triterpenoides pentaciclicos; Acido

Oleanodlico; Acido Ursolico; Derivados semi-sintéticos.
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Abstract

Pentacyclic triterpenes belong to the group of terpenes and have been the subject of a large
scientific interest because their various pharmacological activities such as: hepatoprotective,

anti-oxidant, anti-inflammatory and antitumor.

However, the results presented in biological evaluation of some pentacyclic triterpenes
isolated from natural products, such as oleanolic and ursolic acids, have shown some
limitations of their therapeutic potential. Therefore, in parallel to this line of research has been

a growing interest in the semisynthetic derivatives.

The structural elucidation of such compounds has played an importante role, especially the
use of mass spectrometry and nuclear magnetic resonance because their valuable and easy

information.

In this work we intend to make a structural analysis using mass spectrometry and nuclear
magnetic resonance spectroscopy of sixteen new semisynthetic derivatives of oleanolic and

ursolic acids.

Keywords:
Mass spectrometry; nuclear magnetic resonance; pentacyclic triterpenoids, oleanolic acid,

ursolic acid; semisynthetic derivatives.
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CAPiTULo 1



Introducgdo

L)



Introducgdo

1.1. Terpenos e terpenoides

Os terpenos, estruturalmente constituidos por unidades de isopreno (CsHsg), sdo uma familia
de compostos organicos, de estrutura muito diversa, tendo sido ja identificados cerca de

30000 compostos.'

Biossintetizados por seres procaridticos e eucaridticos, possuem uma ocorréncia generalizada
na Natureza, sendo que a maioria dos terpenos bioativos tém sido encontrados em plantas
superiores.”* A sua aplicabilidade, a nivel comercial, distribui-se por areas diversas como

r 14 : r 5
corantes, perfumes, colas, ceras, polimeros, agroquimicos e farmacos.

O inicio do seu estudo teve como ponto de partida a analise do 6leo de terebintina, dai a
designacdo de terpenos dada a estes compostos, em 1818, por Jacques Julien Houtou de La
Billardiére, tendo verificado que os compostos isolados, deste 6leo, possuiam uma razdo de
cinco atomos de carbono para oito de hidrogénio. Cerca de vinte e seis anos depois, em 1833,

Jean-Baptiste Dumas determinou a formula molecular da canfora, C1oH;0.>’

Otto Wallach, laureado em 1910 com o Prémio Nobel da Quimica pelos seus trabalhos com
compostos aciclicos, nomeadamente terpenos, observou que a maioria dos constituintes dos
6leos essenciais tinham 5n atomos de carbono, cujo valor de n era, maioritariamente, 2 ¢ 3,
mas que também podia ser 4, 5, 6 ¢ 8"’ estabelecendo a regra que, posteriormente, ficou
conhecida como “regra do isopreno”, que foi enunciada, em 1953, por Leopold Ruzicka
(prémio Nobel da Quimica em 1939), no seu trabalho “Biogenetic Isoprene Rule”.*'’Assim, a
classificagdo dos terpenos passou a ser feita, de acordo com o seu niimero de carbonos, em
hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20),
sesterterpenos  (C25), triterpenos (C30), tetraterpenos ou carotenoides (C40) e
politerpenos(Csy)."!

Apesar da unidade basica dos terpenos ser o isopreno (CsHg), estudos de biossintese
demonstraram que este ndo ¢ o precursor destes compostos, mas sim o acido mevaldnico
(MVA, do inglés, mevalonic acid) ou mevalonato, originado através da unido de unidades de

acetil-CoA — via Mevalonato'*"* (Figural.l).

[
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o) \ A o o ‘e,
«1
)}\ AtoB M HSCoA
SCoA SCoA /Y/h
. . (e
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l Idi
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OPO(OH)OP(OH),0
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/,//O
I

Co, ATP
A PM
A7p ADP

OPO(OH)OP(OH),0

Mevalonato-5-difosfato

Figura 1.1: Via Mevalonato (MVA) para a biossintese de pirofosfato de isopentenilo (IPP) e
pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP) (esquema adaptado de Goto ef al., 2010). AToB: acetil-

CoA-C-acetiltransferase; HMGS:hidroximetilglutaril-CoAsintase;
HMGR:hidroximetilglutaril-CoAredutase; MK:mevalonatocinase; PMK:
fosfomevalonatocinase; MPD: mevalonatopirofosfatodescarboxilase; Idi:

isopentenilpirofosfato isomerase.

, ~ . y . . . 12.15
No entanto, apds estudos por marcacdo isotopica, realizados por Michel Rohmer =~ e

colaboradores, em 1993, verificou-se a existéncia de uma via alternativa para a biossintese de

12,13,16 12,13

terpenos, identificada em bactérias e plantas, independente do 4cido mevaldnico,
cujo completo processo ficou estabelecido em 2003 e que se designou por via 2-C-metil-D-
eritriol-4-fosfato (MEP), em que unidades de piruvato e gliceraldeido-3-fosfato sdo os

precursores.17 (Figura 1.2).

4



Introducgdo

OH
OP(OH),0

OHC
Gliceraldeido-3-fosfato (0] OH

\
(e}
OH
1-dioxi-D-xilulose-5-fosfato
CO,H

Acido Piravico

OH

ool 0
)}\A "o o
OPO(OH)OP(OH),0 N
PP )\ P NH,

\\I\di OH o N

)\AOPO(OH)OP(OH)ZO

IspF

5-1 DMAPP CMP
o O
\\P/
~
O/ o o
s =
OPO(OH)OP(OH),0 <*-—7— B =
IspG (@]

OH
HO

g%’,
O -

1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-difosfato
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Figura 1.2: Biossintese de pirofosfato de isopentenilo (IPP) e pirofosfato de dimetilalilo
(DMAPP) via 2-C-D-eritriol-4-fosfato (MEP) (esquema adaptado de Goto et al., 2010). Dxs:
1-deoxi-d-xilulose-5-fosfato sintetase; IspD: 4-difosfocitidil-2-C-metil-d-eritritol sintetase;
IspE:  4-difosfocitidil-2-C-metil-d-eritritol ~ cinase;  IspF:  2-C-metil-d-eritritol-2,4-
ciclodifosfato sintetase; IspG: 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-difosfato sintetase;Idi:
isopentenil pirofosfato isomerase.
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Enquanto os mamiferos e algumas leveduras possuem apenas o processo biossintético de

terpenos através da via do MV A, as bactérias e plantas possuem as duas vias (MVA e MEP)
(Figura 1.3)."

N N

0 OH 0
Mamiferos e
Levedurus )kscm OHC OR R )A;Cooaﬂ
o . 7 C
Acetil-Cols Gliceraldeido-3-fosfato Pirtvico
L - '
OH
OH =
~“ HO .
HOLC \A\ oH - OROH)Z0
Acido Mevalénico 2e
2-C-raetil-D-entnol-4-fosfato

QMVAH Lll Via MEP
; / B2l ; l /
H “OPO(OH)OP(OHRO )“/l\o PO(OH)OP(OH),0—,> Hemiterpenos (Cs)

4 IPP \r DMAFP

=" S0PO(OH)OP(OH),0 C——> Monoterpenos (Cyq)

% ,..---"».:,p O(OH)OP(OH)Z0 $q ui!elpems (CB)
[

——)> Triterpenos (C;p)

escqualeno

A0 ___,~-<-‘|:|F'|:|(|:lH)I:IF‘(I:IH)JI:I :> Dmm’ (cz 0)
lGGPP

GGFP

——> Tetraterpenos (Cq)

Figura 1.3: Biossintese dos terpenos via MVA e MEP (esquema adaptado de Goto et al.,
2010).
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Todavia, independentemente da via utilizada, os produtos finais sdo os mesmos, pirofosfato
de isopentenilo (IPP) e pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP), os dois percursores imediatos

dos terpenos, com cinco atomos de carbono (C5).

A 1’-4 adigdo sucessiva de unidades de IPP e de DMAPP, na maioria das situagdes através da
condensagdo “cabeca-cauda”, origina as moléculas precursoras dos vérios tipos de terpenos
existentes na Natureza: pirofosfato de geranilo (GPP), pirofosfato de farnesilo (FPP),

pirofosfato de geranilgeranilo (GGPP), esqualeno e o fitoeno. '>'*

A conformagdo adotada pela cadeia isoprendide ¢ que vai determinar a forma final do
esqueleto de carbono de cada terpeno, sendo que a sua maioria apresenta forma ciclica com

. . L, q. 2 . g ~ .
estruturas mono-, bi-, tri-, tetra- e penta-ciclicas,” obtidas por ciclizagdes sucessivas.

Frequentemente utilizados, de forma impropria, para descrever o mesmo composto, os termos
terpeno e terpendide possuem uma diferenciagcdo que ¢ importante evidenciar. Enquanto que o
primeiro ¢ um termo coletivo indicado para descrever terpenos naturais, terpendide inclui,

. ~ . . e . 221
igualmente, os produtos de degradacdo natural, bem como derivados naturais e sintéticos.”

1.2. Triterpendides pentaciclicos — Estrutura e bioatividade

Os triterpenos, de formula molecular CsoHas, cujas principais fontes naturais sdo os balsamos
e as resinas,”" pertencem ao grupo, biologicamente relevante, dos terpenos, podendo
apresentar esqueleto de carbono aciclico ou conter estruturas mono-, bi-, tri-, tetra- e penta-

ciclicas.>?*%

O esqualeno (Figura 1.4), considerando a complexidade do seu esqueleto de carbono, ¢ o mais

simples triterpeno.

Figura 1.4: Estrutura molecular do esqualeno.

AN
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Isolado, pela primeira vez, a partir de 6leo de figado de peixe, pode ser encontrado em 6leos

24,25

vegetais e gorduras de mamiferos. E um precursor do grupo dos triterpenos policiclicos

pois, devido as suas ligagdes insaturadas, possui reatividade e termolabilidade.”

Constituido por duas unidades de pirofosfato de farnesilo (FPP), condensadas segundo um
mecanismo “cabeg¢a-cabega”, diferente do mecanismo dos terpenos mais simples “cabe¢a-
cauda”® a sua ciclizagdio ¢ promovida, maioritariamente, por agentes oxidativos que
conduzem a formagdo seletiva de um epoxido na posi¢ao 2, dando origem ao 2,3-6xido de
esqualeno. A ciclizacdo ¢ iniciada com a abertura do epoxido e, dependendo da conformagdo
da sua estrutura (em cadeira ou barco), a superficie da enzima, a biossintese de diferentes

i . , 1 , 22,23
nucleos dos triterpenos ciclicos ¢ desencadeada ~

(Figura 1.5). Existem, todavia, situagoes,
apesar de em nimero muito reduzido, em que a ciclizagdo ocorre por via ndo oxidativa

(Figura 1.5).%

thhza;ao Triterpenos

nao 0xtdanv

NADPI1 ¥ .
NADP
A
esqualeno
AN Clcltza;ao
l)xtdattva
FPP
2,3-6xido de esqualeno
3-hidroxitriterpenos
/ Conformacao \
cadeira-cadeira-cadeira-barco cadeira-barco-cadeira-barco
A-B-C-D A-B-C-D
carbocatido carbocatido
prostano j damarano X
Esteréides Ti rtterpe.nns Ti rtter[zetgos
tetraciclicos pentaciclicos

Figura 1.5: Biossintese de triterpenos através de ciclizagdo oxidativa e ndo-oxidativa.
8



Introducgdo

Na perspetiva da sua atividade bioldgica, presume-se que as estruturas triterpénicas mais
importantes sdo aquelas que possuem os esqueletos de carbono do damarano e eufano

. ;1. . 71 1
(triterpenos tetraciclicos) e do oleanano, ursano e lupano (triterpenos pentaciclicos)

(Figura 1.6).

\\\\\\

2

damarano eufano

oleanano ursano

Figura 1.6: Estruturas moleculares do damarano e eufano (triterpenos tetraciclicos) e do
oleanano, ursano e lupano (triterpenos pentaciclicos).

As propriedades farmacolédgicas dos triterpendides sao muito diversas, pois podem apresentar
efeitos anti-inflamatorios, hepatoprotetores, analgésicos, antibidticos, antimicoticos,
imunomoduladores, virostaticos e tonicos. Todavia, a toxicidade devido as suas propriedades
hemoliticas e citostaticas conduziu a que, paralelamente a extragdo e isolamento a partir de
produtos naturais exista, atualmente, um nimero significativo de trabalhos na semi-sintese de

. .. . .o o, . 1
novos derivados que apresentem menor toxicidade e maior atividade biologica.

Os triterpenos pentaciclicos, estruturas com trinta &tomos de carbono e cinco anéis, (Figura
1.7) podem ser divididos em trés grandes grupos: oleananos (f-amirin), ursanos (a-amirin) e
lupanos. Os dois primeiros (oleananos e ursanos) apresentam cinco anéis hexagonais, com
uma estereoquimica dos anéis D/E cis, diferenciando-se, entre si, apenas, na posi¢ao dos seus
grupos metilo: nos oleananos situam-se os dois em C-20, enquanto nos ursanos um metilo
encontra-se, também, em C-20 mas o outro estd em C-19. Os lupanos, por outro lado,

;. ye ’ . 7 27
possuem uma estereoquimica trans dos anéis D/E, além de que o quinto anel é pentagonal.

9
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oleanano

ursano

Estrutura comum

Estruturas carateristicas
de cada um dos grupos

Figura 1.7: Estruturas basicas dos trés grandes grupos de triterpenos pentaciclicos.

1.2.1. Triterpenoides pentaciclicos do tipo oleanano

O acido oleanolico (4cido 3-B-hidroxi-olea-12-en-28-6ico) — Figura 1.8 - é um triterpeno

pentaciclico que pode ser encontrado na natureza, quer na forma de 4cido livre ou combinada,

como genina precursora de saponinas triterpenoides, numa enorme diversidade de alimentos e
28-31

plantas, algumas com propriedades medicinais conhecidas.

Figura 1.8: Estrutura quimica do 4cido oleandlico.
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A sua detecgdo e elucidagdo estrutural pode ser feita por diversas técnicas analiticas, sendo a

cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC/MS) a mais utilizada.”®**>°

O 4cido oleanolico possui diversas atividades farmacoldgicas, sendo a hepatoprotetora uma
delas. Diversos estudos demonstraram que este triterpeno pentaciclico, para além de ter
apresentado um bom efeito no figado, aquando da lesdo hepatica aguda induzida,
quimicamente; também revelou uma elevada eficdcia na fibrose e cirrose causada por doencas

cronicas.?® 313738

. . . 39 , .. , . ’ . ’
O seu potencial antioxidante™ ¢ outra das atividades farmacoldgicas que lhe ¢ atribuida, uma
vez que o acido oleanolico ¢ um captor de radicais livres devido, entre outros fatores, a sua

. ;e . g . 2831
capacidade sequestradora de espécies reativas de oxigénio.”

A atividade antitumoral ¢ outro dos seus potenciais que fazem deste triterpeno pentaciclico
40 . . . .

um alvo de estudo,” uma vez que possui capacidade de induzir a apoptose e modelar o

ambiente do tumor aliando estas carateristicas ao seu poder anti-inflamatdrio, ja que a

inflamagdo possui um importante papel no desenvolvimento e progressio do cancro.”**!

Devido a sua atividade farmacoldgica, facilidade na sua aquisicdo e baixos custos de

produgdo, o acido oleandlico ¢ considerado, atualmente, como uma 6tima molécula que
. . ., . 28 .

constitua um ponto de partida na semi-sintese de novos derivados,” para os quais, alguns dos

trabalhos ja apresentados, demonstram um aumento, significativo, no potencial terapéutico.*"
47

1.2.2. Triterpenos pentaciclicos do tipo ursano

O 4cido ursolico (acido 3-B-hidroxi-urs-12-en-28-6ico) (Figura 1.9), isémero do acido

oleandlico, esta presente na natureza em vegetais, frutas e plantas.’'’
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Figura 1.9: Estrutura quimica do 4cido ursolico.

Este triterpeno pentaciclico possui atividades farmacologicas distintas e algumas delas

semelhantes as apresentadas pelo seu isomero, o acido oleanolico. O seu potencial anti-
. .. ;. . . . . 50 .

oxidante,”  anti-inflamatério,”  antimicrobiano, antidepressivo, e, especialmente,

antitumoral,”’ tem sido estudado nos altimos tempos.

Os resultados apresentados tém vindo a refletir a importancia de, tal como acontece com o seu
isomero, o acido oleanodlico, se proceder a sintese de derivados semi-sintéticos do acido
ursolico, de forma a maximizar o seu potencial bioldgico, o que tem sido conseguido, tal

52-55
como se constata em alguns trabalhos recentes.
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1.3. Objetivos gerais do trabalho

Os 4cidos oleanolico e ursdlico pertencem ao grupo dos triterpendides pentaciclicos e, apesar
de apresentarem propriedades farmacologicas diversas, o seu potencial terapéutico ¢ reduzido.
Contudo, estudos de relacdo estrutura-atividade tém demonstrado que determinadas
modifica¢des no seu nucleo podem conduzir a derivados semi-sintéticos com um incremento

significativo na sua atividade.

A espetrometria de massa e a espetroscopia de ressonincia magnética nuclear, devido a
valiosa e facil informag¢do que fornecem sobre a estrutura, sdo duas das técnicas mais
utilizadas, atualmente, para a elucida¢do estrutural de novos derivados semi-sintéticos dos

acidos oleandlico e ursoélico.

No presente trabalho pretende-se analisar dezasseis novos derivados semi-sintéticos dos
acidos oleanodlico e ursolico, por espetrometria de massa e espetroscopia de ressonancia

magnética nuclear.

O trabalho terd inicio com a andlise por espetrometria de massa fandem, através da utilizacao
de um espetrometro de massa com ionizagdo a pressdo atmosférica por electrospray, onde se
pretende, através de varios ciclos de fragmentacdo (MSn) e por comparagdo dos resultados
obtidos com os percursores (4acidos oleandlico e ursolico), encontrar um perfil de
fragmentacdo dos novos derivados que nos permita, no futuro, uma répida identificagdo de
novos compostos. Os resultados obtidos irdo, depois, ser comparados com a andlise dos

mesmos derivados mas, desta vez, por MS de 1? ordem e ionizagdo por impacto eletronico.

De seguida, ir-se-a4 proceder a caraterizagdo estrutural dos mesmos derivados através de

espetroscopia de ressondncia magnética nuclear ('H, °C e DEPT-135).

Por fim, proceder-se-4 a comparacao das duas técnicas que foram utilizadas para a elucidagdo
estrutural dos novos derivados, com o intuito de determinar qual a informacao que, cada uma
delas, nos fornece individualmente e de que forma os dados obtidos podem ser

complementares.
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2.1. A importancia da elucidacdo estrutural na semi-sintese de novos

triterpenodides pentaciclicos

A compreensdo da quimica dos processos bioldgicos, a luz dos conceitos atuais, tem
permitido identificar novos alvos para agentes terapéuticos, através de um paralelo esfor¢co no
isolamento de compostos naturais, elucidagdo estrutural, obtengdo de compostos de sintese
e/ou semi-sintese, recurso a metodologias de screening de bioatividades' e de avaliagdo da
relacdo estrutura/atividade (SAR). Na maioria das situacdes, o desenvolvimento de novas
ferramentas analiticas e/ou o melhoramento das ja existentes foi fundamental na eficaz

identificagdo do alvo e na abordagem dos seus agentes terapéuticos.'

Os 4cidos oleanodlico e wursolico, apesar de possuirem propriedades farmacoldgicas
antitumurais, apresentam um potencial terapéutico reduzido. No entanto, estudos de relagdo
estrutura-atividade tém demonstrado que modificagdes em determinadas zonas dos nucleos
destes compostos podem conduzir a novos derivados significativamente mais ativos
(Figura 2.1).

Ry

29

R,=H, R,=CH3, tipo oleanano
R,=CH3;, R,=H, tipo ursano

Figura 2.1: Principais locais que conferem bioatividade aos derivados triterpendides
pentaciclicos do tipo oleanano e ursano (figura adaptada de Sun et al., 2006).



Anadlise estrutural de novos derivados semi-sintéticos dos dcidos oleandlico e ursolico

Normalmente, a ocorréncia de funcionalidades enona no anel A conduz a um aumento,
significativo, da atividade antitumoral, verificando-se 0 mesmo com a presenca de grupos
carboxilo e metoxicarbonilo na posi¢io C-2.* A substitui¢io do grupo carboxilico em C-17
também pode conduzir a uma alteragdao do seu potencial terapéutico, da mesma forma que, a

introdugdo de uma insaturagdo em C-12 e/ou uma fungio cetona em C-11 no anel C.2

A utilizacdo de anéis heterociclicos, como substituintes em derivados triterpenoides
pentaciclicos, com esqueleto lupano, também tem sido testada quanto a sua relacdo estrutura-
atividade. Trabalhos realizados revelaram um incremento na atividade antiproliferativa destes
novos compostos.”” Com o intuito de verificar se esta situagio s6 se observava em niicleos
lupano ou também em esqueletos oleanano e ursano, novos derivados semi-sintéticos foram

3,8
preparados.™

A espetrometria de massa e a espetroscopia de ressonancia magnética nuclear surgem entao,

, . . . ~ . 9
como duas técnicas valiosas na elucidagao estrutural destes novos derivados.

Neste trabalho, procedeu-se a caracterizacao, por espetrometria de massa e espetroscopia de
ressonancia magnética nuclear, de dezasseis desses novos derivados, trés (2-4) semi-
sintetizados a partir do acido oleandlico (1)* (Figura 2.2) e os restantes treze (6-18) derivados

do acido ursélico (5) (Figura 2.3).>*

Semi-

sintese

Figura 2.2: Trés novos derivados semi-sintéticos do acido oleandlico (preparados por Leal,
2012).
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i

Figura 2.3: Novos derivados semi-sintéticos do 4cido ursélico (obtidos por Leal, 2012).
25
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2.2. Espetrometria de massa de derivados semi-sintéticos dos acidos

oleandlico e ursodlico

2.2.1. Espetrometria de massa — principios e instrumentagio

A espetrometria de massa, cujo aparecimento se deveu aos trabalhos do fisico britanico J. J.
Thompson quando, em 1898, descobriu o eletrdo, ¢ uma metodologia analitica que requer
uma minima preparacdo da amostra. Através da separagdo e deteccdo de ides em fase gasosa e
utilizando a sua relacdo entre a massa e a carga (m/z), fornece, consistentemente, dados
reprodutiveis da molécula intacta e/ou dos seus fragmentos especificos, permitindo obter
informacdo relevante para a caracterizacdo e identificacdo estrutural de uma elevada

. . I s 14 10
diversidade de compostos quimicos e bioldgicos.

Os equipamentos utilizados para o efeito, os espetrometros de massa, sdo de modelos
diversos, consoante o tipo de amostras que se pretendem analisar (puras/misturas,
solidas/liquidas, capacidade de vaporizagdo sem decomposicdao, solubilidade, etc.) e a
informagdo que se pretende obter (fragmentagdo, ido molecular, elucidagdo estrutural, etc.).
Todavia, geralmente, todos s3o constituidos por cinco elementos bdasicos: sistema de
introducdo da amostra; camara de ionizagdo; analisador de massas; detetor de ides e sistema

para tratamento de dados"! (Figura 2.4).

Pressdo ’
Igrlm_s érica__ f_SI_ _ Altovdcuo
|
| .
Entradada Analisador Detetor
onizacdo q q .
amostra q : de massa de ides
| Alto
:_ EI \\;CUO
—————————— J Tratamento
‘ ‘ ‘ ’ de dados
¢ Bombas ¢
de vacuo l“ B

..........

Espem; de massa
Figura 2.4: Elementos bésicos de um espetrometro de massa. EI: impacto eletronico; ESI:

ionizagdo por electrospray.
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Atualmente, a aplicabilidade desta técnica ¢ muito diversa, desde a quimica forense até a

r1: . I3 . . . 11
andlise ambiental, passando pela quimica dos alimentos e medicamentos.

Introducio da amostra

A introdu¢do da amostra no espetrometro de massa foi sempre, ao longo dos anos, um dos
grandes desafios desta técnica, uma vez que esta operagdo tem de ser feita de tal forma que a
pressdo no seu interior ndo sofra alteragdes. Atualmente, existem muitas formas de o fazer,
sendo que para amostras puras provenientes de sintese quimica, as mais utilizadas sdo a
introducdo direta, do composto sélido, com uma probe (DIP) e a infusdo direta de uma

solugdo do composto em andlise (D).

A introdugdo direta com uma probe (DIP) (Figura 2.5)' ¢, normalmente, a forma mais
utilizada em espetrometros de massa com ioniza¢do por impacto eletrénico (EI). A amostra,
com um grau de pureza elevado (superior a 95%), ¢ colocada num recipiente especifico, o
DIP cup, posteriormente introduzido num compartimento da probe que ¢ depois inserido na
camara de ionizacdo do espetrometro de massa através de um sistema de vélvulas. No seu
interior, a amostra, por aquecimento direto, ¢ sujeita a um processo de desadsor¢do de forma a

facilitar a vaporizagdo e a ionizagao.

[
EBEoo=

o -

Figura 2.5: Introdu¢do de amostras, de grau de pureza elevado, com a Probe (DIP) (figura
adaptada de Thermo Electron Corporation, 2005).

Na infusdo direta (DI) (Figura 2.6), usualmente utilizada em espetrometros de massa com
ionizagdo por electrospray (ESI), a amostra que foi previamente solubilizada num solvente

(ou mistura de solventes), ¢ introduzida na cimara de ionizagdo através de um capilar, em
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pequenas quantidades, ao longo de um tempo definido e a um fluxo constante.

® u
Bl

——— %
-l

Figura 2.6: Sistema de entrada de amostra por infusdo direta.

Ionizacao

A ionizagdo da amostra ¢ uma das fases fundamentais da espetrometria de massa, podendo ser
realizada de varias formas, entre elas, o impacto eletronico (E7) e a pressdo atmosférica, por
electrospray (ESI). A escolha do tipo de ionizacao utilizada tem que ter em conta, entre outros
factores, as caracteristicas da amostra a analisar e o tipo de informacdo pretendido (ido

molecular, perfil de fragmentagio)."'

O impacto eletronico (EI), o mais antigo tipo de ionizagao ¢, sem sombra de duvidas, a forma
mais comum de ionizagdo utilizada.'" Caracterizado por uma elevada reprodutibilidade, os
seus espetros sdo “impressdes digitais” dos diferentes compostos e, por essa razdo, sao
normalmente utilizados para comparagao com espetros existentes em bibliotecas, permitindo
fazer correspondéncias que, traduzidas em percentagens, podem variar de 0 a 100, sendo 100
a indicagdo que estamos perante o composto a que corresponde o espetro da biblioteca.'"!?
Neste tipo de ionizagdo, o vapor do analito ¢ submetido ao bombardeamento por eletrdes
energéticos (normalmente 70 eV) emitido por um filamento. A maioria dos eletrdes sdo
elasticamente espalhados, outros causam excitagdo na sua interagdo com as moléculas do
analito, existindo ainda aqueles que podem bombardear o analito e causar uma forte
ionizagdo, originando os fragmentos da molécula. Por outro lado, embora em menor extensao,
pode ocorrer a remocao completa de um eletrdo da molécula o que leva a formagdo de um

catido radical (M) designado por ido molecular.'’!?
g p
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Outra forma de ionizagdo atualmente muito utilizada ¢ o electrospray (ESI) que através da
obtencdo de ides numa fase gasosa, permite que muitas amostras, anteriormente nao
adequadas para a analise por espetrometria de massa, quer por serem instaveis ao calor ou por
possuirem um alto peso molecular, possam ser, desta forma, analisadas.'*" Através de um
capilar sob um fluxo co-axial do gas de nebulizacdo - o nitrogénio - a amostra, em solucao,
entra na fonte de ioniza¢do. A ponta do capilar ¢ mantida a um elevado potencial em relacao
ao elétrodo de encontro, o que conduz a uma diferenga de potencial elétrico que produz um
gradiente e, a saida do capilar, a consequente formacdo de um aerossol de goticulas
carregadas. O fluxo do gas nebulizador direciona o efluente para o espetrometro de massa'®

(Figura 2.7)."

Analito

+ .

.0 -
(ln ‘solvenie ‘ de Coulomb + *Qo
+
o @ ; \

° hnute de
Rayleigh™
Nlnlecu]a é atingido Iﬂes
do analito do analite

Figura 2.7: Esquematizagdo do processo da ionizacdo por electrospray (ESI), em modo ido
positivo (esquema adaptado de http://www.bris.ac.uk).

Analisadores de massa

Ao longo das décadas de setenta, oitenta e noventa, o quadrupolo foi o analisador de massa
mais amplamente utilizado. A sua popularidade deveu-se, maioritariamente, ao baixo custo e
ao facto dos quadrupolos utilizarem tensdes muito mais baixas (2-50 V versus kV) e serem,
fisicamente, de menores dimensdes do que os restantes analisadores.'® No quadrupolo, o

movimento do ido num campo eléctrico dinamico (radio frequéncia) conduz a separagdo de
29
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massas ¢ ¢ diretamente dependente da sua razdo m/z. A andlise das massas ¢ realizada em
fun¢do das voltagens de radio frequéncia (rf) e da corrente direta (DC) aplicadas a quatro

cilindros'® (Figura 2.8)."

Anéis isolantes
com conexies
eléiricas

Figura 2.8: Representagdo esquemdtica de um quadrupolo (figura adaptada de
http://www.chromacademy.com). U: voltagem da corrente direta; V cos(wt): radio-
frequéncia; V: amplitude da radio-frequéncia; w: frequéncia.

Outro analisador de massas que, atualmente, tem tido uma elevada utilizagdo ¢ o lon trap
(Figura 2.9)."® Num reduzido espago, através de trés elétrodos, com aplicagio de correntes
alternativas (AC) especificas, este analisador “armadilha” os ides retidos. A gradual variagao
dessas correntes vai permitir a libertacdo dos ides, progressivamente, segundo as suas razoes

. . . 20
m/z (da mais baixa para a mais elevada).
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"Armadilha" de ides

YL,

O

Ionizacdo Detetor
Wy
Me & =
Elétrodo

Figura 2.9: Representacdo de um Jon trap (figura adaptada de Glish et al., 2003).

O tamanho compacto, a facilidade de operacdo, o baixo custo e a capacidade de “armadilhar”
e acumular os ides quando se aumenta a relacdo sinal/ruido sdo algumas das significativas

vantagens deste tipo de analisador.”

Por forma a utilizar a espetrometria de massa na analise de biomoléculas, sem a necessidade
de sistemas complexos e de elevado custo, Paule Steinwedel criaram o quadrupolo ion

11,21-23
trap,

que anos mais tarde Stafford e colaboradores adaptaram para a empresa
. 11.24.2 . . . s .
Finnigan.'*** Este analisador hibrido conjuga o quadrupolo, com campos elétricos nas
dimensdes x ey, e cujos i0es se movem na direcdo z, perpendicularmente ao campo; com o
ion trap (“armadilha de ides”), em que o aprisionamento dos ides ¢ devido a presenca de um

campo elétrico nas trés dimensdes (x, y e z)'® (Figura 2.10).%°

IOV

Quadrupolo

Figura 2.10: Analisador de massas Quadrupolo Jlon trap (figura adaptada de
http://www.ctu.edu.vn).
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2.2.1.1. Espetrometria de massa tandem

A espetrometria de massa tandem (Figura 2.11), MSn, permite a realizacdo de varios estagios
de MS consecutivos, cujo valor (n) depende das caracteristicas do equipamento utilizado. No
primeiro espetro de massa, MS de 1? ordem, (n=1), MSI, os ides precursores, com a relagdo
m/z que foram previamente escolhidos, sdo isolados dos restantes enquanto, no segundo
estagio, MS2 (n=2), sdo submetidos a uma nova fragmentagao, resultando novos fragmentos
designados por “ides filhos” do ido precursor, anteriormente isolado no MS/."™*® Caso haja
um terceiro estagio, MS3 (n=3), os ides com a relagdo m/z selecionados no MS2 sdo isolados
e sujeitos a uma nova fragmentacdo, dando origem aos “ides netos” dos ides precursores
obtidos em MS e aos “ides filhos” dos ides que tinham sido obtidos em MS2 e, assim,

sucessivamente, até ao nimero de estagios pretendidos (n).

FEspetro MS

-~

-
.

. Espetre MS2

ragmentagdo

MS1 MS2 Detetor

lonizacio
“ de ides

Analisador de massa

Figura 2.11: Diagrama da Espetrometria de Massa Tandem (figura adaptada de
http://www.piercenet.com).

Esta técnica ¢ particularmente importante na elucidagdo estrutural de compostos
desconhecidos pois, no primeiro estagio de MS (MS1), obtém-se o fragmento correspondente
ao 130 molecular e, no segundo estagio (MS2), o espetro de massa do ido que foi isolado no
primeiro estagio da fragmentagdo.'® Desta forma, através dos sucessivos estagios de MS
(MSn) recolhe-se informagdo estrutural, como se “da constru¢do de um puzzle se trate”, o que

permitird, de forma mais facil, a identificagdo do composto.
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2.2.2. Analise estrutural de derivados semi-sintéticos dos acidos oleandlico e ursolico

Desde as primeiras experiéncias de Wilson, em 1962, com a utilizagdo de espetrometria de
massa para elucidagdo estrutural e estereoquimica de triterpendides pentaciclicos
insaturados,”’ diversos trabalhos nesta area tém sido realizados observando-se, nos Gltimos

. . . .~ 92845
anos, um incremento significativo no volume de publicagdes.”

Trabalhos de elucidac¢do estrutural de compostos triterpénicos com esqueleto oleanano e
ursano, provenientes de fontes naturais, revelaram que, dependendo da funcionalizacdo do
anel C, se observa a presenca de sinais caracteristicos a m/z 203, 217 e 219 resultantes da
fragmentacdo retro Diels-Alder (FrDA), respetivamente, dos 12-oleanenos ou 12-ursenos
(Figura 2.12)°°*%, dos 11-oxo-12-ursenos (Figura 2.13)** ¢ dos 12-oxo-oleananos (Figura

2.14).>

R = substituinte em C-17
R'=H e R? = CHj, estrutura 12-oleaneno

R'=CH; e R>=H, estrutura 12-urseno

Figura 2.12: Fragmentacdo retro Diels-Alder do anel C para triterpendides pentaciclicos do
tipo 12-oleanenos e 12-ursenos (esquema adaptado de Amir, 2011).
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R = substituinte em C-17

m/z 217

Figura 2.13: Fragmentagdo DA do anel C para 11-oxo-12-ursenos (esquema adaptado de
Noel et al., 2005).

m/z 219

ﬁ{z l -CsH;o

m/z 205 m/z 149

Figura 2.14: Fragmentacdo DA do anel C para 12-oxo-oleananos (esquema adaptado de
Amir, 2011).

2.2.2.1. Derivados semi-sintéticos do acido oleandlico

Por forma a determinar o perfil de fragmentagao caracteristico para derivados semi-sintéticos
do 4cido oleanolico (1), trés novos compostos (2, 3 e 4)° foram analisados por espetrometria
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de massa, utilizando dois modos de ionizagdo distintos: a pressdo atmosférica, por

electrospray (ESI) e por impacto eletronico (ET).

Composto 1 (Acido 3-B-hidroxi-olea-12-en-28-6ico)

O 4cido oleanolico (composto 1) foi analisado por espetrometria de massa, com ioniza¢ao por
eletrospray (ESI), em modo i3o positivo, e os espetros resultantes sdo apresentados na Figura

2.15.

45747 NL: 3.43E6
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] I ESIFull ms [110.00-500.00]
50 392.71 47160
1 ro1a7 28250 35681 | | g
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50 [125.00-500.00]
& 20313 27509 46468
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2 313111 249.13
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Figura 2.15: Espetro de massa tandem (MS, MS2, MS3), do composto 1, obtido por ESI em
modo 130 positivo.

No primeiro estagio de fragmentacdo (MS), podemos observar o sinal do id0 molecular a m/z

457 (M+H|") e os fragmentos principais a m/z 439, 411 e 393.

Ao fazermos o segundo ciclo de fragmentagao (MS2) para o ido molecular obtido no primeiro
estagio de MS (m/z 457), observamos os sinais a m/z 439(100), 411 e 393 que correspondem,
possivelmente, & perda de uma molécula de H,O (m/z 439: |(M+H)-H,O|"), de uma molécula
de HCOOH (m/z 411: |(M+H)-HCOOH|") e de uma molécula de H,O e outra d¢ HCOOH
(m/z 393: |(M+H)-H,O-HCOOH|"), respetivamente.”®**
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Com o terceiro ciclo de fragmentagdo (MS3) para o ido maioritdrio de MS2, m/z 439,
aparecem cinco sinais a m/z 393, 249, 203(100), 190 e 189, cujo possivel padrio de
fragmentacdo podera corresponder, respetivamente, a uma perda de HCOOH (m/z: 393,
|(M+H)-H,0-HCOOH]"), & FDA do anel C dos fragmentos a m/z 439 (m/z 249 e m/z 190) e
m/z 393 (m/z 203 ¢ m/z 190)*°*** ¢ a posterior decomposi¢ido de m/z 203 por perda de CH,
(m/z 189).

Ao ser realizado o terceiro ciclo de fragmentagdo (MS3) para m/z 411, outro ido que, embora
ndo maioritario, esta presente, também, no MS2, verificamos a existéncia de quatro sinais a
m/z 393, 208, 203(100) e 189, que podem corresponder ao seguinte padrao de fragmentacdo: a
uma perda de H,O (m/z: 393, |(M+H)- HCOOH-H,O["), a F*DA do anel C (m/z 208 e m/z
203)**** ¢ a decomposigdo de m/z 203 por perda de CH, (m/z 189).

Quando realizamos outra terceira fragmentacao (MS3), mas desta vez para o sinal m/z 393,
outro dos fragmentos de MS2, verificamos a existéncia de quatro sinais a m/z 203(100), 190,
189 e 133, cujo padrdo de fragmentacdo poderé corresponder, respetivamente, a F¥rDA do anel
C? (m/z 203 e m/z 190) e a posterior decomposi¢do de m/z 203, por perda de CH, (m/z 189) e
por clivagem do anel E (m/z 133).

Tendo por base os espetros de massa tandem obtidos para o 4cido oleanodlico (Figura 2.15), o

seu possivel padrao de fragmentacao podera corresponder ao descrito na Figura 2.16.
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—————)
m/z 457
MS IM+H["
1 HMSZ
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ﬂMS3 ﬂMS3 ﬂMS3
m/z 203 ¢ m/z 190 m/z 393 m/z 393
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m/z 189 m/z 203 e m/z 190
(decomposicdo m/z 203) (FrDA m/z 393)
m/z 189
(decomposicdo m/z 203)

Figura 2.16: Proposta de fragmentacdo do acido oleandlico por ionizagdo a pressdo
atmosférica, por electrospray (ESI), em modo ido positivo.

Composto 2 (Metil 2-(1H-imidazol-1-il)-carboxilato-3-oxo-olea-12-en-28-o0ato)

O espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 2, obtido por ESI, em modo ido

positivo, ¢ apresentado na Figura 2.17.
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Figura 2.17: Espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 2, obtido por ESI em
modo 130 positivo.

No primeiro espetro de MS, que nos dd a indicacdo da relacdo m/z do ido molecular,
observamos um sinal com abundancia relativa de 100% a m/z 580, [M+H]|", o que evidencia

um acréscimo de 123 u.m.a. relativamente a molécula do acido oleandlico.

O segundo espetro (MS2), resultante da fragmentacdo do ido mais abundante em MS (m/z
580), permite-nos verificar que o 130 molecular ao sofrer uma nova fragmentacao, conduz a
formagdo dos “ides filhos” a m/z 549, 548, 520(100), 317 e 203, nenhum dos quais
correspondente & perda de H,O, e cujo padrio de fragmentacdo poderd corresponder,
respetivamente, & perda de 'OCHj (m/z 549: |(M+H)-OCH3|"), HOCH; (m/z 548: |(M+H)-
HOCHS;|"), mas principalmente a uma perda de 60 u.m.a., 14 u.m.a. superior a perda no acido
oleanolico, provavelmente correspondente a HCOOCH; (m/z 520: [((M+H)-HCOOCH;|"). A
C,‘), 38-42

fragmentacao deste 130 origina os sinais a m/z 317 e 203 resultantes da FrDA do anel

tal como é confirmado no MS3.

De facto, na terceira fragmentacdo, em que o “ido filho” mais abundante em MS2, a m/z 520,
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¢ fragmentado, formaram-se os sinais a m/z 317, 203(100) e 189, eventualmente resultantes de
uma FrDA do anel C, sendo o sinal a m/z 317 referente aos anéis A ¢ B e a m/z 203
relacionado com a perda destes mesmos anéis. A m/z 189 ocorre um sinal correspondente a

decomposic¢ao do fragmento m/z 203 por perda de CHo.

Uma nova fragmentagdo MS3, para o “ido filho” a m/z 317 origina o sinal a m/z 205,
resultante de uma perda de 112 u.m.a, que pode corresponder a um substituinte com féormula

molecular C4HsN>O; localizado no anel A.

Consequentemente, o acréscimo de massa molecular do composto 2, relativamente ao acido
oleandlico, pode dever-se a introdugdo de um substituinte com foérmula molecular C4H4N>O,
localizado no anel A, assim como a presenca de uma funcao cetona em C-3, em substituicao
do grupo hidroxilo presente no acido oleanolico, para além da presenca de uma fungado éster
em C-17, responséavel pela ocorréncia do fragmento a m/z 520, predominante no MS2, em
oposicao a funcdo acido carboxilico do acido oleanolico nesta mesma posi¢do. Esta hipotese
estrutural (Figura 2.18) foi confirmada pela analise do respetivo espetro de RMN-"H (Figura
2.68, pagina 89).

&

=
>
&

(M+H)-60/*

|(M+H)-60-317*

41\I+H)-3 1

|(MI+H)-60-203[* |(M+H)-32/"

|(VI+H)-60-203-112*

Figura 2.18: Padrao de fragmentacdo do composto 2.

Por impacto electronico, o espetro de massa de 1* ordem do composto 2, representado na
Figura 2.19, apresenta alguns dos fragmentos de interesse para a elucidacdo estrutural que foi

previamente discutida.
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Figura 2.19: Espetro de massa do composto 2, obtido por £/, em modo id0 positivo.

Da sua observagao, verifica-se a presenga do ido molecular a 579 (M") e dos sinais a m/z 519,
317, 262, 203(100), 189 e 133 que, de acordo com a andlise de massa tandem feita,
anteriormente, ¢ com o descrito na literatura para compostos similares,” podera corresponder,
respetivamente, a uma perda do grupo HCOOCH; em C-17 (m/z: 519, [M-HCOOCH;|"), a
fragmentagdo DA do anel C (m/z: 317 e 262)° e a posterior decomposi¢io dos fragmentos

resultantes (m/z 203, 189 e 133).

Com este tipo de ionizagdo ndo se observam os sinais correspondentes a perda de —OCHj; (m/z
548, [M-OCH3|") e HOCH; (m/z 547, ]IM-HOCH;|"), ao contrario do que obtivemos na
ionizagdo por electrospray (m/z 549 e 548). Tal situagdo podera ter como justificagdo o facto
do impacto eletronico ser um tipo de ionizagdo “mais drastica” e, por isso, produzir um maior

nimero de fragmentos com baixa relagdo m/z.

Composto 3 (Metil 2-(2’-metil-1H-imidazol-1-il)-metileno-3-0xo0-olea-12-en-28-0ato)

O espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 3, obtido por ESI, em modo ido

positivo, ¢ apresentado na Figura 2.20.

40



Andlise estrutural de novos derivados semi-sintéticos dos dcidos oleandlico e ursolico

561.71 NL: 1.41E9

3#158 RT: 146 AV 1F. +c
ESI Full ms [125.00-600.00]

100

11

1

(%))
T

530.13
161.17 20302 30169 34174 46135 |

1

g 108— 50751 " NL 462E8
A0 3#210 RT: 203 AV 1F: +¢
2 ESI Full ms2
2 o 20311 - 562 00@cid37.00
< 504 [150.00-600 00]
2 ] 299 15
5 7 | 388,35 44449 561.60
D 1 5 3 b
&, og— 50347 NL: 4 62E6
] 34422 RT 483 AV 1F +¢
] 299 21 ESIFull ms3
sod133.41 562 00@cid47 00
122 502 00@cid37.00
1 ST [135.00-600 00]
| |
oo 18911 NL: 1.92E6
] 38462 RT 547 AV 1F: + ¢
il ESIFull ms3
oo a2k 562 00@cid47.00
= 203 00@cid37.00
1 203 37 (55 00-600 00]
0— T T T ] T T T T ] T T T T I T T T T I T T T T ]
200 300 400 500 600

miz

Figura 2.20: Espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 3, obtido por ESI em
modo 130 positivo.

Da sua observacdo, podemos ver para primeiro ciclo de fragmentagdo (MS), o sinal do ido
molecular a m/z 562 ((M+H["), que difere 105 u.m.a. do acido oleandlico e¢ 18 u.m.a. do

composto anterior, ndo se tendo registado o fragmento correspondente a perda de agua.

Ao fazermos o segundo ciclo de fragmentagdo (MS2) para o ido molecular obtido em MS,
observamos os sinais a m/z 531, 530, 502(100), 299, 203 e 189 que correspondem,
respetivamente, a perda de uma molécula de -OCH; (m/z 531: |(M+H)-OCHj3|"); de HOCH3
(m/z 530: |(M+H)-HOCH;|"); de HCOOCH; (m/z 502: |(M+H)-HCOOCHj;|"), fragmentacio
igual & do composto 2; a FrDA do anel C ( FrDA m/z 502: m/z 299 ¢ 203)”*** e a posterior
decomposicao de m/z 203 por perda de CH, (m/z 189).

Com o terceiro ciclo de fragmentagdo (MS3) para o ido maioritdrio de MS2, m/z 502,

observamos trés sinais a m/z 299, 203 e 133 cujo possivel padrio de fragmentagcdo podera

9, 38-45
C>

corresponder & FrDA do anel m/z 299 e 203, e a posterior decomposi¢ao de m/z 203

por clivagem do anel E (m/z 133), o que ¢ confirmado num novo MS3 para m/z 203.



Anadlise estrutural de novos derivados semi-sintéticos dos dcidos oleandlico e ursolico

E de realcar que na fragmentacio DA, apenas o ido correspondente aos anéis A e B (m/z 299)
difere do composto 2 (m/z 317), com uma reducdo de 18 u.m.a., valor igual a diferenca dos
seus pesos moleculares, o que sugere ser nesta parte da estrutura que ocorre uma substitui¢ao
diferente que podera corresponder a presenca do substituinte CsHegN, no anel A (Figura 2.21),
tendo sido esta hipotese estrutural confirmada pela analise do espetro de RMN-'H do

composto 3 (Figura 2.69, pagina 89).

|(ML+H)-60[*

|(M+H)-60-299[*

I\
7™ —

N |(M+H)-31[*
\_/

|(M+H)-32|*

|(M+H)-60-203[*

Figura 2.21: Padrao de fragmentacao do composto 3.

Ao realizarmos a andlise do composto 3, por impacto eletrénico, obtém-se o espetro que se

pode observar na Figura 2.22.
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Figura 2.22: Espetro de massa do composto 3, obtido por £/, em modo ido positivo.
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A sua observagdo permite-nos verificar a presenga do iAo molecular, M", a m/z 561, e dos
fragmentos a m/z 501, 299, 203 e 133(100) que, de acordo com o descrito, podera
corresponder, respetivamente, a uma perda do grupo HCOOCH; em C-17 (m/z: 501, |M-
HCOOCHj;["), & FrDA do anel C (m/z: 299 e 203) e & posterior clivagem do anel E a m/z 203
(m/z 133).

Composto 4 (Metil 3-(1H-imidazol-1-il)-carboxilato-12-oxo-oleanan-28-oato)

O espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 4, obtido por ESI, em modo ido

positivo ¢ apresentado na Figura 2.23.
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Figura 2.23: Espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3), do composto 4, obtido por ES/ em
modo 130 positivo.

No primeiro ciclo de fragmentagio (MS), o sinal do ido molecular a m/z 582 ((M+H[") difere

do composto 2 em 2 u.m.a. e do 4cido oleandlico em 125 u.m.a..

Ao fazermos o segundo ciclo (MS2) para o ido molecular obtido em MS, observamos os sinais

a m/z 522, 470, 219 e 191. O primeiro fragmento, com uma intensidade relativa de 100%,
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corresponde a perda de 60 u.m.a. (m/z 522: |(M+H)-HCOOCHj;|"), tal como se verificou nos
compostos 2 e 3. Quanto ao fragmento m/z 470, o segundo mais representativo no MS2,
resulta de uma perda de 112 u.m.a. o que, a semelhanga do registado no composto 2, pode

corresponder a um substituinte C4H4N,O».

Com o terceiro ciclo de fragmentagdo (MS3) para o ido maioritdrio de MS2, m/z 522,
observamos quatro sinais a m/z 303, 219(100), 205 e 191 cujo possivel padrao de fragmentagao
podera corresponder a FrDA do anel C (m/z 303 e 219), podendo o sinal a m/z 219 ser
indicativo de uma estrutura do tipo 12-oxo-oleanano.” Os outros dois sinais correspondem a
decomposicao dos fragmentos de m/z 303 e 219 por perda, respetivamente, do seu substituinte

C4H4N,O; (m/z 303— m/z 191) e CH; (m/z 219— m/z 205).

Um novo MS3, desta vez para m/z 470, conduziu a formacao dos sinais a m/z 219(100), 191 e
149, o que podera corresponder a F¥DA do anel C (m/z 219 e 191) e a posterior decomposi¢ao

de m/z 219 por clivagem do seu anel E (m/z 149).

A auséncia do fragmento correspondente a perda de H,O no composto 4, em contraste no que
se observa no acido oleandlico, e a diferenga de 14 u.m.a resultante da FrDA do composto 4
(m/z 191), relativamente a do composto 2 (m/z 205), sdo indicativas, respetivamente, da
auséncia dos grupos hidroxilo e cetona em C-3. Por outro lado, o acréscimo de 16 u.m.a. no
fragmento resultante da F¥DA do composto 4, que inclui os anéis D e E (m/z 219), em relagao
a do acido oleandlico e do composto 2 (m/z 203) ¢ indicativo da presenca de uma fungao

cetona adicional. Esta fragmentagdo sugere a estrutura ilustrada na Figura 2.24.

|M+H)-60f
= -7
/
3 /
/
|(M-+H)-60-303[
—
(0]
\
0]
N/\N )J\O |(M+H)-60-219]
N | A ((ML+H)-60-112-219]*

|V+H)-112]*

Figura 2.24: Padrao de fragmenta¢do do composto 4.
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O espetro de massa, por impacto eletronico, do composto 4 estd representado na Figura 2.25.
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Figura 2.25: Espetro de massa do composto 4, obtido por £/, em modo ido positivo.

A sua analise permite-nos verificar a presenga do ido molecular a 581 (M") e os fragmentos a
m/z 521, 469, 303, 278 e 219, o que estd de acordo com o observado nos espetros de massa

tandem para 0 mesmo composto.

Na tabela 2.1 sdo apresentados os sinais m/z caracteristicos dos espetros de massa, por ESI e
EI, em modo ido positivo, do acido oleanolico (1) e dos seus trés derivados semi-sintéticos (2-

4).
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Tabela 2.1: Carateristicas do espetro de massa (ESI e EI) dos derivados semi-sintéticos do
acido oleandlico.

MS: 457 (100) [M+H|" m/z 439 (perda de H,O <> OH em
) C-3)
MS2 (457): 439 (100), 411 (56), 393 (78), 203 (3) m/z 411 (perda do substituinte em
7 MS3 (457, 439): 393 (60), 249 (11), 203 (100), 190 (55), C-17)
o) EST 189(59) FrDA m/z 439 (m/z 249 e 190)

FrDA m/z 411 (m/z 208 ¢ 203
MS3 (457, 411): 393 (75), 208 (19), 203 (100), 189 (49) FrDA m/= 393 Em/z 203 e 1903

MS3 (457,393): 203 (100), 190 (19), 189 (43) e 133 (63) m/z 203 <> 12-oleaneno

MS: 580 (100) |[M+H|" acrisgimo 123 u.m.a. em relagdo
ao
MS2 (580): 549 (53), 548 (73), 520 (100), 317 (31), perda do substituinte em C-17
ESI 03 49) auséncia do sinal correspondente a
P perda de H,O <> auséncia de OH
MS3 (580, 520): 317 (38), 205 (21), 203 (100), 189 (56) em C-3
MS3 (580,317): 205 (100) FrDA m/z 520 (m/z 317 ¢ 203)

m/z 203 <> 12-oleaneno

MS: 579 (5) M, 519 (2), 317 (8), 262 (14), 203 (100), m/z 205 (perda do substituinte em

EI 189 (57), 133 (69) C-2 de m/z 317)
MS: 562 (100) |[M+H|" Zgrisgimo 105 u.m.a. em relagdo
MS2 (562): 531 (24), 530 (46), 502 (100), 299 (21), perda do substituinte em C-17
3 ESI 203 (50), 189 (7) auséncia do sinal coni:spgndente a
MS3 (562, 502): 299 (63), 203 (100), 133 (38) gre;dé‘_ 3de H,0 <> auséncia de OH
MS3 (562, 203): 189 (100), 133 (53) FrDA m/z 502 (m/z 299 e 203)

m/z 203 <> 12-oleaneno
EI  MS: 561 (14) M7, 501 (10), 299 (48), 203 (77), 133 (100)

MS1: 582 (100) [M+H]|" acréscimo 125 u.m.a. em relagdo

ao AO
ESI MS2 (582): 522 (100), 470 (65), 219 (29), 191 (23) perda do substituinte em C-17
) auséncia do sinal correspondente a
. MS3 (582, 522): 303 (68), 219 (100), 205 (18), 191 (37) perda de H,0 <> auséncia de OH
MS3 (582,470): 219 (100), 191 (35), 149 (18) em C-3

FrDA m/z 522 (m/z 303 e 219)

MS: 581 (8) M", 521 (2), 469 (5), 303 (12), 278 (29), m/z219 <> 12-0x0-0leanano
EI 219(59) m/z 191 (perda do substituinte em
C-3 de m/z 303)

Os fragmentos carateristicos dos trés ciclos de MS sdo apresentados a cores diferentes: lilas para o MS, azul para o MS2 e
verde para o MS3.

1 (AO): Acido 3-p-hidroxi-olea-12-en-28-6ico (4cido oleanolico);

2: Metil 2-(1H-imidazol-1-il)-carboxilato-3-oxo-olea-12-en-28-oato;

3: Metil 2-(2’-metil-1H-imidazol-1-il)-metileno-3-oxo-olea-12-en-28-o0ato;

4: Metil 3-(1H-imidazol-1-il)-carboxilato-12-oxo0-oleanan-28-oato.
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2.2.2.2. Derivados semi-sintéticos do acido ursoélico

Por forma a estabelecer a fragmentacdo caracteristica de derivados preparados através da
., ;. r1: 3,8 :

semi-sintese do acido ursélico (5), treze novos compostos (6-18)™ ° foram analisados por

espetrometria de massa com dois modos de ionizagdo distintos: a pressdo atmosférica por

electrospray (ESI) e por impacto eletronico (ET).

Composto 5 (Acido 3-B-hidroxi-urs-12-en-28-éico)

O 4cido ursolico (composto 5) foi analisado por espetrometria de massa tandem, com
ionizagdo por eletrospray (ESI), em modo ido positivo, € o0s espetros resultantes sao

apresentados na Figura 2.26.

457.31 NL: 2.62E6

100 7 439 75 UrsolicAcid#1336 RT: 26.77 AV: 1T +
2 e ¢ ESIFull ms [110.00-500.00]
50: 393.01
3 185.12 159.23 |
0 ] i N L ol L
100 438.97 NL: 1.73E5
] 393.31 UrsolicAcid#2196 RT: 4417 AV: 1T +
3 ¢ ESIFull ms2 457 40@cid41.00
507 [125.00-500.00]
@ 0: 202|.97 2I3L998 464 68
€ 100= 20311 NL: 4.58E4
et . UrsolicAcid#857 RT: 1614 AV 1T . +¢
3 1 189.21 392 81 ESI Full ms3 457 40@cid41.00
< 507 24916 439.00@cid29.00 [70.00-500.00]
e 3139.01 :
& q s I
© 01
o 703.23 NL:1.05E4
&3 189.31 UrsolicAcid#2262 RT: 4574 AV: 1T: +
] = ¢ ESIFull ms3 457 40@cid41.00
50 208.21 393.35 411.00@cid29.00 [125.00-500.00]
A | 411.03
108 203.21 NL:1.31E4
1133 21 ursolicacid_#22 RT. 053 AV 1T. +¢
{52 ESI Full ms3 457 40@cid41.00
50+ 189,42 393 00@cid31 00 [125 00-500 00]
] ‘ | 393 41
0 T T T | T T T T | T T T T ‘-| T T T T |
200 300 400 500
miz

Figura 2.26: Espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do é4cido ursolico obtido por ESI,
em modo 130 positivo.

A sua observagdo permite-nos verificar um padrdo de fragmentacdo (Figura 2.27) semelhante

ao apresentado pelo acido oleandlico (Figura 2.15, pagina 35).
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) |N[+H|+

M
S m/z 457
HMSZ
5
|(M+H)-18-46|" |((M+H)-46|" |(M+H)-18]"
m/z 393 m/z 411 m/z 439
ﬂ MS3 ﬂ MS3 ﬂMS3
|(M+H)-18-46-190|" |(M+H)-46-18|" |(M+H)-18-46|"
m/z 203 m/z 393 m/z 393
|(M+H)-18-46-203]" |(M+H)-46-203|" |(M+H)-18-190|"
m/z 190 m/z 208 m/z 249
|(M+H)-18-46-190-14" |(M+H)-46-208|" |(M+H)-18-249|"
m/z 189 m/z 203 m/z 190
|(M+H)-18-46-190-70" |(M+H)-46-208-14|" |(M+H)-18-46-190|"
m/z 133 m/z 189 m/z 203

|(M+H)-18-46-203|"
m/z 190

|(M+H)-18-46-190-14"
m/z 189

Figura 2.27: Proposta de fragmentacao do acido ursolico por ionizagdo a pressao atmosférica,
por electrospray (ESI), em modo 1o positivo.

No MS de 1* ordem o sinal com uma abundancia relativa de 100%, a m/z 457, corresponde ao
iAo molecular (M+H["), cuja fragmentagdio em MS2 origina os sinais a m/z 439, 411 e 393,
que sdo indicativos das perdas, respetivamente, de 18 u.m.a. (m/z 439: [(M+H)-18|"), de 46
um.a. (m/z 411: (M+H)-46|") e de 64 u.m.a (m/z 393: |(M+H)-18-46|"). O fragmento mais
abundante em MS2, m/z 439, ao sofrer um novo ciclo de fragmentagdo (MS3), origina os
sinais a m/z 249, 203, 190 e 189 devido a FrDA do anel C (m/z 249 e 203) e posterior
decomposicio de m/z 203 por perda de 14 u.m.a. (m/z 189) ¢ 70 u.m.a (m/z 133).*
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Composto 6 (3p-acetoxi-urs-12-en-28-il-2’-metil-1H-imidazol-1-carboxilato)

O espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 6, obtido por ESI, em modo ido

positivo ¢ apresentado na Figura 2.28.

—y 56359  NL:8.32E8
6#211 RT:1.12 AV 1F +¢
. ESI Full ms [55.00-600.00]
504 393.97
] 45419
o] 20310 251.08 53580
Boen 45434 NL: 1 37E8
5] 6893 RT:2.98 AV: 1F +¢
2 ] ESIFull ms2
3 0] 394.11 564.00@cidd7.00
< 30 203.08 [155.00-600.00]
o ]
8 1 1s922| 2112 563.88
T 2L L
@ O 20310 NL: 4.11E5
3 6#128 RT: 379 AV: 1F +¢
q ESI Full ms3
. 251.10 :
] 564.00@cid47.00
507 394.09 454 00@cid37 .00
. ‘ [105.00-600.00]
108_ 20313 NL:3.01E5
1 uui 68151 RT 411 AV-1F +¢
7 19128 ES| Full ms3
- 564.00@cid47.00
5 394.00@cid37.00
. [55.00-600.00]
0— RS AN R Raad RESH REAH IASH bk R BAk Bam RAAS kAR IR LEh) LEtd RS LR AL LAl EARd Rasd AR
200 300 400 500 600
mfz

Figura 2.28: Espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3), do composto 6, obtido por ES/ em
modo 130 positivo.

Da sua observagdo, podemos ver para o primeiro ciclo de fragmentacao (MS), o sinal do ido
molecular a m/z 564 (M+H|") que evidencia um acréscimo de 107 u.m.a. em relacdo a

molécula de acido ursolico.

Ao fazermos o segundo ciclo de fragmentagdo (MS2) para o ido molecular obtido em MS, nao
se verificou nenhum sinal resultante da perda de agua, sugerindo a auséncia do grupo
hidroxilo em C-3. De facto, os dois sinais mais significativos sdo a m/z 454(100) e 394, que
correspondem a perdas de, respetivamente, 110 u.m.a e 170 u.m.a. ( com uma diferenca entre
si em 60 um.a.) e que podem indicar o seguinte padrio de fragmentacdo: perda do
substituinte com formula molecular CsHeN>O (m/z 454), seguida da sua decomposi¢do por

perda de H3;CCOOH (m/z 394).
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O terceiro ciclo de fragmentacao (MS3) foi feito para os dois ides mais abundantes em MS2,
ndo tendo também conduzido a perda de dgua, o que pode indicar uma substitui¢do na fungao
carboxilo em C-17, do 4cido ursolico. Da fragmentagdo do ido com m/z 454, registaram-se 0s
sinais a m/z 394, 251 e 203(100) cujo possivel padrao de fragmentagdo podera corresponder a
perda de H;CCOOH (m/z 394) e a FrDA do anel C (m/z 251 e 203). Quanto ao ido a m/z 394,
produziu os sinais a m/z 203(100), 191 e 189 que sdo indicativos da F¥DA do anel C (m/z 203
e m/z 191) e posterior decomposi¢do de m/z 203 por perda de CH, (m/z 189).

A comparacdo da FrDA para os dois fragmentos principais, a m/z 454 e m/z 394, permite-nos
verificar, por um lado, a presenca comum do sinal a m/z 203 resultante da saida dos anéis A e
B, que ¢ indicativo de uma estrutura 12-urseno e, por outro, uma diferenga de 60 u.m.a entre
os outros dois fragmentos que correspondem aos anéis A e B (m/z 251 e m/z 191), o que
sugere a presenga do substituinte H;CCOOH nesta parte da molécula. A perda inicial de 110
u.m.a, observada s6 em MS2, e a presenga do sinal a m/z 203 devido a FrDA do anel C ¢ a
consequente perda dos anéis A e B, sugere, relativamente ao acido ursdlico, a presenga, em C-

17, do substituinte com formula molecular CsHgN>O (Figura 2.29).

|(VL+H)-110[*
|(V+H)-110-60[*

—

/
|(M+H)-110-60-191[*

?/‘\

|(V+H)-110-60[*

|(M+H)-110-203*
|(M+H)-110-60-203*

Figura 2.29: Padrao de fragmentacao do composto 6.

Ao realizarmos a andlise do composto 6, por impacto eletronico, obtém-se o espetro

apresentado na Figura 2.30.



Andlise estrutural de novos derivados semi-sintéticos dos dcidos oleandlico e ursolico

UAB2A-1 #670-706 RT: 6.75-7.09 AV: 37 NL: 4 45E6
T: +c Fullms [ 50.00-650.00]
189

1004
957
903
853
803
753
703
653
603
55

07

249.94

Relative Abundance

50 203.06
455
3 9519
403 119.14
353
133.13
393.10 e
453,04
\“ 297 09
LLL 1...LLL.3517L'°4‘ e | e hsraas easia
R AR bttty A g e e e
200 300 400 500 600

m/z

Figura 2.30: Espetro de massa do composto 6, obtido por £/, em modo ido positivo.

Da sua observagio, pode-se verificar a presenga do ido molecular a m/z 563 (M") e dos sinais
a m/z 503, 453, 393, 250, 203, 189(100) e 133 que, de acordo com os dados obtidos com a
espetrometria de massa fandem podera corresponder ao seguinte padrao de fragmentagdo: m/z
503 (IM-H3CCOOH]|"), 453 ([M-CsHgN,O|"), 393 (]M-CsHgN,O-H;CCOOH|"), a FrDA do
anel C ( m/z 250 e 203) e posterior decomposi¢ao de m/z 203 (m/z 189).

Composto 7 (3B-acetoxi-11-oxours-12-en-28-il-1H-imidazol-1-carboxilato)

O espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 7, obtido por ESI, em modo ido

positivo ¢ apresentado na Figura 2.31.

Para o primeiro ciclo de fragmentag¢do (MS), observa-se o sinal do ido molecular a m/z 564

(IM+H["), que difere 107 u.m.a. relativamente ao 4cido ursélico e ¢ igual ao do composto 6.

No entanto, o segundo ciclo (MS2) para o 130 molecular obtido em MS, m/z 564, do composto
7, origina fragmentos distintos dos do composto 6, nomeadamente a m/z 504, 468(100) e 408,

aos quais correspondem perdas de, respetivamente, 60 u.m.a. (tal como se observou no

51



Anadlise estrutural de novos derivados semi-sintéticos dos dcidos oleandlico e ursolico

composto 6, que podera ser indicativo da presenga do mesmo substituinte, o0 H;CCOOH), e,

principalmente, perdas de 96 u.m.a e 156 u.m.a., que diferem entre si em 60 u.m.a..

Com o terceiro ciclo de fragmentacdo (MS3), para o ido maioritdrio de MS2 (m/z 468),
observam-se os sinais a m/z 408, 251, 217(100), 191 e 189 cujo possivel padrio de
fragmentacdo podera corresponder: a perda de H;CCOOH (m/z 408), a FrDA do anel C (m/z
251 e 217), sendo o sinal a m/z 251, igual ao detetado no MS3 do composto 6, enquanto o
sinal a m/z 217, relativamente aos anéis C e D, regista um acréscimo de 14 u.m.a. Quanto aos
restantes sinais, resultam de uma posterior decomposi¢do do fragmento a m/z 217 por perda
de CoHy (m/z 217— m/z 189), o que é comprovado pelo MS3 realizado para m/z 217, e a perda
de H;CCOOH do fragmento a m/z 251 (m/z 251— m/z 191).

vy 56441  NL:8.72E8
] 7489 RT: 0.89 AV: 1F: +¢
. ESI Full ms [55.00-600.00]
50 468.10
Tl 408.21 504 24
o118812 2721 8111 36333 lazs.05|  pae71
Boen 46813 NL: 1.36E8
§ 4] 7#130 RT: 141 AV 1F: +¢
o ] ESI Full ms2
e 408.39 564.00@cid47.00
= 307 [155.00-600.00]
= i 217.18 504 .44
z ] 251.21
@ o | I
& o 217.23 NL: 7.77E5
] 74151 RT: 171 AV:1F. +¢
. ESI Full ms3
] 564 00@cidd7.00
507 4g1:95( 251413 40843 468 00@cid37.00
1188.88 ‘ [125.00-600.00]
108_ 188.91 NL: 4 46E5
] 7#201 RT: 251 AV 1F: +¢
. ESI Full ms3
564.00@cid47.00
50 217 00@cid37.00
: [55.00-600.00]
0 T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T
200 300 400 500

miz

Figura 2.31: Espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 7, obtido por ESI em
modo 130 positivo.

A comparagdo do fragmento proveniente da F¥rDA do anel C, que inclui os anéis A e B, do
composto 7 (m/z 251) com o do composto 6 (m/z 251) sugere que esta por¢do da molécula ¢
igual, ou seja, possui como substituinte o H;CCOOH (Figura 2.32), o que ¢ apoiado pela
perda em MS2 de 60 u.m.a (m/z 504) e pela diferenca de 43 u.m.a. relativamente ao sinal do

acido ursolico para estes mesmos anéis (m/z 208).
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Por outro lado, o acréscimo de 14 u.m.a. no outro fragmento resultante da F¥DA do composto
7, que inclui os anéis D e E (m/z 217), em relacdo ao composto 6 (m/z 203) ¢ indicativo da

presenca de uma fungdo cetona conjugada com a dupla ligagdo em C-12 (Figura 2.32).

A perda inicial de 96 u.m.a., a que corresponde a presenca do sinal mais abundante em MS2
(m/z 468), a existéncia do sinal a m/z 217 devido a FrDA do anel C e o facto da por¢do da
molécula que inclui os anéis A e B ser igual nos compostos 6 e 7, sugere a presenga de um
substituinte, na funcdo carboxilo em C-17, com férmula C4H4N,O (Figura 2.32), tendo sido
esta hipotese comprovada pelos dados de RMN-'H (Figura 2.75, pagina 94) e RMN-"C
(Figura 2.76, pagina 95 e Figura 2.77, pagina 96).

|(M+H)-96[*
|(M+H)-96-60*

il
~
~
\J

|(M+H)-96-60-191*

|(M+H)-96-217*
|(M+H)-96-60-217*

Figura 2.32: Padrdo de fragmentacdo do composto 7.

Ao realizarmos a andlise do composto 7, por impacto electrénico, obtem-se o espetro
apresentado na Figura 2.33, cuja observagao nos permite verificar a presenga do ido molecular
a m/z 563 (M) e dos sinais a m/z 503, 467, 407, 251, 216 e 189(100) que, de acordo com os
dados obtidos com a espetrometria de massa tandem, podera corresponder ao seguinte padrao
de fragmentagdo: m/z 503 (M-H;CCOOH|"), m/z 467 (M- C4H;N,0["), 407 (IM-C4H4N,O-
H3;CCOOH|"), m/z 251 e 21 (FrDA do anel C) e a posterior decomposigdo do fragmento a
m/z 216 (m/z 189).
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UAS4A-1#748-803 RT: 7.22-7.74 AV 56 NL: 143E6
T: +c Fullms [ 50.00-650.00]
18

100
95—3
903
853

9.01

803 65.99 175.08
147.06 216.02

95.06

Relative Abundance

352.96 391.15

579.07 £30.90

100 200 300 400 500 600
miz

Figura 2.33: Espetro de massa do composto 7, obtido por £/, em modo ido positivo.

Composto 8 (3-oxours-12-en-28-il-1H-imidazol-1-carboxilato)

O espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 8, obtido por ESI, em modo ido

positivo ¢ apresentado na Figura 2.34.

Da sua observagdo, podemos ver para o primeiro ciclo de fragmentag¢do (MS), o sinal do ido
molecular a m/z 506 (M+H|["), que, em relagdo ao acido ursélico e ao composto 6, difere,

respetivamente, em mais 49 u.m.a. e menos 58 u.m.a..

Ao fazermos o segundo ciclo de fragmentacdo (1S2), para o ido molecular obtido em MS, nao
observamos o sinal correspondente a perda de 4gua, mas sim um com abundancia relativa de
100% a m/z 410, a que corresponde uma perda de 96 u.m.a., que podera ser indicativo da
presenga de um substituinte com formula C4H4N,O, em C-17, tal como se verificou no

composto 7.

O terceiro ciclo de fragmentagdo (MS3) foi realizado para dois ides distintos, a m/z 410 e m/z

203. O primeiro ido deu origem a trés sinais a m/z 207, 203(100) e 189, a que correspondem
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perdas de, respetivamente, 203 u.m.a, 207 u.m.a. e 221 u.m.a., sugerindo a FrDA do anel C
(m/z 207 e 203) e a posterior decomposi¢ao do fragmento a m/z 203 por perda de 14 u.m.a.
(m/z 189: |(M+H)-203-14["). Quanto ao segundo, o ido m/z 203, originou os sinais a
m/z 189(100) e 133 a que correspondem perdas de 14 u.m.a. (m/z 189: |(M+H)-203-14[") e
70 u.m.a. (m/z 133: |(M+H)-203-70|") e que pode ser indicativo da perda de CH, (m/z 189) e a

clivagem do anel E (m/z 133).

100— 506.24 NL: 7.34E8
] 8#90 RT- 0.90 AV: 1F: +¢
] ES| Full ms [55.00-600.00]
] 409.97
50
] 203.09
] 18909 2570629958 34972
g 103_ ‘ - ' 410.05 NL: 7.31E7
57 8#111 RT- 129 AV: 1F +¢
2 3 ES| Full ms2
3 5] 203.11 506.00@cid47.00
= 50 — [135.00-600.00]
z 1 180.08[=
g = 506.31
e 20347 NL: 3 88E6
] 8#123 RT- 157 AV: 1F +c
] ESIFull ms3
] 207.01 506 00@cid47 00
507 189.04 410.00@cid37 00
. I [110.00-600.00]
oo Te904 NL: 4 11E5
] 8#155 RT 241 AV: 1F +¢
T133.27 ESI Full ms3
sl 506.00@cid47.00
] 203.00@cid37.00
. [55.00-600.00]
0— T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T
200 300 400 500
miz

Figura 2.34: Espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 8, obtido por ESI em
modo 130 positivo.

Os fragmentos provenientes da FrDA do anel C do composto 8 (m/z 207 e 203), em
comparagdo com os correspondentes do composto 6 (m/z 251 e 203), sugerem que, por um
lado, o esqueleto do composto 8 ¢, tal como o do 6 e do acido ursélico, um 12-urseno (m/z
203), por outro, a redu¢do de 44 u.m.a. entre os fragmentos que incluem os anéis A e B (m/z
207 para o composto 8 e m/z 251 para o composto 6) sdo indicativos da substituicdo de

H3;CCOOH (60 u.m.a) por uma fun¢ao cetona (16 u.m.a).

A perda inicial de 96 u.m.a, tal como se verificou no composto 7, e o facto desta sé se ter
verificado em MS2, sugere a presenga de um substituinte, em C-17, com féormula C4H4N,O

(Figura 2.35).
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A estrutura proposta com base nestes resultados foi confirmada pelos dados de RMN ('H -

Figura 2.79, pagina 97 e "°C - Figuras 2.80 e 2.81, pagina 98).

|(M+H)-96-

o

07*

|(M+H)-96|*

|(M+H)-96-203[*

Figura 2.35: Padrao de fragmentacao do composto 8.

Ao realizarmos a andlise do composto 8, por impacto eletronico, obtem-se o espetro

apresentado na Figura 2.36.

UABC-1 #680-729 RT: 6.12-6.52 AV 50 NL: 4.17ES
T: +c Full ms [ 50.00-550.00]

100
95
90
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Figura 2.36: Espetro de massa do composto 8, obtido por £/, em modo ido positivo.

~ . . + . .
Da sua observacgao, verifica-se a presenca do 130 molecular a m/z 505 (M) e dos sinais a m/z

409, 203, 189 e 133, o que esta de acordo com os dados obtidos com a espetrometria de massa
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tandem e que poderd corresponder ao seguinte padrdo de fragmentacdo: m/z 409 (|M-
C4H4N,O["), & FrDA do anel C (m/z 203) e posterior decomposigio de m/z 203 por perda de,

respetivamente, 14 u.m.a. ( m/z 189) e 70 um.a. ( m/z 133).

Composto 9 (3-oxours-12-en-28-il-2’-metil-1H-imidazol-1-carboxilato)

O espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 9, obtido por ESI, em modo ido

positivo ¢ apresentado na Figura 2.37.
No primeiro ciclo de fragmentacdo (MS), observa-se o sinal maioritario a m/z 520, que

n + ;. ~
corresponde ao ido molecular ([IM+H]|"), apresentando um acréscimo de 14 u.m.a. em relacao

ao composto 8 e 63 u.m.a. relativamente ao acido ursoélico.

520.04 NL:1.1ME7

100 9#115 RT 229 AV 1F + ¢
0 ESI Full ms [55.00-600.00]
] 41001
507 203 14
] 207.05
0114631 ||, 2570629958 34972
B2 ZT043 NL: 281E6
£ 0] 9#63 RT 0.92 AV 1F: +¢
= 4 203.21 ESI Full ms2
8 520 00@cid47 00
i N 207.11 [140.00-600.00]
2 4 191
g 7 ~ ‘ 519.05
@ 0 | 1
ol 703 &7 NL: 3.58E5
] GHTT RT- 125 AV 1F +¢
] ESIFull ms3
0] 207.06 520 00@cid47 00
- 410 00@cid37.00
1 1 [110.00-600.00]
103_ 8074 NL: 2 10E5
] 9#89 RT 157 AV 1F: +¢
i ESI Full ms3
5o 13310 520 00@cid47 00
] 203 00@cid37 00
] ‘ [55.00-600.00]
0— T T T | T T T T T T T T | T T T T T
200 300 400 500

Figura 2.37: Espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 9 obtido por ESI em
modo 130 positivo.

Ao fazermos o segundo ciclo de fragmentacdo (MS2) para o 130 molecular, observamos, por
um lado, que o sinal principal a m/z 410, corresponde a uma perda de 110 u.m.a., tal como se

verificou no composto 6, o que poderéd ser indicativo da presenca de um substituinte, em
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C-17, com férmula molecular CsH¢N,O, por outro lado, que os sinais apresentados
(m/z 410(100), 207, 203 e 189) sdo iguais ao MS2 do composto 8, o que sugere que os dois
compostos t€ém uma estrutura ursélica igual diferindo, apenas, no seu substituinte da posi¢ao
17, o que estd de acordo com a diferenga de 14 u.m.a entre os seus ides moleculares. A
semelhanca entre os sinais obtidos nos MS3 dos dois compostos (8 e 9) e os dados obtidos por
RMN-'H (Figura 2.83, pagina 100), RMN-">C (Figuras 2.84 ¢ 2.85, pagina 101) e DEPT-135
(Figura 2.86, pagina 102) refor¢cam esta hipotese estrutural (Figura 2.38).

|(M+H)-110/*

|(M+H)-110-207]*

|(M+H)-110-203[*

Figura 2.38: Padrao de fragmentacao do composto 9.

Ao realizarmos a andlise do composto 9, por impacto electronico, obtém-se o espetro que se

pode observar na Figura 2.39.
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Figura 2.39: Espetro de massa do composto 9, obtido por £/, em modo ido positivo.
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A presenca do ido molecular a m/z 519 (M) e dos sinais a m/z 409, 313, 203(100), 189 ¢ 133
estd de acordo com os dados obtidos com a espetrometria de massa fandem e o padrao de
fragmentagio podera ser o seguinte: perda do substituinte em C-17 (m/z 409: [M-CsHgN,O|"),
FrDA do anel C (m/z 313, 203) e posterior decomposi¢do de m/z 203 ( m/z 189).

Composto 10 (3,11-dioxours-12-en-28-il-1H-imidazol-1-carboxilato)

O espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 10, obtido por ESI, em modo ido

positivo ¢ apresentado na Figura 2.40.

100— 52033  NL: 2.77E7
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Z 1 18907 ‘
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Figura 2.40: Espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 10, obtido por ES/ em
modo 130 positivo.

Para o primeiro ciclo de fragmentag¢do (MS), observa-se o sinal do ido molecular a m/z 520

(IM+H["), que é igual ao apresentado pelo composto 9.

No segundo ciclo (MS2) para o fragmento do ido molecular, m/z 520, observamos o sinal

principal a m/z 424, a que corresponde uma perda de 96 u.m.a e ndo de 110 u.m.a., como
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aconteceu com o composto 9. Este perfil de fragmentag¢do pode ser indicativo da presenca do

substituinte C4H4N,O em C-17, como ocorrido para o composto 7.

Com o terceiro ciclo de fragmentagdo (MS3), para o 130 maioritario de MS2 (m/z 424), sao
apresentados trés sinais a m/z 217(100), 207 e 189, que sdo iguais aos sinais secundarios de
MS2, e que correspondem a perdas de, respetivamente, 207, 217 e 235 u.m.a., sugerindo a
FrDA do anel C (m/z 217: |(M+H)-96-207|" e m/z 207: |(M+H)-96-217|") e a posterior
decomposi¢do de m/z 217 ( m/z 189: |(M+H)-96-207-28|"), o que esta de acordo com o

apresentado no outro MS3 que foi realizado para o ido a m/z 217.

A compara¢do dos fragmentos resultantes da FrDA do anel C entre os compostos 10
(m/z 217(100) e 207) e 9 (m/z 207 e 203(100)) ¢ indicativo de que a por¢cdo do composto que
contém os anéis A e B ¢ igual nos dois compostos (m/z 207), enquanto que os fragmentos
correspondentes a por¢do da molécula constituida pelos anéis D e E (m/z 217 para o composto
10 e m/z 203 para o composto 9) possuem uma diferenca de 14 u.m.a o que sugere a presenca
de uma fungdo cetona conjugada com a dupla ligagdo em C-12, como se verifica no composto
7 (Figura 2.41). A estrutura sugerida foi confirmada pelos dados de RMN ('H — Figura 2.87,
pagina 103, °C — Figura 2.88, pagina 103 ¢ DEPT-135 — Figura 2.90, pagina 104).

|(M+H)-96[*

|(M+H)-96-207*

Figura 2.41: Padrao de fragmentacdo do composto 10.

Ao realizarmos a analise do composto 10, por impacto eletronico, obtém-se o espetro

apresentado na Figura 2.42.
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Figura 2.42: Espetro de massa do composto 10, obtido por £/, em modo ido positivo.

Da sua observagio, verifica-se a presenga do ido molecular a m/z 519 (M") e dos sinais a m/z
423, 216 e 189(100) que, tendo como base os dados obtidos com a espetrometria de massa
tandem, podera corresponder ao seguinte padrdo de fragmentacdo: perda do substituinte em
C-17 (m/z 423: (M-C4H4N,0["), FrDA do anel C (m/z 216) e posterior decomposicio do ido a
m/z 216 (m/z 189).

Composto 11 (3,11-dioxours-12-en-28-il-2’metil-1 H-imidazol-1-carboxilato)

O espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 11, obtido por ESI, em modo ido

positivo, ¢ apresentado na Figura 2.43.

No MS de 1* ordem observa-se o sinal do ido molecular a m/z 534 ((M+H|") a que corresponde
um acréscimo de 14 u.m.a., relativamente ao composto 10, e 77 u.m.a., comparativamente

com o acido ursolico.



Anadlise estrutural de novos derivados semi-sintéticos dos dcidos oleandlico e ursolico
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Figura 2.43: Espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 11, obtido por ES/ em
modo 130 positivo.

No MS2, para o fragmento maioritario em MS, m/z 534, observamos o sinal de maior
abundancia relativa a m/z 424 que ¢ indicativo, por um lado, de uma perda de 110 u.m.a, tal
como se observou no composto 9, o que sugere a presenga do substituinte, em C-17, com
formula molecular CsHgN,O e, por outro, ao ser igual ao apresentado em AMS2 para o
composto 10 indica que os dois compostos possuem o mesmo esqueleto ursolico diferindo,
apenas, nos seus substituintes em C-17 (CsH¢N,O para o composto 11 e C4HsN,O para o
composto 10), que possuem uma diferenca, entre si, de 14 u.m.a, estando de acordo com o
valor correspondente ao acréscimo observado no ido molecular do composto 11 relativamente

ao 10 (Figura 2.44).

O terceiro ciclo de fragmentagao (MS3), realizado para os ides a m/z 424 e 217, esta de acordo
com a proposta de estrutura anteriormente formulada e, tal como acontece para o composto
10, os sinais apresentados (m/z 217(100), 207 e 189) correspondem a FrDA do anel C (m/z 217
e 207) e a posterior decomposi¢ao de m/z 217 por perda de CoHy (m/z 217— m/z 189).
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|(M+H)-110/*
I

/
/
=y

|(M+H)-110-207]*

|(M+H)-110-217]*

\\\\“‘

Figura 2.44: Padrao de fragmentacdo do composto 11.

Ao realizarmos a andlise do composto 11, por impacto electronico, obtém-se o espetro
apresentado na Figura 2.45, onde se pode verificar a presenca do ido molecular a m/z 533
(M") e dos sinais a m/z 423, 216 e 189(100) que estio de acordo com os dados obtidos com a
espetrometria de massa tandem, em que: m/z 423 corresponde a perda do substituinte em C-17
(IM-CsHgN,O["), m/z 216 ao fragmento resultante da FrDA do anel C e m/z 189 a
decomposicao do fragmento m/z 216 (m/z 189).
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Figura 2.45: Espetro de massa do composto 11, obtido por £/, em modo ido positivo.
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Composto 12 (3,11-dioxours-12-en-28-il-4 H-triazol-4-carboxilato)

O espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 12, obtido por ESI, em modo ido
positivo, ¢ apresentado na Figura 2.46, onde se pode observar, para o primeiro MS, o sinal
maioritario a m/z 521, a que corresponde o ido molecular (M+H|"), e que possui uma reducio
de 13 u.m.a. relativamente ao composto 11 e acréscimos de 1 e de 64 u.m.a , em comparacao

com, respetivamente, o composto 10 e o acido ursoélico.
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Figura 2.46: Espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 12, obtido por ES/ em
modo 130 positivo.

No MS de 2% ordem (MS2) para o fragmento do ido molecular, m/z 521, observamos os sinais
a m/z 424(100), 217, 207 e/ou 189, comuns aos registados no MS2 e/ou MS3 dos compostos 10
e 11. Este padrdo de fragmentacdo sugere um esqueleto ursdlico igual nos trés compostos
diferindo, apenas, nos seus substituintes em C-17 que, pela perda de 97 u.m.a. do ido
maioritdrio em MS2 do composto 12 (m/z 424), relativamente ao ido molecular (m/z 521),
devera corresponder a um substituinte com a formula molecular C3H3;N;O (Figura 2.47) que

difere em menos 13 u.m.a. e mais 1 u.m.a. em relagdo aos substituintes da mesma posi¢ao dos

64
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compostos 11 e 10, respetivamente, o que estd de acordo com o valor de diferenga entre os
i0es moleculares dos trés compostos (m/z 521, 534 e 520) (Figura 2.47) e com os dados
obtidos por RMN-'H (Figura 2.95, pagina 108), RMN-"C (Figura 2.96, pagina 109) ¢ DEPT-
135 (Figura 2.98, pagina 110).

|(M+H)-97-207*

|(M+H)-97-217*

‘\
W

Figura 2.47: Padrao de fragmentacdo do composto 12.

Ao realizarmos a analise do composto 12, por impacto eletronico, obtém-se o espetro

apresentado na Figura 2.48.
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Figura 2.48: Espetro de massa do composto 12, obtido por £/, em modo ido positivo.
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A presenca do ido molecular a m/z 520 (M") e dos sinais a m/z 423, 216 e 189 esta de acordo
com os dados obtidos com MS tandem e sdo indicativos do seguinte padrao de fragmentagao:
perda do substituinte em C-17 (m/z 423: M- C3;H3N3;O["), FrDA do anel C (m/z 216) e

posterior decomposic¢ao do fragmento m/z 216 (m/z 189).

Composto 13 (28-(4H-triazol-4-il)-3,28-dioxours-12-en-2-(4H-triazol-4-il)-metileno)

O espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 13, obtido por ESI, em modo ido

positivo ¢ apresentado na Figura 2.49.

586.04 NL:1.14E8

100 13#75 RT: 0.80 AV: 1F: +¢
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Figura 2.49: Espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 13, obtido por ES/ em
modo 130 positivo.

Da sua observagdo, podemos ver para o primeiro ciclo de fragmentacao (MS), o sinal do ido
molecular a m/z 586 ((M+H|") que difere em 66 u.m.a., relativamente ao composto 9, e 129

u.m.a., comparativamente com o acido ursdlico.

Ao fazermos o segundo ciclo de fragmentagdo (MS2) para o ido molecular obtido em MS,
observamos o sinal maioritario a m/z 489 a que corresponde uma perda de 97 u.m.a., tal como

aconteceu no composto 12, o que sugere a presen¢a do substituinte, em C-17, com formula
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molecular C3H3;N30, o que foi confirmado pelos dados de RMN ('H — Figura 2.99, pagina
111 ; °C — Figura 2.100, pagina 112 e DEPT-135 — Figura 2.102, pagina 113).

O terceiro ciclo de fragmentagdo (MS3) foi feito para dois ides distintos; o primeiro para o ido
maioritdrio de MS2, m/z 489, dando origem a trés sinais a m/z 286, 203(100) e 189,
correspondentes a perdas de, respetivamente, 203, 286 ¢ 300 u.m.a. que sdo indicativas da
FrDA do anel C seguida pela decomposicdo de m/z 203 por perda de 14 u.m.a (m/z 189:
|(M+H)-97-286-14|"); o segundo para m/z 203 que originou os sinais a m/z 189 e 133, a que
correspondem perdas de 14 u.m.a., tal como observado no MS3 de m/z 489, e 70 u.m.a.

(m/z 133: |(M+H)-97-286-70[).

A comparagao dos fragmentos resultantes da FrDA do anel C para o composto 13 (m/z 286 ¢
203) com os do composto 9 (m/z 207 e 203) sugere que os dois sdo 12-ursenos (m/z 203). Por
outro lado, o acréscimo de 79 u.m.a. entre os fragmentos que incluem os anéis A e B dos dois
compostos (m/z 286 para o composto 13 e m/z 207 para o composto 9) pode indicar as
presengas, no anel A, da funcdo cetona, tal como acontece no composto 9, e do substituinte
com formula molecular CsH3Nj; (Figura 2.50), o que ¢ confirmado com os dados obtidos por

RMN-"C (Figura 2.100, pagina 112).

|(M+H)-97[*

|(M+H)-97-286]*

|(M+H)-97-203*

Figura 2.50: Padrao de fragmentacdo do composto 13.

A diferenca de 66 u.m.a. entre os ides moleculares dos dois compostos (9 e 13) esta de acordo
com a estrutura sugerida para o composto 13, uma vez que o seu substituinte em C-17

evidencia uma redugdo de 13 u.m.a. relativamente ao substituinte da mesma posi¢do do



Anadlise estrutural de novos derivados semi-sintéticos dos dcidos oleandlico e ursolico

composto 9, em contrapartida, o substituinte localizado no anel A do composto 13 possui um

acréscimo de 79 u.m.a. relativamente ao composto 9.

Ao realizarmos a analise do composto 13, por impacto electronico, obtém-se o espetro que se

pode observar na Figura 2.51.
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Figura 2.51: Espetro de massa do composto 13, obtido por £/, em modo ido positivo.

A presenca do ido molecular a m/z 585 (M) e dos sinais a m/z 488, 203, 189 ¢ 133 esta de
acordo com os dados obtidos com MS tandem e sugere o seguinte padrdo de fragmentagdo:
perda do substituinte em C-17 (m/z 488: |M-C3H3N;0["), F*DA do anel C (m/z 203) e
posterior decomposi¢do de m/z 203 por perda de CH, (m/z 189) e por clivagem do anel E
(m/z 133).

Composto 14 (Metil 2-(1H-imidazol-1-il)-metileno-3,11-dioxours-12-en-28-o0ato)

O espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 14, obtido por ESI, em modo ido

positivo ¢ apresentado na Figura 2.52.
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Figura 2.52: Espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 14, obtido por ES/ em
modo 130 positivo.

Para o MS de 1* ordem, observa-se o sinal maioritdrio a m/z 562, que corresponde ao ido
+ . . , . . ;s

molecular [M+H|', e que evidencia um acréscimo de 105 u.m.a., relativamente ao acido

ursolico, e 42, 28 e 41 u.m.a. comparativamente com os compostos 10, 11 e 12,

respetivamente.

No segundo ciclo (MS2) para o fragmento do ido molecular obtido em MS, m/z 562,
observamos a presen¢a do ido maioritario a m/z 502 a que corresponde uma perda de 60
u.m.a., tal como aconteceu nos compostos 2, 3 e 4, o que sugere a presenga do substituinte

HCOOCH; em C-17.

Com o terceiro ciclo de fragmentacdo (MS3), para o ido maioritdrio de MS2 (m/z 502),
aparecem trés sinais a m/z 285, 217(100) e 189 a que correspondem perdas de, respetivamente,
217, 285 e 313 u.m.a., resultantes da FrDA do anel C (m/z 285: |(M+H)-60-217|" e m/z 217:
|(M+H)-60-285|") e a posterior decomposicdo de m/z 217 (m/z 189: |(M+H)-60-285-28|"), o

que ¢ confirmado no MS3 realizado para o ido m/z 217.
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Dos fragmentos resultantes da FrDA do anel C (m/z 285 e 217(100)) pode-se inferir que o
composto 14 ¢ do tipo 11-ox0-12-urseno (m/z 217), tal como verificado para os compostos 10,
11 e 12, e que o acréscimo de 78 u.m.a. do ido correspondente aos anéis A e B do composto
14 (m/z 285) relativamente ao ido dos compostos 10-12 (m/z 207) ¢ devido a presenca no anel
A, para além da fun¢do cetona, comum aos quatro compostos, de um substituinte com formula
molecular C4H4N, (Figura 2.53), hipotese que foi confirmada com os dados obtidos por
RMN-'H (Figura 2.103, pagina 114), RMN-"C (Figura 2.104, pagina 115) ¢ DEPT-135
(Figura 2.106, pagina 116).

_|(MHH)-60"
= T
/
|(M+H)-60-285* .
e
0
\

|(M+H)-60-217*

Figura 2.53: Padrdo de fragmentacdo do composto 14.

O acréscimo de 41 u.m.a. entre os ides moleculares dos compostos 14 e 12 ¢ resultado, por
um lado, de uma diferenca de 37 u.m.a entre os seus substituintes na posi¢ao C-17 (inferido
pelas perdas de 60 e de 97 u.m.a. por fragmentacdo do ido molecular dos compostos 14 e 12,
respetivamente) e, por outro, do acréscimo de 78 u.m.a. do substituinte do anel A do
composto 14 em relagdo ao composto 12. Estes resultados corroboram a estrutura proposta

para o composto 14.

Por outro lado, o fragmento correspondente a F¥DA do anel C e que contém os anéis A e B do
composto 14 (m/z 285) possui uma reducdo de 1 u.m.a relativamente ao fragmento
correspondente do composto 13 (m/z 286), o que esta de acordo com a natureza dos

substituintes, C4H4N, (composto 14) e C3H3N; (composto 13).

Ao realizarmos a analise do composto 14, por impacto electronico, obtém-se o espetro que ¢é

apresentado na Figura 2.54.
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Figura 2.54: Espetro de massa do composto 14, obtido por £/, em modo ido positivo.

Da sua observagio, verifica-se a presenga do ido molecular a m/z 561 (M") e dos sinais a m/z
501, 285, 216(100) e 189, que estdo de acordo com os dados obtidos com MS tandem e que
sdo indicativos do seguinte padrdo de fragmentagdo: perda do substituinte em C-17 (m/z 501:
IM-HCOOCHj;|"), F*DA do anel C (m/z 285 e 216) e posterior decomposigdo do fragmento a
m/z 216 (m/z 189).

Composto 15 (Metil 2-(2’-metil-1H-imidazol-1-il)-metileno-3,11-dioxours-12-en-28-oato)

O espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 15, obtido por ESI, em modo ido

positivo ¢ apresentado na Figura 2.55.
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Figura 2.55: Espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 15, obtido por ES/ em
modo 130 positivo.

Para o primeiro ciclo de fragmentacdo (MS), observa-se o sinal do ido molecular a m/z 576
(M+H[") a que corresponde um acréscimo de 14 u.m.a. relativamente ao ido molecular do

composto 14 e de 119 u.m.a. em comparagdo com o acido ursoélico.

No MS?2 para o fragmento do ido molecular obtido em MS, m/z 576, observamos o sinal, com
abundancia relativa de 100%, a m/z 516 o que evidencia uma perda de 60 u.m.a, tal como
acontece no MS2 do composto 14, o que sugere a presenga do substituinte HCOOCH3 em

C-17.

Com o terceiro ciclo de fragmentagdo (MS3), para o 130 maioritario de MS2 (m/z 516), temos
trés sinais a m/z 299, 217(100) e 189 a que correspondem perdas de, respetivamente, 217, 299
e 327 u.m.a., sugerindo a fragmentagdo DA do anel C (m/z 299: |(M+H)-60-217|" e m/z 217:
|((M+H)-60-299|") e a posterior decomposi¢io de m/z 217 por perda de C,Hs, que é
confirmada pelo MS3 para o ido a m/z 217, (m/z 189: [(M+H)-60-299-28|").
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A observagdo, nos compostos 15 e 14, da perda em MS2 de 60 u.m.a. e a presenga do sinal a
m/z 217, correspondente ao fragmento da FrDA do anel C que contém os anéis D e E, sugere

que a parte da molécula constituida pelos anéis C, D e E ¢ igual nos dois compostos (14 ¢ 15).

Por outro lado, a diferenga entre os fragmentos correspondentes a F¥rDA que contém os anéis
A e B, m/z 299 para o composto 15 e m/z 285 para o composto 14, corresponde a uma
diferenga de 14 u.m.a, valor igual ao acréscimo do 130 molecular do composto 15 em relagao
ao 130 molecular do composto 14, o que sugere a substituicdo de C4sH4N, do composto 14 por
CsHeN,, do composto 15 (Figura 2.56), resultado confirmado pelos dados obtidos por
RMN-'H (Figura 2.107, pagina 117) e RMN-"C (Figura 2.108, pagina 118) .

|(M+H)-60*

|(M+H)-60-299[*

|(VI+H)-60-217*

Figura 2.56: Padrao de fragmentacido do composto 15.

Ao realizarmos a analise do composto 15, por impacto eletronico, obtém-se o espetro
apresentado na Figura 2.57, onde se pode observar a presenca do ido molecular a m/z 575
(M") e dos sinais a m/z 515, 216 e 189, indicativos do seguinte padrio de fragmentagao: perda
do substituinte em C-17 (m/z 515: [M-HCOOCH;|"), fragmentacio retro Diels-Alder do anel
C (m/z 216) e posterior decomposicao do fragmento m/z 216 (m/z 189), o que esta de acordo

com os dados obtidos com MS tandem.
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UA43A-1 #768-804 RT: 7.72-8.11 AV: 37 NL: 4.85E6
T: +c Fullms [ 50.00-650.00]
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Figura 2.57: Espetro de massa do composto 15, obtido por £/, em modo ido positivo.

Composto 16 (Metil 2-(4H-triazol-4-il)-metileno-3,11-dioxours-12-en-28-0ato)

O espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 16, obtido por ESI, em modo ido

positivo ¢ apresentado na Figura 2.58.

Para o primeiro ciclo de fragmentacao (MS), observa-se o sinal do ido molecular a m/z 563
(M+H[") o que evidencia uma reducdo de 13 u.m.a. e de um acréscimo de 1 u.m.a., em

relacdo aos ides moleculares dos compostos 15 e 14, respetivamente.

No MS de 2% ordem, para o fragmento do ido molecular obtido em MS, m/z 563, observamos a
presenga do ido maioritdrio a m/z 503 a que corresponde uma perda de 60 u.m.a.,
comportamento igual ao apresentado no MS2 dos compostos 14 e 15, e que ¢ indicativo da

presenca do substituinte HCOOCH; em C-17.

Com o terceiro ciclo de fragmentacdo (MS3), para o ido maioritdrio de MS2 (m/z 503),

aparecem trés sinais a m/z 286, 217(100) e 189 cujo possivel padrido de fragmentacdo podera



Andlise estrutural de novos derivados semi-sintéticos dos dcidos oleandlico e ursolico

corresponder a F¥DA do anel C (m/z 286 e 217) e a posterior decomposicao de m/z 217 por
perda de Co;Hy (m/z 217— m/z 189).

100 563.23  NL 1.24E9
] 16#19 RT- 019 AV: 1F: +¢
] ESI Full ms [55.00-600 00]
] 503.27
50
1 188.91 21[7'23 286.19 409.99
Bt 503 02 NL: 1.98E8
] 16#107 RT- 119 AV 1F: +
g ] ¢ ESIFull ms2
3 s 217.24 563 00@cid47 00
= 307 [155.00-600 .00]
2 4 286.03
5 3 189"” | 56266
& 108_ 21714 NL: 1.18E7
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07 s887 503 00@cid37 00
. [135.00-600 00]
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. [55.00-600.00]
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Figura 2.58: Espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 16, obtido por ES/ em
modo 130 positivo.

As presencas, nos compostos 16, 15 e 14, do substituinte HCOOCH; em C-17, sugerida pela
perda, em MS2, de 60 u.m.a, e do sinal a m/z 217, correspondente ao fragmento da FrDA do
anel C que contém os anéis D e E, sdo indicativos de uma estrutura, constituida pelos anéis C,

D e E, igual nos trés compostos.

Todavia, as diferencas observada nos fragmentos dos compostos 16, 15 e 14, correspondentes
a FrDA que inclui os anéis A e B, m/z 286 (composto 16), m/z 299 (composto 15) e m/z 285
(composto 14), evidenciam substitui¢des diferentes no anel A, o que pode corresponder a
introducdo de C3H3N3; no composto 16 (Figura 2.59), que difere em menos 13 u.m.a. e mais
I um.a. em relacdo, respetivamente, aos substituintes dos compostos 15 (CsHeNy) e 14
(C4H4N»), o que estd de acordo com as diferengas verificadas nos ides moleculares dos trés
compostos e¢ com os dados obtidos por RMN-'H (Figura 2.111, pagina 120), RMN-"C
(Figura 2.112, pagina 121) e DEPT-135 (Figura 2.114, pagina 122).
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(M+H)-60[*
|(M+H)-60-286]* \l |
F\ /
0

|(M+H)-60-217*

Figura 2.59: Padrao de fragmentacdo do composto 16.

Ao realizarmos a analise do composto 16, por impacto eletrénico, obtém-se o espetro que se

pode observar na Figura 2.60.
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Figura 2.60: Espetro de massa do composto 16, obtido por £/, em modo ido positivo.

O ido molecular a m/z 562 (M") e os sinais a m/z 286, 216 e 189 estdo de acordo com os dados
obtidos pela espetrometria de massa tandem e podem ser interpretado da seguinte forma: m/z
286 e 216 sdo originados devido a FrDA do anel C e o sinal a m/z 189 pela decomposi¢ao do
fragmento m/z 216 (m/z 189).
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Composto 17 (Metil 2-(2’-metil-1H-imidazol-1-il)-metileno-3-oxours-12-en-28-oato)

O espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 17, obtido por ESI, em modo ido

positivo, ¢ apresentado na Figura 2.61.
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Figura 2.61: Espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 17, obtido por ES/ em
modo 130 positivo.

Da sua observagdo, podemos ver para o primeiro ciclo de fragmentacao (MS), o sinal do ido

molecular a m/z 562 (M+H["), valor igual ao do composto 14.

Ao fazermos o segundo ciclo de fragmentacdo (MS2) para m/z 562, observamos o sinal
maioritario a m/z 502 que evidencia uma perda de 60 u.m.a., tal como se verificou nos

compostos 14, 15 e 16, e que pode ser indicativo da presenga de HCOOCH; em C-17.

No MS3 do ido maioritario de MS2, m/z 502, observa-se uma fragmentacdo distinta da do
composto 14. Ocorrem dois sinais principais a m/z 299 e 203(100), a que correspondem perdas
de, respetivamente, 203 e 299 u.m.a., resultantes da fragmentagcdo DA do anel C (m/z 299:

|((M+H)-60-203|", m/z 203: |(M+H)-60-299|"). Um novo MS3, mas desta vez para m/z 203,

77



Anadlise estrutural de novos derivados semi-sintéticos dos dcidos oleandlico e ursolico

originou os dois sinais a m/z 189(100) e 133 que sdo indicativos de perdas de 14 u.m.a. (CHy) e

de 70 u.m.a. (CsHy), respetivamente.

A FrDA do anel C (m/z 299 e 203) evidencia, por um lado, a presenca de uma estrutura
12-urseno (m/z 203), tal como verificado nos compostos 6, 8, 9 e 13 e, por outro, um anel A
igual ao do composto 15 (m/z 299), com uma fun¢do cetona e um substituinte com féormula
molecular CsHeN, (Figura 2.62), o que esta de acordo com os resultados de RMN-'H (Figura
2.115, pagina 123), RMN-"C (Figura 2.116, pagina 124) e DEPT-135 (Figura 2.118, pagina
125) do composto 17.

|(M+H)-60[*

|(M+H)-60-299*

Figura 2.62: Padrao de fragmentacdo do composto 17.

Ao realizarmos a andlise do composto 17, por impacto eletronico, obtém-se o espetro da
Figura 2.63, onde se pode observar o ido molecular a m/z 561 (M) e os sinais a m/z 501, 298,
203, 189 e 133(100) estdo de acordo com a informagdo obtida com a espetrometria de massa
tandem e correspondem ao seguinte padrdo de fragmentagdo: perda do substituinte em C-17,
m/z 501: IM-HCOOCH;|["; fragmentagdo retro Diels-Alder do anel C (m/z 298 ¢ 203) e a
posterior decomposi¢do de m/z 203, por perda de CH, (m/z 189) e clivagem do anel E
(m/z 133).
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Figura 2.63: Espetro de massa do composto 17, obtido por £7, em modo ido positivo.

Composto 18 (Metil 2-(4H-triazol-4-il)-metileno-3-oxours-12-en-28-o0ato)

O espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 18, obtido por ESI, em modo ido

positivo ¢ apresentado na Figura 2.64.

No primeiro ciclo de fragmentagio (MS), o sinal do ido molecular a m/z 549 (M+H|")
evidencia uma reducdo de 13 u.m.a em relacdo ao i@o molecular do composto 17 ¢ um

acréscimo de 92 u.m.a. em comparacao com o acido ursélico.

O MS2 para m/z 549 apresenta um sinal maioritario a m/z 489 a que corresponde uma perda de
60 u.m.a. sugerindo a presenca do substituinte HCOOCH;3; em C-17, tal como observado nos

compostos 14 a 17.

No MS de 3* ordem, do ido maioritario de MS2, m/z 489, observa-se a presenca de dois sinais
a m/z 286 e 203(100) a que correspondem perdas de, respetivamente, 203 e 286 u.m.a. o que

evidencia a FrDA do anel C (m/z 286: |(M+H)-60-203|", m/z 203: |(M+H)-60-286/").
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Um novo MS3, mas desta vez para m/z 203, originou os dois sinais a m/z 189(100) e 133 que

sdo indicativos da decomposi¢do de m/z 203 por perda de CH; (m/z 189) e de CsHo (m/z 133).
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50
o 20316 28621 36817 43501 [515.05
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3 odi__
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Figura 2.64: Espetro de massa tandem (MS, MS2 e MS3) do composto 18, obtido por ES/ em
modo 130 positivo.

A fragmentagdo DA do anel C (m/z 286 e 203) ¢ indicativa, por um lado, da presenca de uma
estrutura 12-urseno (m/z 203), tal como verificado nos compostos 6, 8, 9, 13 ¢ 17 e, por
outro, de um anel A e B igual ao dos compostos 13 e 16, responsaveis pelo ido a m/z 286, com
uma funcdo cetona e um substituinte com féormula molecular Cs;H3;N; (Figura 2.65),
conclusdes corroboradas pelos dados obtidos por RMN-'H (Figura 2.119, pagina 126),
RMN-"C (Figura 2.120, pagina 127) e DEPT-135 (Figura 2.122, pagina 128).

|(V+H)-60[*

J

|(M+H)-60-286]*

|(M+H)-60-203]*

Figura 2.65: Padrao de fragmentacdo do composto 18.
80
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Ao realizarmos a analise do composto 18, por impacto eletronico, obtém-se o espetro

apresentado na Figura 2.66.
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Figura 2.66: Espetro de massa do composto 18, obtido por £/, em modo ido positivo.

Da sua observagio, verifica-se a presenga do ido molecular a m/z 548 (M") e dos sinais a m/z
488, 263, 203, 189 e 133(100) o que esta de acordo com os dados obtidos pela espetrometria
de massa tandem e podem corresponder, respetivamente, a perda do substituinte em C-17 (m/z
488: (M-HCOOCH;["), a FrDA do anel C (m/z 263 ¢ 203) e a posterior decomposico de m/z
203, por perda de CH, (m/z 189) e por clivagem do anel E (m/z 133).

Os valores de m/z caracteristicos dos derivados semi-sintéticos do acido ursoélico, e as

respetivas intensidades relativas, estdo resumidos na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2: Carateristicas do espetro de massa (ESI e EI) dos derivados semi-sintéticos do
acido ursolico.

. +
MS: 457 (100) [M+H]| m/z 439 (perda de H,0 <> OH em
MS2 (457): 439 (100), 411 (47), 393 (69), 203 (5) C-3)

5 MS3 (457, 439): 393 (59), 249 (21), 203 (100), 190 (33), ™7 411 (perda do substituinte em

ESI C-17)
(AU) 189 (55) FrDA m/= 439 (m/= 249 ¢ 190)

MS3 (457, 411): 393 (41), 208 (23), 203 (100), 189 (67) FrDA m/z 411 (m/z 208 e 203)

MS3 (457, 393): 203 (100), 190 (27), 189 (34) e 133 (48) 51’;?2‘6‘0’3”12 >3 (l)g(u’?s/ Z 112003 ¢ 190)

MS: 564 (100) |[M+H][" acrislc:;mo 107 u.m.a. em relagdo
ao
MS2 (564): 454 (100), 394 (51), 251 (8), 203 (30), 189 (4)  perda do substituinte em C-17
EST MS3 (564, 454): 394 (39), 251 (58), 203 (100) auséncia do sinal correspgndente a
perda de H,O <> auséncia de OH
6 MS3 (564, 394): 203 (100), 191 (68), 189 (27) em C-3

FrDA m/z 454 (m/z 251 e 203)
FrDA m/z 394 (m/z 203 e 191)

m/z 203 <> 12-urseno

MS: 563 (20) M, 503 (2), 453 (15), 393 (19), 250 (61), 203 m/z 191 (perda do substituinte em

EI

(47), 189 (100), 133 (24) C-2 de m/z 251)
i + acréscimo 107 u.m.a. em relagdo
MS: 564 (100) [IM+H]| a0 AU
MS2 (564): 504 (18), 468 (100), 408 (54), 251 (7), 217 perda do substituinte em C-17
Esr (19) auséncia do sinal correspondente a
; MS3 (564, 468): 408 (37), 251 (43), 217 (100), 191 (33), {c’gdc"‘_fe H,0 <> auséncia de OH
189 (18) FrDA m/z 468 (m/z 251 e 217)
MS3 (564, 217): 189 (100) FrDA m/z 408 (m/z 217 e 191)
m/z 217 <> 11-0x0-12-urseno
El MS: 563 (13) M, 503 (1), 467 (16), 407 (11), 251 (24), 216
(73), 189 (100)
i + acréscimo 49 u.m.a. em relagdo ao
MS: 506 (100) [IM+H]| AU
ESI MS2 (506): 410 (100), 207 (21), 203 (54), 189 (13) perda do substituinte em C-17
. auséncia do sinal correspondente a
8 MS3 (506, 410): 207 (54), 203 (100), 189 (31) perda de H,0 <> auséncia de OH
MS3 (506, 203): 189 (100), 133 (54) em C-3
FrDA m/z 410 (m/z 207 e 203)
EI  MS: 505 (7) M", 409 (24), 203 (77), 189 (35), 133 (54) m/z 203 <> 12-urseno

Os fragmentos carateristicos dos trés ciclos de MS sdo apresentados a cores diferentes: lilas para o MS, azul para o MS2 e
verde para o MS3.

5 (AU): Acido 3-B-hidroxi-urs-12-en-28-6ico (4cido ursélico);

6: 3B-acetoxi-urs-12-en-28-il-2’-metil-1H-imidazol-1-carboxilato

7: 3B-acetoxi-11-oxours-12-en-28-il-1 H-imidazol-1-carboxilato

8: 3-oxours-12-en-28-il-1H-imidazol-1-carboxilato

82
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Tabela 2.2: Carateristicas do espetro de massa (ESI e EI) dos derivados semi-sintéticos do
acido ursolico (continuagdo).

acréscimo 63 u.m.a. em relagdo ao

MS: 520 (100) [M+H|" AU
. perda do substituinte em C-17
ESI M52 (520): 410 (100), 207 (29), 203 (69), 189 (14) auséncia do sinal correspondente a
9 MS3 (520,410): 207 (48), 203 (100), 189 (24) perda de H,O <> auséncia de OH

em C-3
FrDA m/z 410 (m/z 207 e 203)
m/z 203 <> 12-urseno

MS3 (520, 203): 189 (100), 133 (47)

gy MS: 519 (13) M', 409 (96), 313 (31), 203 (100), 189
(50),133 (39)

acréscimo 63 u.m.a. em relagdo ao

MS: 520 (100) [M+H|" AU
. perda do substituinte em C-17
ESI MS2 (520): 424 (100), 217 (35), 207 (32), 189 (8) auséncia do sinal correspondente a
10 MS3 (520,424): 217 (100), 207 (41), 189 (12) perda de H,O <> auséncia de OH

em C-3
FrDA m/z 424 (m/z 217 e 207)
m/z 217 <> 11-0x0-12-urseno

MS3 (520, 217): 189 (100)

EI  MS: 519 (5) M", 423 (4), 216 (29), 189 (100)

acréscimo 77 u.m.a. em relagdo ao
MS: 534 (100) [M+H|" AU

. perda do substituinte em C-17
ESI MS2(534): 424 (100), 217 (79), 207 (42), 189 (26) auséncia do sinal correspondente a
11 MS3 (534,424): 217 (100), 207 (45), 189 (19) perda de H,O <> auséncia de OH

em C-3
MS3 (534, 217): 189 (100) FrDA m/z 424 (m/z 217 e 207)
m/z 217 <> 11-0x0-12-urseno

EI  MS: 533 (7) M", 423 (12), 216 (18), 189 (100)

acréscimo 64 u.m.a. em relagdo ao
MS: 521 (100) [M+H|" AU

. perda do substituinte em C-17
ESI M52 (521): 424 (100), 217 (64), 207 (39), 189 (8) auséncia do sinal correspondente a
12 MS3 (521,424): 217 (100), 207 (44), 189 (13) perda de H,O <> auséncia de OH

em C-3
MS3 (521, 217): 189 (100) FrDA m/z 424 (m/z 217 e 207)
m/z 217 <> 11-o0x0-12-urseno

EI  MS: 520 (6) M, 423 (47), 216 (73), 189 (36)

MS: 586 (100) |M+H|+ acréscimo 129 u.m.a. em relagdo
ao AU
ESI MS2 (586): 489 (100), 286 (8), 203 (30), 189 (3) perda do substituinte em C-17
13 MS3 (586, 489): 286 (63), 203 (100), 189 (52) auséncia do sinal correspondente a
perda de H,O <> auséncia de OH
MS3 (586, 203): 189 (100), 133 (51) em C-3

FrDA m/z 489 (m/z 286 e 203)
EI  MS: 585 (4) M", 488 (70), 203 (43), 189 (100), 133 (51) m/z 203 <> 12-urseno

Os fragmentos carateristicos dos trés ciclos de MS sdo apresentados a cores diferentes: lilas para o MS, azul para o MS2 e
verde para o MS3.

9: 3-oxours-12-en-28-il-2’-metil-1 H-imidazol-1-carboxilato; 10: 3,11-dioxours-12-en-28-il-1H-imidazol-1-carboxilato;

11: 3,11-dioxours-12-en-28-il-2’metil-1 H-imidazol-1-carboxilato;

12: 3,11-dioxours-12-en-28-il-4 H-triazol-4-carboxilato;

13: 28-(4H-triazol-4-il)-3,28-dioxours-12-en-2-(4 H-triazol-4-il)-metileno
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Tabela 2.2: Carateristicas do espetro de massa (ESI e EI) dos derivados semi-sintéticos do
acido ursolico (continuagdo).

ESIT

MS: 562 (100) |[M+H|"
MS2 (562): 502 (100), 285 (14), 217 (31), 189 (6)

acréscimo 105 u.m.a. em relagdo
ao AU

perda do substituinte em C-17
auséncia do sinal correspondente a

14 MS3 (562, 502): 285 (49), 217 (100), 189 (31) perda de H,O <> auséncia de OH
em C-3
MS3 (562, 217): 189 (100) FrDA m/z 502 (m/z 285 ¢ 217)
m/z 217 <> 11-0x0-12-urseno
EI  MS: 561 (24) M", 501 (1), 285 (3), 216 (100), 189 (42)
acréscimo 119 u.m.a. em relagdo
MS: 576 (100) [M+H|" ao AU
. perda do substituinte em C-17
ESI M52 (576): 516 (100), 299 (19), 217 (36), 189 (5) auséncia do sinal correspondente a
15 MS3 (576, 516): 299 (43), 217 (100), 189 (29) perda de H,O <> auséncia de OH
em C-3
MS3 (576, 217): 189 (100) FrDA m/z 516 (m/z 299 e 217)
m/z 217 <> 11-ox0-12-urseno
EI  MS: 575 (17) M', 515 (2), 216 (54), 189 (50)
acréscimo 106 u.m.a. em relagdo
MS: 563 (100) [M+H|" ao AU
. perda do substituinte em C-17
ESI M52 (563): 503 (100), 286 (15), 217 (43), 189 (12) auséncia do sinal correspondente a
16 MS3 (563, 503): 286 (58), 217 (100), 189 (31) perda de H,O <> auséncia de OH
em C-3
MS3 (563, 217): 189 (100) FrDA m/z 503 (m/z 286 ¢ 217)
m/z 217 <> 11-0x0-12-urseno
EI  MS: 562 (10) M', 286 (25), 216 (37), 189 (23)
acréscimo 105 u.m.a. em relagdo
MS: 562 (100) [M+H|" ao AU
. perda do substituinte em C-17
ESI MS52(562): 502 (100), 299 (12), 203 31), 189 (3) auséncia do sinal correspondente a
17 MS3 (562, 502): 299 (51), 203 (100), 189 (26) perda de H,O <> auséncia de OH
em C-3
MS3 (562, 203): 189 (100), 133 (50) FrDA m/z 502 (m/z 299 e 203)
m/z 203 <> 12-urseno
gr  MS: 561 (13) M', 501 (11), 298 (75), 203 (47), 189

(15),133 (100)

Os fragmentos carateristicos dos trés ciclos de MS sdo apresentados a cores diferentes: lilas para o MS, azul para o MS2 e
verde para o MS3.
14: Metil 2-(1H-imidazol-1-il)-metileno-3,11-dioxours-12-en-28-oato;

15: Metil 2-(2"-metil-1H-imidazol-1-il)-metileno-3,11-dioxours-12-en-28-oato;

16: Metil 2-(4H-triazol-4-il)-metileno-3,11-dioxours-12-en-28-oato;

17: Metil 2-(2’-metil-1H-imidazol-1-il)-metileno-3-oxours-12-en-28-oato;
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Tabela 2.2: Carateristicas do espetro de massa (ESI e EI) dos derivados semi-sintéticos do
acido ursolico (continuagdo).

acréscimo 92 u.m.a. em relagdo ao

MS: 549 (100) [M+H[" AU
. perda do substituinte em C-17
EST M52 (549): 489 (100), 286 (21), 203 (32), 133 (12) auséncia do sinal correspondente a
18 MS3 (549, 489): 286 (55), 203 (100) perda de H,O <> auséncia de OH

em C-3
FrDA m/z 489 (m/z 286 e 203)
m/z 203 <> 12-urseno

MS3 (549, 203): 189 (100), 133 (52)

MS: 548 (8) M, 488 (4), 263 (45), 203 (83), 189 (26), 133
(100)
Os fragmentos carateristicos dos trés ciclos de MS sdo apresentados a cores diferentes: lilas para o MS, azul para o MS2 e

verde para o MS3.
18: Metil 2-(4H-triazol-4-il)-metileno-3-oxours-12-en-28-oato

El
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2.3. Ressonancia magnética nuclear de derivados semi-sintéticos dos acidos

oleandlico e ursodlico

2.3.1. Espetroscopia de Ressonianica Magnética Nuclear - fundamentos

A espetroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN), iniciada na década de quarenta do
século XX, por trabalhos independentes dos fisicos Felix Bloch ¢ Edward Mills Purcell,** ¢
uma técnica analitica que estuda a interacdo de radiacdo eletromagnética, na zona da
radiofrequéncia (rf), com a matéria, o que conduz a transi¢gdes entre niveis energéticos
correspondentes as diferentes orientacdes permitidas do spin nuclear, quando o nucleo se
encontra na presenga de um elevado campo magnético. A ocorréncia de transicdes pode ser
detetada através da captagdo da radiacdo emitida quando os ntcleos excitados retomam o

nivel de energia fundamental (de menor valor).*’*®

Detetar e medir o spin nuclear sdo os dois grandes objetivos da ressondncia magnética
nuclear. Todavia, o que a torna numa técnica preciosa para elucidacdo estrutural dos
compostos, onde se encontram os 4&tomos cujo spin esta a ser analisado, ¢ o facto da posi¢ao
do sinal de ressonancia de um nucleo ser influenciada pelo meio onde este estd inserido
(estrutura da molécula), que se traduz na observacdo que um nucleo dum determinado

elemento pode gerar mais do que um sinal numa regido vizinha da sua posi¢do carateristica.”’

Os equipamentos utilizados neste método analitico, os espetrometro de ressonancia magnética
nuclear (Figura 2.67), apesar de existirem modelos distintos, todos tém de apresentar quatro
unidades bésicas: um magnete que seja capaz de produzir um campo magnético homogéneo e
forte no compartimento onde se coloca a amostra; um emissor de radiofrequéncia para que
haja transi¢des entre niveis energéticos; um recetor de radiofrequéncia que possibilite a sua

~ . . . 46
dete¢do e uma unidade de tratamento de dados que permita converter os sinais em espetros.
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Figura 2.67:Espetrometro de ressonancia magnética nuclear (figura adaptada de Colnago et

al., 2002).

2.3.1.1. RMN-'H e RMN-C

Considerando o nucleo dos 4&tomos como um pido carregado que roda em torno do seu eixo,
criando o seu proprio campo magnético e sabendo que para obter espetros de ressonancia
magnética nuclear o elemento tem de apresentar um valor de spin diferente de zero, a
utilizacdo desta técnica s6 se torna possivel com os nucleos que se comportam como

49 ’ 1 13
magnetes,  como ¢ o casodo Hedo °C.

Estes dois elementos, apesar de ndo serem os unicos a poderem ser utilizados para a
observacdo do fenomeno de ressonincia magnética, sdo os mais significativamente utilizados

. ~ 4 ~ A .
na elucidag¢do estrutural, " uma vez que estdo presentes em todos 0s compostos organicos.

13 . . L.
Apesar do “C corresponder a apenas 1,1% do carbono existente, € por iSso ser necessario
amostras mais concentradas e maior tempo de acumulagdo de sinal, relativamente ao RMN-
iy ~ , . . ., . 12 - . .
'H, a sua utilizagdo ¢ justificada pelo facto do isdtopo mais abundante (‘*C) ndo gerar sinais

~ . . " 4
de RMN por ndo possuir spin magnético. 7
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2.3.2. Analise estrutural de derivados semi-sintéticos dos acidos oleandlico e ursolico

A espetroscopia de ressonancia magnética nuclear ¢ uma das técnicas mais utilizadas,
atualmente, para a elucidacdo estrutural de compostos organicos, em geral, e dos

triterpenoides pentaciclicos, em particular.

Desde os primeiros trabalhos de Knight, em 1974, com a utilizagdo desta metodologia
analitica para a caraterizagio estrutural de triterpenodides pentaciclicos,” o volume de

3,5-9,51,52

publicagdes nesta area tem vindo a crescer, gradualmente.

2.3.2.1. Derivados semi-sintéticos do acido oleandlico

Os derivados semi-sintéticos do 4cido oleandlico (2, 3 e 4)° foram caraterizados por

espectroscopia de ressonincia magnética nuclear (RMN-'H).

Composto 2 (Metil 2-(1H-imidazol-1-il)-carboxilato-3-oxo-olea-12-en-28-o0ato)

O composto 2, semi-sintetizado a partir do acido oleanolico, possui o espetro de RMN-'H

apresentado na Figura 2.68.

O conjunto de trés sinais na zona aromatica do seu espetro: a 8,20 ppm (s, 1H), 7,45 ppm
(1H, s) e 7,10 ppm (1H,s) indicam a presenca dos protdes aromaticos do anel imidazol. O
duplo dubleto (dd) a 5,75 ppm, com uma constante de acoplamento de 19,2 Hz, foi atribuido

ao protdo de C-12 e ¢ indicativo da presenca de uma dupla ligagdo neste carbono.

O sinal singleto (s) a 3,63 ppm, com uma integracdo de trés protdes, foi atribuido ao grupo
metil da funcdo éster em C-17. J4 o duplo dubleto (dd) a 2,87 ppm, com uma constante de
acoplamento de 16,8 Hz corresponde ao protdo de C-18 e indica-nos que estamos perante um

derivado com esqueleto oleanano, ou seja, os dois grupos metil estdo no C-20.
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Figura 2.68: Espetros de RMN-"H do composto 2.
Composto 3 (Metil 2-(2’-metil-1H-imidazol-1-il)-metileno-3-0xo0-olea-12-en-28-0ato)

O espetro de RMN-"H do composto 3 (Figura 2.69) apresenta dois sinais singleto, cada um
com uma integracdo de um protdo, a 7,13 ppm e 6,97 ppm, que correspondem aos dois

protdes aromaticos do anel metil-imidazol.
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Figura 2.69: Espetros de RMN-"H do composto 3.
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Composto 4 (Metil 3-(1H-imidazol-1-il)-carboxilato-12-oxo-oleanan-28-oato)

O composto 4 foi analisado por RMN-'H. A observagio do seu espetro (Figura 2.70)
permite-nos verificar a presenca de trés sinais, na zona aromatica, cada um com integracao de
um protdo, a 8,10 ppm (s), 7,39 ppm (s) e 7,06 ppm (s), que correspondem aos protdes
aromaticos do anel imidazol. O duplo dubleto (dd), a 4,66 ppm, com uma constante geminal
de 16,4 Hz foi atribuido aos protdes de C-3 e o sinal a 3,67 ppm (3H s) ¢ indicativo da

presenca do grupo metil da funcdo éster em C-17.
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Figura 2.70:Espetros de RMN-'H do composto 4.

Na tabela 2.4, sdo apresentados os sinais de RMN-"H mais carateristicos de cada um dos

compostos 2, 3 e 4 e as respetivas atribuigdes.
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Tabela 2.3: Sinais RMN-"H carateristicos dos compostos 2, 3 ¢ 4.

Derivados semi-sintéticos do acido oleanolico

) &= 8,20 (1H s imidazol), 7,44 (1H s imidazol), 7,10 (1H s imidazol), 5,75 (1H dd J 19.2Hz H-12),
3,63 3H s COCH,), 2,87 (1H dd J 16.8Hz H-18)

3 6= 7,13 (1H s metil-imidazol), 6,97 (1H s metil-imidazol), 5,33 (1H s CH-C4HsN,), 3,62 (3H s COCHj;),
2,46 (3H S CH3-C3H2N2)

4 5= 8,10 (1H s imidazol), 7,39 (1H s imidazol), 7,06 (1H s imidazol), 4,66 (1H ddJ 16.4Hz H-3).

2: Metil 2-(1H-imidazol-1-il)-carboxilato-3-oxo-olea-12-en-28-o0ato;
3: Metil 2-(2’-metil-1H-imidazol-1-il)-metileno-3-oxo-olea-12-en-28-oato;
4: Metil 3-(1H-imidazol-1-il)-carboxilato-12-oxo0-oleanan-28-oato.

2.3.2.2. Derivados semi-sintéticos do acido ursoélico

_ C - o 3.8 .

Treze novos derivados semi-sintéticos do acido ursélico (6-18)"" foram caraterizados por
A ” 1 13 “ry: .

ressonancia magnética nuclear — RMN 'H, RMN “C e DEPT-135 “Distortionless

Enhancement by Polarization Transfer”.
Composto 6 (3p-acetoxi-urs-12-en-28-il-2’-metil-1H-imidazol-1-carboxilato)

O composto 6 foi analisado por RMN-'H (Figura 2.71), RMN-"C (Figuras 2.72 ¢ 2.73) e
DEPT-135 (Figura 2.74).
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Figura 2.71: Espetros de RMN-"H do composto 6.
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A observagio do seu espetro de RMN-'H (figura 2.71) revela a presen¢a de dois sinais
singleto (s), na zona aromatica, cada um com uma integra¢do de um protdo, a 7,53 ppm e 6,86
ppm, que foram atribuidos aos dois protdes aromaticos do anel imidazol. O singleto a 5,22
ppm (1H) corresponde ao protao do C-12 e ¢ indicativo da dupla ligagdo neste carbono, sendo
o tripleto (t) a 4,47ppm, com uma contante de acoplamento de 14,86 Hz, atribuido ao protdo o
de C-3. Os dois sinais singleto a 2,55 ppm e 2,03 ppm foram atribuidos aos protdes do grupo

metil do imidazol em C-28 e do acetato em C-3, respetivamente.

A analise do seu espetro de RMN-"’C (Figuras 2.72 ¢ 2.73) que foi realizada, conjuntamente
com o DEPT-135 (Figura 2.74), revela a presenca de trinta e seis carbonos: nove deles
quaternarios (sem sinal no DEPT-135), outros nove do tipo CH; (sinais negativos no DEPT-

135) e os restantes dezoito do tipo CH ou CH3 (sinais positivos no DEPT-135).
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Figura 2.72: Espetros de RMN-""C do composto 6.
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Figura 2.74: Espetro de DEPT-135 do composto 6.
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O sinal a § 176,65 ppm foi atribuido ao carbonilo a C-28 e, por ser menor do que para o acido
livre (8 180 ppm)’'indica a presenga de um substituinte, o metil-imidazol, a cujos carbonos

correspondem os sinais: 0 149,35 ppm (C), & 127,24 ppm (CH), 6 117,35 ppm (CH) e
15,51 ppm (CHs).

Os sinais a 0 126,39 ppm e 8 137,13 ppm, de acordo com o tipo de carbono apresentado no
DEPT-135 ¢ a literatura’ °'~* foram atribuidos a C-12 e C-13, respetivamente, enquanto que

ao grupo acetato em C-3 correspondem os sinais & 170,96 ppm (O-C(O)-CHs) e 6 21,09 ppm
(O-C(0)-CHa).

Composto 7 (3B-acetoxi-11-oxours-12-en-28-il-1H-imidazol-1-carboxilato)

O composto 7 foi analisado por RMN-'H (Figura 2.75), RMN-"°C (Figuras 2.76 ¢ 2.77) ¢
DEPT-135 (Figura 2.78).

5640
2023

4486
4 4€
4458

_—— 4408

o d
oo
P

L
=
.

oy Y forevy
- = ) N LI

=) 0 Whixo
o @® = @ D=

rrr|prrr | rrrr ottt [ [t T [ T T T [ T T T 1]

8.0 7.0 6.0 50 4.0 30 20 1.0
ppm (t1)

Figura 2.75: Espetros de RMN-"H do composto 7.
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A observagdo do seu espetro de RMN-'H (Figura 2.75) revela a presenca de trés sinais na
zona aromatica: a 8,28 ppm (1H s), 7,52 ppm (1H s) e 7,05 ppm (1H s), indicativos dos trés
protdes aromaticos do anel imidazol. O singleto a 5,64 ppm (1H) corresponde ao protao de C-
12, enquanto que o duplo dubleto (dd) a 4,48ppm, com uma contante de acoplamento geminal
de 15,98 Hz, foi atribuido ao protdo o de C-3. A 2,77 ppm (1H) observa-se um sinal dubleto

(d), com uma constante de acoplamento de 13,55Hz que foi atribuido ao protdo de C-18.

A analise conjunta dos seus espetro de RMN °C (Figuras 2.76 ¢ 2.77) e DEPT-135 (Figura
2.78), revela a presenca de trinta e cinco carbonos, em que nove deles sdo quaternarios, oito

do tipo CH; e os restantes dezoito do tipo CH ou CHs.

199.151

Figura 2.76: Espetros de RMN-""C do composto 7.

O sinal a & 173,78 ppm foi atribuido a C-28 **° que tem como substituinte o imidazol, a
cujos carbonos correspondem os sinais: & 136,87 ppm (CH), & 131,24 ppm (CH) e 6 117,27
ppm (CH).

Os trés sinais a 0 199,15 ppm, 6 130,04 ppm e o 161,02 ppm, de acordo com o tipo de
carbono apresentado no DEPT-135 ¢ a literatura’ foram atribuidos a C-11, C-12 e C-13,

respetivamente, e sdo indicativos do grupo carbonilo a C-11 e da dupla ligagao em C-12.
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Ao grupo acetato em C-3 foram atribuidos os sinais & 170,94 ppm (O-C(O)-CHs) e 0 21,24
ppm (O-C(0)-CHj).”
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Figura 2.77: Ampliagio da zona & 62ppm—15ppm do espetros de RMN-">C do composto 7.
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Figura 2.78: Espetro de DEPT-135 do composto 7.
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Composto 8 (3-oxours-12-en-28-il-1H-imidazol-1-carboxilato)

Os espetros de ressonancia magnética nuclear do composto 8 sdo apresentados nas figuras

2.79,2.80,2.81 e 2.82.

O espetro de RMN-'H (Figura 2.79) revela a presenca de trés sinais singleto (s), cada um com
uma integra¢ao de um protdo, a 8,46 ppm, 7,56 ppm e 7,11 ppm, que foram atribuidos aos trés
protdes aromaticos do anel imidazol. O tripleto a 5,25 ppm (1H) com uma constante de
acoplamento de 7,32 Hz corresponde ao protdo do C-12 e ¢ indicativo da presenca de uma

dupla ligagdo A'>".
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Figura 2.79: Espetros de RMN-"H do composto 8.

A anilise do seu espetro de RMN-"C (Figuras 2.80 ¢ 2.81) indica a presenca de trinta e trés
carbonos que, segundo a experiéncia DEPT-135, se distribuem da seguinte forma: oito

quaternarios (C), nove do tipo CH; e os restantes dezasseis do tipo CH ou CHj.
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Figura 2.80: Espetros de RMN-"C do composto 8.
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Figura 2.81: Ampliacio da zona & 57ppm—14ppm do espetros de RMN-">C do composto 8.
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Figura 2.82: Espetro de DEPT-135 do composto 8.

O sinal a § 217,61 ppm, foi atribuido a C-3, devido a presenga de um grupo carbonilo neste
carbono, enquanto que o sinal a 174,28 ppm corresponde a C-28 (C=0),” que tem como
substituinte, o imidazol, a cujos carbonos sdo atribuidos os sinais: 0 136,69 ppm (CH),

0 127,97 ppm (CH) e 6 117,79 ppm (CH).

Os sinais a 0 126,55 ppm e 8 136,88 ppm, de acordo com o tipo de carbono apresentado no

DEPT-135 ¢ a literatura’ foram atribuidos a C-12 e C-13, respetivamente.

Composto 9 (3-oxours-12-en-28-il-2’-metil-1 H-imidazol-1-carboxilato)

O composto 9 foi analisado por RMN-'H, RMN-"°C ¢ DEPT-135.

O seu espetro de RMN-"H, apresentado na Figura 2.83 indica-nos a presenca de dois sinais
singleto (s): a 7,53 ppm (1H) e 6,87 ppm (1H), que correspondem aos dois protdes aromaticos

do anel imidazol. O sinal a 5,24 ppm (1H s) foi atribuido ao protdo do C-12 e ¢ indicativo da

ligagdo dupla neste carbono.
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A 2,56 ppm, o sinal sigleto com uma integracao de trés protdes, corresponde ao grupo CH3 do

metil-imidazol, substituinte em C-28.
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Figura 2.83: Espetros de RMN-"H do composto 9.

A anilise do seu espetro de RMN-"C (Figuras 2.84 ¢ 2.85) que foi realizada, conjuntamente,
com o DEPT-135 (Figura 2.86), revela a presenga de trinta e quatro carbonos, em que: oito

sdo quaternarios (C), nove do tipo CH; e os restantes dezassete do tipo CH ou CHj.

O sinal a 0 217,53 ppm foi atribuido a C-3, devido a presenca de um grupo carbonilo neste
carbono, enquanto que o sinal a 0 176,55 ppm correspondente ao carbonilo de C-28 e ¢
indicativo da presenga de um substituinte, o metil-imidazol, a cujos carbonos sdo atribuidos os

sinais: 0 149,34 ppm (C), 0 127,04 ppm (CH), & 117,37 ppm (CH) e 15,18 ppm (CHs).

A presenca da dupla ligagio A'>" ¢ confirmada pelos sinais a & 126,25 ppm (C-12) ¢ &
137,20 ppm (C-13).”
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Figura 2.84: Espetros de RMN-""C do composto 9.
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Figura 2.85: Ampliacio da zona & 58ppm—14ppm do espetros de RMN-">C do composto 9.
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Figura 2.86: Espetro de DEPT-135 do composto 9.

Composto 10 (3,11-dioxours-12-en-28-il-1H-imidazol-1-carboxilato)

Os espetros de ressonancia magnética nuclear do composto 10 sdo apresentados nas Figuras

2.87,2.88,2.89 ¢ 2.90.

A observagio do seu espetro de RMN-'H (Figura 2.87) revela a presenca de trés sinais
singleto (s), cada um com uma integragdo de um protdo, a 8,27 ppmm 7,53 ppm e 7,06 ppm,
que foram atribuidos aos trés protdes aromaticos do anel imidazol. O sinal singleto(s) a 5,68
ppm (1H) corresponde ao protdo do C-12 e ¢ indicativo da fun¢do cetona em C-11 e da dupla

ligagdo em C-12.

A analise dos espetros de RMN-"C (Figuras 2.88 ¢ 2.89) e da experiéncia DEPT-135 (Figura
2.90), revela a presenca de trinta e trés carbonos (RMN-">C), em que: nove sdo quaternarios,

oito do tipo CH; e os restantes dezasseis do tipo CH ou CH3 (DEPT-135).
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Figura 2.87: Espetros de RMN-"H do composto 10.
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Figura 2.88: Espetros de RMN-">C do composto 10.
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Figura 2.89: Ampliacio da zona d 61ppm—14ppm do espetros de RMN-">C do composto 10.
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Figura 2.90: Espetro de DEPT-135 do composto 10.
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O sinal a 8 216,91 ppm foi atribuido a C-3, devido a presenca do grupo carbonilo neste
carbono, enquanto que o sinal a & 173,82 ppm corresponde ao carbonilo de C-28, que possui
como substituinte o imidazol, a cujos carbonos sdo atribuidos os sinais: & 136,89 ppm (CH),

0 130,14 ppm (CH) e 6 117,28 ppm (CH).

Os sinais a 0 198,55 ppm, 0 131,21 ppm e 0 161,40 ppm, de acordo com o tipo de carbono
apresentado no DEPT-135 e a literatura,” foram atribuidos a C-11, C-12 e C-13,
respetivamente, e sdo indicativos da presenca do grupo carbonilo em C-11 e da dupla ligagao
A" 0 que confirma os dados apurados na analise do espetro RMN-"H do mesmo composto

(Figura 2.87).
Composto 11 (3,11-dioxours-12-en-28-il-2’metil-1 H-imidazol-1-carboxilato)

O composto 11 foi analisado por RMN-'H (Figura 2.91), RMN-"C (Figuras 2.92 e 2.93) e
DEPT-135 (Figura 2.94).
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Figura 2.91: Espetros de RMN-"H do composto 11.
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A observagio do seu espetro de RMN-'H (Figura 2.91) revela a presenga de dois sinais
singleto (s), cada um com uma integracdo de um protdo, a 7,53 ppm e 6,91 ppm, que foram
atribuidos aos dois protdes aromaticos do anel imidazol, enquanto que o singleto a 5,69 ppm

(1H) corresponde ao protao de C-12.

A anélise do seu espetro de  RMN-"C (Figuras 2.92 ¢ 2.93) revela a presencga de trinta e
quatro carbonos que, segundo a experiéncia DEPT-135 (Figura 2.94), se distribuem da
seguinte forma: dez quaternarios, oito do tipo CH, e os restantes dezasseis do tipo CH ou

CH;.

216.937

4
131.144

200 150 100 50 0
ppm (t1)

Figura 2.92: Espetros de RMN-""C do composto 11.

O sinal a § 216,94 ppm foi atribuido ao grupo carbonilo de C-3, enquanto que o sinal a §
175,42 ppm corresponde ao carbonilo de C-28, a cujo substituinte, o metil-imidazol, sdao
atribuidos os sinais: 8 149,73 ppm (C), 6 127,69 ppm (CH), 8 116,99 ppm (CH) e 15,61 ppm
(CHa).

Os trés sinais a 0 198,65 ppm , & 131,14 ppm e & 161,60 ppm, de acordo com o tipo de

carbono apresentado no DEPT-135 e a literatura,” foram atribuidos a C-11, C-12 e C-13,

106
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respetivamente, e sdo indicativos da presenca de um grupo carbonilo em C-11 e da dupla
ligagdo C12-C13, o que esta de acordo com o observado no espetro de RMN-'H (Figura
2.91), em que o singleto a 5,69 ppm foi atribuido ao protdo de C-12.
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Figura 2.94: Espetro de DEPT-135 do composto 11.
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Composto 12 (3,11-dioxours-12-en-28-il-4 H-triazol-4-carboxilato)

Os espetros de  RMN 'H, RMN "°C e DEPT-135, do composto 12, sio apresentados nas
Figuras 2.95,2.96,2.97 ¢ 2.98.

O seu espetro de RMN 'H (Figura 2.95) revela a presenca de dois sinais singleto (s), na zona
aromatica: a 8,84 ppm (1H s) e 8,01 ppm (1H s), que foram atribuidos aos dois protdes
aromaticos do anel triazol, enquanto que o singleto a 5,67 ppm (1H) foi atribuido ao protdo de

C-12.
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Figura 2.95: Espetros de RMN-"H do composto 12.

A anilise do seu espetro de RMN-"’C (Figuras 2.96 e 2.97) que foi realizada, conjuntamente,
com o DEPT-135 (Figura 2.98), indica a presenca de trinta e dois carbonos: nove

quaternarios, oito do tipo CH; e os restantes quinze do tipo CH ou CHs.
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Figura 2.96: Espetros de RMN-""C do composto 12.
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Figura 2.97: Ampliacio da zona & 62ppm—14ppm do espetros de RMN-">C do composto 12.
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Figura 2.98: Espetro de DEPT-135 do composto 12.

Os sinais a & 216,98 ppm e 174,14 ppm correspondem a dois grupos carbonilo e foram
atribuidos a C-3 e C-28, respetivamente. Ao substituinte de C-28, o triazol, foram atribuidos

os dois sinais: 0 152,65 ppm (CH) e § 145,37 ppm (CH).

Os trés sinais a 0 198,71 ppm (C-11) , 6 130,97 ppm (C-12) e 6 162,11 ppm (C-13) foram
atribuidos de acordo com o tipo de carbono apresentado no DEPT-135 ¢ a literatura’ e sdo

indicativos da presenca do grupo carbonilo em C-11 e da dupla ligacdo em C-12.
Composto 13 (28-(4H-triazol-4-il)-3,28-dioxours-12-en-2-(4H-triazol-4-il)-metileno)

Os espetros de RMN-'H, RMN-"C ¢ DEPT-135 do composto 13 sdo apresentados nas
Figuras 2.99, 2.100, 2.101 e 2.102.

O espetro de RMN-'H (Figura 2.99) revela a presenga de quatro sinais singleto (s), cada um

com uma integragdo de um protdo, a 8,37 ppm, 8,10 ppm, 7,99 ppm e 7,80 ppm, que
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correspondem aos quatro protdes aromaticos dos dois anéis triazol, substituinte em C-2 e C-

28.
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Figura 2.99: Espetros de RMN-"H do composto 13.

O singleto a 8,82 ppm foi atribuido ao protdo do grupo (=CH-C,H;N3), substituinte em C-2,

enquanto que o sinal a 5,31 ppm (1H s) corresponde ao protao do C-12.
A anilise, conjunta, do seu espetro de RMN-"C (Figuras 2.100 ¢ 2.101) e da experiéncia

DEPT-135 (Figura 2.102) revela a presenca de trinta e cinco carbonos: nove sdo quaternarios,

oito do tipo CH, e os restantes dezoito do tipo CH ou CHs.
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Figura 2.100: Espetros de RMN-"C do composto 13.
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Figura 2.101: Ampliacio da zona § 55ppm—13ppm do espetro de RMN-"C do composto 13.
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Figura 2.102: Espetro de DEPT-135 do composto 13.

O sinal a § 206,98 ppm foi atribuido ao grupo carbonilo de C-3, enquanto que o sinal a 9
174,81 ppm ¢ indicativo do carbonilo de C-28. Os quatro sinais a & 152,96 ppm, & 152,24
ppm, 0 145,30 ppm e 0 137,60 ppm foram atribuidos aos quatro carbonos do tipo CH dos dois

grupos triazol, substituintes em C-2 e C-28.

Aos carbonos C-12 e C-13, de acordo com o tipo de carbono apresentado no DEPT-135 e a
literatura,” foram atribuidos os sinais a & 125,29 ppm e & 137,03 ppm, enquanto que a C-2 foi
atribuido o sinal 6 128,37 ppm e, ao carbono do seu substituinte (=CH-C,H,N3), corresponde

o sinal a d 125,92 ppm.

Composto 14 (Metil 2-(1H-imidazol-1-il)-metileno-3,11-dioxours-12-en-28-0ato)

O composto 14 foi analisado por RMN-'H (Figura 2.103), RMN-"C (Figuras 2.104 ¢ 2.105) e
DEPT-135 (Figura 2.106).
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A observagio do seu espetro de RMN-'H (Figura 2.103) revela a presenca de trés sinais
singleto (s), cada um com uma integracdo de um protdo, a 7,65 ppm, 7,35 ppm e 7,14 ppm,
que foram atribuidos aos trés protdes aromaticos do anel imidazol, enquanto que o singleto,
com uma integracdo de um protdo, a 7,84 ppm corresponde ao grupo substituinte em C-2

(=QH-C3H3N2).

O singleto a 5,68 ppm (1H) foi atribuido ao protdo do C-12 e o sinal a 3,61ppm (3H s)
corresponde aos protdes do grupo metil do substituinte em C-28 ( -C(0)-O-CHs).
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Figura 2.103: Espetros de RMN-'H dos compostos 14.
A analise do seu espetro de RMN-"°C (Figuras 2.104 e 2.105) revela a presenca de trinta e

cinco carbonos, dos quais, segundo a experiéncia DEPT-135 (Figura 2.106): nove sdo

quaterndrios, sete do tipo CH, e os restantes dezanove do tipo CH ou CHs.
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Figura 2.104: Espetros de RMN-"C do composto 14.
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Figura 2.105: Ampliacio da zona & 60ppm—15ppm do espetro de RMN-"C do composto 14.
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138.903

Figura 2.106: Espetro de DEPT-135 do composto 14.

No espetro de RMN-"C, o sinal a & 206,25 ppm foi atribuido ao grupo carbonilo de C-3,
enquanto que o sinal a § 177,11 ppm corresponde ao grupo C=0 de C-28. Os trés sinais a
0 130,51 ppm, & 130,26 ppm e 8 119,21 ppm foram atribuidos aos trés carbonos do tipo CH
do grupo imidazol, substituintes em C-2, enquanto que o sinal a § 138,85 ppm corresponde ao

carbono da insaturacao do substituinte em C-2 (8 122,70 ppm: =C-C3H3N,).

Os trés sinais a 0 198,67 ppm, 0 130,11 ppm e & 164,05 ppm, de acordo com o tipo de
carbono apresentado no DEPT-135 e a literatura,” foram atribuidos a C-11, C-12 e C-13,
respetivamente, ¢ sdo indicativos da presenga do grupo carbonilo em C-11 e de uma dupla

ligagdo A'>"°.

Composto 15 (Metil 2-(2’-metil-1H-imidazol-1-il)-metileno-3,11-dioxours-12-en-28-oato)

O composto 15 foi analisado por RMN-"H (Figura 2.107), RMN-"C (Figura 2.108 e 2.109) e
DEPT-135 (Figura 2.110).
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Figura 2.107: Espetros de RMN-'H do composto 15.

O espetro de RMN-"H (Figura 2.107) revela a presenca de dois sinais singleto (s), cada um
com uma integra¢do de um protdo, a 7,32 ppm e 6,99 ppm, que foram atribuidos aos dois
protdes aromaticos do anel imidazol. Os sinais a 7,62 ppm (1H s) e 5,67 ppm (1H s)
correspondem, respetivamente, ao protdo da insaturacdo em C-2 (=CH-C4HsN;) e ao protao
de C-12.

Os dois singletos a 3,61 ppm e 2,49 ppm, com uma integracdo de trés protdes, foram
atribuidos aos protdes do grupo metil, respetivamente, de C-28 (-C(O)-O-CH3) e do anel

imidazol em C-2.

A analise dos espetros de RMN-"C (Figuras 2.108 ¢ 2.109) ¢ de DEPT-135 (Figura 2.110),
revela a presenca de trinta e seis carbonos: onze quaterndrios, sete do tipo CH; e os restantes

dezoito do tipo CH ou CH3.
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Figura 2.108: Espetros de RMN-"C do composto 15.
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Figura 2.109: Ampliacio da zona & 60ppm—12ppm do espetro de RMN-"C do composto 15.
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Figura 2.110: Espetro de DEPT-135 do composto 15.

No espetro de RMN-"C, o sinal a & 206,36 ppm foi atribuido ao grupo carbonilo de C-3,
enquanto que o sinal a § 177,11 ppm corresponde ao grupo C=0 de C-28. Os trés sinais a
0 147,23 ppm, & 128,38 ppm e 0 118,24 ppm foram atribuidos aos trés carbonos do tipo C e
CH do grupo metil-imidazol, substituinte em C-2, enquanto que o sinal a 8 129,69 ppm

(=CH-C;sH;sN,) corresponde ao carbono da insaturagdo do substituinte em C-2 (6 122,98ppm).

Os trés sinais a 8 198,71 ppm (C-11), 8 130,53 ppm (C-12) e 0 163,99 ppm (C-13), atribuidos
de acordo com o tipo de carbono apresentado no DEPT-135 e a literatura,’ revelam a presenga
de um grupo carbonilo em C-11 ¢ de uma dupla ligagdo em C-12 (A'*").

Composto 16 (Metil 2-(4H-triazol-4-il)-metileno-3,11-dioxours-12-en-28-0ato)

O composto 16 foi analisado por ressondncia magnética nuclear (RMN-'H, RMN-"C e

DEPT-135.
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O espetro de RMN-"H (Figura 2.111) revela a presenca de dois sinais singleto (s), cada um
com uma integra¢do de um protdo, a 8,08 ppm e 7,79 ppm, que foram atribuidos aos dois

protdes aromaticos do anel triazol.

Os singletos a 8.46 ppm (1H) e 5,68 ppm (1H) correspondem, respetivamente, ao protdo da
instauragdo em C-2 (=CH-C,H;,N3) e ao protdo de C-12.
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Figura 2.111: Espetros de RMN-'H do composto 16.
A analise do seu espetro de RMN-"’C (Figuras 2.112 ¢ 2.113), realizada em conjunto com o

DEPT-135 (Figura 2.114), revela a presenca de trinta e quatro carbonos, dos quais: dez sao

quaterndrios, sete do tipo CH, e os restantes dezassete do tipo CH ou CHs.

120



Andlise estrutural de novos derivados semi-sintéticos dos dcidos oleandlico e ursolico

o ™ o ©w o
8 & o 2 g o = ar
8 3 ! & 9 :3; 5 g = —"‘ — 40000
IS - - - 2] = T+ T M N NN N NN wuey
— 30000
—20000
— 10000
|
|
! ! I ! | |

T | T T T T I T T T T | T T T T T T T T |

200 150 100 50 0
ppm (t1)

Figura 2.112: Espetros de RMN-"C do composto 16.

o N 0 = -
b E 5 2 ¢
z T8 I [— 40000
— 30000
—20000
N/ -
\ =
N -
[— 10000
..
M) —

60 50 40 30 20
ppm (1)

Figura 2.113: Ampliagio da zona & 60ppm—14ppm do espetro de RMN-"C do composto 16.
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Figura 2.114: Espetro de DEPT-135 do composto 16.

O sinal a & 206,32 ppm, no espetro de RMN-"C, foi atribuido ao grupo C=0 de C-3,
enquanto que o sinal a 8 177,13 ppm corresponde ao carbono carbonilo de C-28. Os dois
sinais a 0 152,49 ppm e & 145,23 ppm foram atribuidos aos dois carbonos do tipo CH do
grupo triazol, substituinte em C-2, enquanto que o sinal a 0 128,77 ppm (=CH-C,H,N3)

corresponde ao carbono da insaturagdo do substituinte em C-2 (8 125,27 ppm).

Os trés sinais a 0 198,51 ppm, 6 130,61 ppm e & 163,66 ppm, sdo indicativos da presencga de
um grupo carbonilo e de uma dupla ligagdo que, de acordo com o tipo de carbono apresentado
no DEPT-135¢a literatura,9 foram atribuidos a C-11, C-12 e C-13, respetivamente.

Composto 17 (Metil 2-(2’-metil-1H-imidazol-1-il)-metileno-3-oxours-12-en-28-oato)

O composto 17 foi analisado por RMN-'H (Figura 2.115), RMN°C (Figuras 2.116 ¢ 2.117) e
DEPT-135 (Figura 2.118).
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A observagio do seu espetro de RMN-'H (Figura 2.115) revela a presenga de dois sinais
singleto (s), cada um com uma integragdo de um protdo, a 7,16 ppm e 7,01 ppm, que
correspondem aos dois protdes aromaticos do anel metil-imidazol. O singleto a 5,29 ppm (1H)
foi atribuido ao protdo do C-12, enquanto que o sinal a 7,66 ppm (1H s) corresponde ao
protdo da insaturagcdo em C-2 (=CH-C4HsN>). O singuleto a 3,60 ppm, com uma integracao de

trés protdes, foi atribuido aos protdes do grupo metil do substituinte em C-28 (-C(0)-O-CH3).

7663
7.260
7164
e 7007
3598

A

b #

w - N
N oo T e
[ & 00

W€ —-
—_

0oL €
860 €
PE'0 €

vre L
IIII||II
-

0oL L

[
>
3
3

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 T T T | T T T T

7.0 6.0 50 40 30 20 1.0
ppm (t1)

Figura 2.115: Espetros de RMN-'H do composto 17.
A anilise do seu espetro de RMN "C (Figuras 2.116 e 2.117) que foi realizada,

conjuntamente, com o DEPT-135 (Figura 2.118), revela a presenga de trinta e seis carbonos:

dez quaternarios, oito do tipo CH; e os restantes dezoito do tipo CH ou CHs.
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Figura 2.116: Espetros de RMN-"C do composto 17.
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Figura 2.117: Ampliagio da zona § 54ppm—13ppm do espetro de RMN-"C do composto 17.
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Figura 2.118: Espetro de DEPT-135 do composto 17.

No espetro de RMN-"°C, o sinal a § 206,63 ppm foi atribuido a C=0 de C-3, enquanto que o

sinal a 0 177,92 ppm corresponde ao grupo carbonilo de C-28. Os trés sinais a § 147,31 ppm

(©), 6 128,57 ppm (CH) e 0 118,19 ppm (CH) foram atribuidos aos trés carbonos do grupo

metil-imidazol, substituinte em C-2, enquanto que o sinal a & 130,38 ppm (=CH-C4H;sN,)

corresponde ao carbono da insaturagdo do substituinte em C-2 (8 123,60 ppm).

Os dois sinais a & 124,98 ppm e 0 138,45 ppm, de acordo com o tipo de carbono apresentado

no DEPT-135 ¢ a literatura,9 foram atribuidos a C-12 e C-13, respetivamente, ¢ sao

indicativos da dupla ligagdo A'>".

Composto 18 (Metil 2-(4H-triazol-4-il)-metileno-3-oxours-12-en-28-oato)

Os espetros de ressonincia magnética nuclear (RMN-'H, RMN-"C e DEPT-135) do

composto 18 sdo apresentados nas Figuras 2.119, 2.120, 2.121 e 2.122.
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A observagio do seu espetro de RMN-'H (Figura 2.119) revela a presenga de dois sinais

singleto (s), cada um com uma integracdo de um protdo, a 8,10 ppm e 7,80 ppm, que foram

atribuidos aos dois protdes aromaticos do anel triazol. O singleto a 5,32 ppm (1H) foi

atribuido ao protdao do C-12, enquanto que o singuleto a 8,37 ppm (1H) corresponde ao protao

da insaturagdo do grupo substituinte em C-2 (=CH-C,H,N3). O sinal a 3,60 ppm, com uma

integracao de trés protdes, foi atribuido aos protdes do grupo metil do substituinte em C-28

(C(0)-O-CHs).
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Figura 2.119: Espetros de RMN-'H do composto 18.
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A analise, conjunta, dos espetro de RMN-"’C (Figuras 2.120 ¢ 2.121) e da experiéncia DEPT-

135 (Figura 2.122) do composto 18 revela a presenca de trinta e quatro carbonos, com a

seguinte distribuicdo: nove quaternarios, oito do tipo CH, e os restantes dezassete do tipo CH

ou CH3.
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Figura 2.120: Espetros de RMN-"C do composto 18.

48171

v

0 =
[=
s
o
[¥s]

T
=
) =

)

— 30000
— 20000

— 10000

Figura 2.121: Ampliagio da zona § 55ppm—14ppm do espetro de RMN-"C do composto 18.
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Figura 2.122: Espetro de DEPT-135 do composto 18.

No espetro de RMN-"C, o sinal a & 207,06 ppm foi atribuido ao grupo carbonilo de C-3,
enquanto que o sinal a 8 177,97 ppm corresponde a C=0 de C-28. Os dois sinais a § 152,82
ppm (CH) e 0 145,84 ppm (CH) foram atribuidos aos dois carbonos do grupo triazol,
substituinte em C-2, enquanto que o sinal a § 128,35 ppm corresponde ao carbono da

insaturacao do substituinte em C-2 (=CH-C,H;Nj3).

Os dois sinais a & 125,53 ppm e 0 138,26 ppm, de acordo com o tipo de carbono apresentado

no DEPT-135 e a literatura,” foram atribuidos a C-12 e C-13, respetivamente.

~ . 13 , . . .
Na tabela 2.4 sdo apresentados os sinais de RMN-""C, carateristicos dos derivados semi-

sintéticos do acido ursoélico (6 ao 18).
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Tabela 2.4: Sinais de RMN-""C carateristicos dos derivados semi-sintéticos do acido ursélico

(6-

18).

Derivados semi-sintéticos do acido oleanolico

8 176,65 (C=0O C-28), 170,96 (O-C(0O)-CHs), 149,35 (C metil-imidazol), 137,13 (C-13), 126,39 (C-12),

6 127,24 (CH metil-imidazol), 117,35 (CH metil-imidazol), 21,09 (O-C(O)-CH;), 15,51 (CH; metil-
imidazol ).

- 5 199,15 (C-11), 173,78 (C=0 C-28), 170,94 (O-C(0)-CH3;), 161,02 (C-13), 136,87 (CH imidazol), 131,24
(CH imidazol), 130,04 (C-12), 117,27 (CH imidazol), 21,24 (O-C(O)-CHj).

8 § 217,61 (C=0 C-3), 174,28 (C=0 C-28), 136,88 (C-13), 136,69 (CH imidazol), 127,97 (CH imidazol),
126,55 (C-12), 117,79 (CH imidazol).

N & 217,53 (C=0 C-3), 176,55 (C=0 C-28), 149,34 (C metil-imidazol), 137,20 (C-13), 127,04
(CH metil-imidazol), 126,25 (C-12), 117,37 (CH metil-imidazol), 15,18 (CH; metil-imidazol).

10 4 216,91 (C=0 C-3), 198,55 (C-11), 173,82 (C=0 C-28), 161,40 (C-13), 136,89 (CH imidazol), 131,21
(C-12), 130,14 (CH imidazol) e 117,28 (CH imidazol).

1 9 216,94 (C=0 C-3), 198,65 (C-11), 175,42 (C=0 C-28), 161,60 (C-13), 149,73 (C metil-imidazol),
131,14 (C-12), 127,69 (CH metil-imidazol), 116,99 (CH metil-imidazol) e 15,61 (CH; metil-imidazol).

1 0 216,98 (C=0 C-3), 198,71 (C-11), 174,14 (C=0 C-28), 162,11 (C-13), 152,65 (CH triazol), 145,37 (CH
triazol), 130,97 (C-12).

13 0 206,98 (C=0 C-3), 174,81 (C=0 C-28), 152,96 (CH triazol), 152,24 (CH triazol), 6 145,30 (CH triazol),
137,60 (CH triazol), 137,03 (C-13), 128,37 (C-2), 125,92 (=CH-C,H,N; C-2), 125,29 (C-12).

14 9 206,25 (C=0 C-3), 198,67 (C-11), 177,11 (C=0 de C-28), 164,05 (C-13), 138,85 (=CH-C;H3N, C-2),
130,51 (CH imidazol) , 130,26 (CH imidazol), 130,11 (C-12), 122,70 (C-2), 119,21 (CH imidazol).
206,36 (C=0 C-3), 198,71 (C-11), 177,11 (C=0 de C-28), 163,99 (C-13), 147,23 (C metil-imidazol),

15 130,53 (C-12), 129,69 (=CH-C3H;sN, C-2), 128,38 (CH metil-imidazol), 122,98 (C-2), 118,24 (CH metil-
imidazol).

16 0 206,32 (C=0 C-3), 198,51 (C-11), 177,13 (C=0 C-28), 163,66 (C-13) 152,49 (CH triazol), 145,23 (CH
triazol), 130,61 (C-12) 128,77 (=CH-C,H,N; C-2), 125,27 (C-2).

17 0 206,63 (C=0 C-3), 177,92 (C=0 C-28), 147,31 (C metil-imidazol), 138,45 (C-13), 130,38 (=CH-C,HsN,
C-2), 128,57 (CH metil imidazol), 124,98 (C-12), 123,60 (C-2), 118,19 (CH metil-imidazol).

18 0 207,06 (C=0 C-3), 177,97 (C=0 de C-28), 152,82 (CH triazol), 145,84 ppm (CH triazol), 138,26 (C-13),

128,35 (=CH-C,H,N; C-2), 125,53 (C-12)

6: 3B-acetoxi-urs-12-en-28-il-2’-metil-1H-imidazol-1-carboxilato;
7: 3B-acetoxi-11-oxours-12-en-28-il-1 H-imidazol-1-carboxilato;
8: 3-oxours-12-en-28-il-1 H-imidazol-1-carboxilato;

9: 3-oxours-12-en-28-il-2’-metil-1H-imidazol-1-carboxilato

10:
11:
12:
13:
14:
15:
16:
17:
18:

3,11-dioxours-12-en-28-il-1 H-imidazol-1-carboxilato
3,11-dioxours-12-en-28-il-2’metil-1 H-imidazol-1-carboxilato
3,11-dioxours-12-en-28-il1-4 H-triazol-4-carboxilato
28-(4H-triazol-4-il)-3,28-dioxours-12-en-2-(4H-triazol-4-il)-metileno

Metil 2-(1H-imidazol-1-il)-metileno-3,11-dioxours-12-en-28-oato

Metil 2-(2"-metil-1H-imidazol-1-il)-metileno-3,11-dioxours-12-en-28-oato
Metil 2-(4H-triazol-4-il)-metileno-3,11-dioxours-12-en-28-o0ato

Metil 2-(2’-metil-1H-imidazol-1-il)-metileno-3-oxours-12-en-28-oato
Metil 2-(4H-triazol-4-il)-metileno-3-oxours-12-en-28-oato
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2.4. Conclusoes

Neste capitulo foi descrita a andlise estrutural de novos derivados semi-sintéticos dos acidos
oleandlico e ursolico através da espetrometria de massa e espetroscopia de ressonancia

magnética nuclear.

As andlises de espetrometria de massa tandem revelaram-se de grande importancia na
monitorizagdo da semi-sintese de novos derivados dos acidos oleandlico e ursolico pois,
através dos diferentes ciclos de MS ( MS1, MS2 e MS3), foi possivel relacionar os sinais
apresentados em cada um deles, como se de um puzzle se tratasse, e, desta forma, elaborar
uma proposta para padrdo de fragmentacdo dos novos compostos, o que seria muito dificil se
fosse utilizado s6 um ciclo de MS, como foi o caso dos espetros adquiridos por ionizagdo por
impacto electronico. No MS de 1? ordem ¢ apresentado o valor m/z do ido molecular e no
MS?2 o fragmento mais abundante corresponde a perda do substituinte em C-17 contudo, caso
exista um grupo —OH na posi¢do 3, como ¢ o caso dos acidos oleanodlico e ursdlico, além deste
sinal no MS de 2%rdem, observa-se outro, que nestas situacdes ¢ aquele que apresenta uma
abundancia relativa de 100%, indicativo da perda de agua. Por ultimo, no MS3, devido a
ocorréncia de uma fragmentacdo retro Diels-Alder, o valor m/z do sinal mais abundante
indica-nos o tipo do anel C da estrutura (m/z 203 para 12-oleanenos ou 12-ursenos, m/z 217
para 11-oxo-12-ursenos e m/z 219 para 12-oxo-oleananos), e os restantes sinais o tipo de

substitui¢do dos anéis A ¢ B.

A espetroscopia de ressonancia magnética nuclear, principalmente 0o RMN-"C ¢ 0 DEPT-135,
aplicada a caraterizagdo dos novos derivados semi-sintéticos dos acidos oleandlico e ursolico
revelou-se com uma elevada especificidade uma vez que, através de uma andlise comparativa
dos desvios quimicos dos novos compostos e a literatura de compostos similares, podemos
determinar o tipo de substituintes (anéis aromaticos,...), a sua localizagdo e o tipo de anel C da

estrutura.

Os resultados obtidos na caracterizagdo dos novos derivados e o volume de publicagdes

existentes com aplicacdes farmacolodgicas para este tipo de compostos demonstram a
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importancia da utilizagdo conjunta da espetrometria de massa e da espetroscopia de

ressonancia magnética nuclear na caracterizagdo de triterpenodides pentaciclicos e sdo um

incentivo para um futuro trabalho de elaboracdo de uma base de dados com informagdo

estrutural de derivados provenientes de isolamento de produtos naturais e/ou semi-sintese,

adquirida por estas duas técnicas analiticas, que permita uma rapida identificagdo de novos

compostos por comparagao com os dados existentes.
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Parte experimental

Neste capitulo descrevem-se todos os procedimentos experimentais realizados ao longo do

presente trabalho.

A caraterizacdo dos novos derivados semi-sintéticos'” (2-4 e 6-18) dos 4cidos oleanélico (1) e
ursolico (5) foi efetuada através da espetrometria de massa (MS-EI e MSn-ESI) e da
espetroscopia de ressondncia magnética nuclear (RMN-'H, RMN-"C e DEPT-135).

3.1. Equipamentos utilizados

3.1.1. Espetrometria de massa

Os espetros de massa foram obtidos nos seguintes equipamentos:
¢ Thermo Finnigan, Polaris Q, com método de ionizagdo por impacto eletronico (70
eV), introducdo direta da amostra através de uma Probe de solidos e analisador de
massas ion trap;
¢ Thermo Finnigan, LCQ Advantage MAX, com ionizagdo por electrospray, introdugdo

da amostra por infusdo direta e analisador de massas hibrido, o quadrupolo-ion trap

(Q-1D).
3.1.2. Espetroscopia de ressoniancia magnética nuclear

. ~ . AL e rye 1 13
A carateriza¢do dos compostos por espetroscopia de ressonancia magnética nuclear (H, “C e

DEPT-135) foi obtida no espetrometro Bruker Avance II1 (400 MHz).

3.2. Condicoes usadas na preparacio das amostras e aquisicao dos espetros

3.2.1. Espetros de massa

Nas analises realizadas no equipamento Thermo Finnigan, Polaris Q, a introducdo da amostra
foi feita sem nenhuma preparagdo prévia ja que a utilizagdo de uma DIP probe permite a

introducdo de so6lidos sem necessidade de solubilizacao.
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Os espetros de MS foram obtidos em modos ido positivo e full scan, com as seguintes
condig¢des: temperatura inicial a 40°C, tempo inicial 20 segundos, velocidade de aquecimento
30°C/min, temperatura maxima 350°C e tempo de espera na temperatura maxima de 50

segundos.

Com o espetrometro de massa LCQ Advantage MAX (Thermo Finnigan), as amostras foram
previamente solubilizadas numa mistura CHCls/MeOH (10/90), e depois, microfiltradas por
uma membrana durapore (Millipore) com um didmetro de poro de 0,22 um. Apds este

tratamento as solugdes foram introduzidas no espectroémetro de massas por infusdo direta.

Os espetros de MS Tandem foram obtidos em modo ido positivo, em full scan, com as
seguintes condi¢des da fonte ESI: velocidade do fluxo do géas nebulizador a 65 arb.,
velocidade do fluxo do gés auxiliar de varredura a 5 arb., voltagem do spray a 4.50 kV,
temperatura capilar a 250 °C e voltagem capilar a 0 V. O gas nebulizador utilizado foi o azoto
(N2) e como géas de colisdo o hélio (He). As energias de colisdo normalizadas foram distintas

para os dois ciclos de MS, 47% para MS2 e 37% para MS3.
3.2.2. Espetros de ressonincia magnética nuclear
A solubilizagdo das amostras foi feita em cloroférmio deuterado (CDCls) e o padrio interno

foi o CHCl, & 7,26 (RMN-"H) ¢ & 77,00 (RMN-"C). Os valores dos desvios quimicos (8) sdo

apresentados em ppm e das constantes de acoplamento (/) em Hz.

3.3. Solventes utilizados

Os reagentes utilizados, no decorrer da presente atividade experimental, foram fornecidos pela

Merck Co via VWR Portugal e utilizados diretamente.
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Anexo

Acido oleandlico e seus derivados semi-sintéticos

Acido 3-p-hidroxi-olea-12-en-28-6ico (1)

MSn-ESI: MS: m/z 457.47 (100) [M+H[", MS2 (457,40): m/z 439,19 (100), 411,12 (56),
393,24 (78), 203,13 (3), MS3 (457,40, 439,00): m/z 392,65 (60), 249,13 (11), 203,15 (100),
190,12 (55), 189,34 (59), MS3 (457,40, 411,00): m/z 393,33 (75), 208,11 (19), 203,19 (100),
189,28 (49), MS3 (457,40, 393,00): m/z 203,14 (100), 190,13 (19), 189,28 (43) e 133,13 (63).

Metil 2-(1H-imidazol-1-il)-carboxilato-3-0xo-olea-12-en-28-oato (2)

MSn-ESI: MS: m/z 579,97 (100) [M+H]["; MS2 (580,00): m/z 549,21 (53), 548,12 (73), 520,21
(100), 316,91 (31), 202,99 (49); MS3 (580,00, 520,00): m/z 317,11 (38), 205,13 (21), 203,01
(100), 189,31 (56); MS3 (580,00, 317,00): m/z 205,11 (100).

MS-EI m/z 579,10 (5) M", 519,10 (2), 316,99 (8), 261,99 (14), 203,01 (100), 189,04 (57),
133,09 (69).

RMN-'H (400 MHz CDCL): & 8,20 (1H s), 7,44 (1H s), 7,10 (1H s), 5,75 (1H dd J=19,20),
3,63 3H s), 2,87 (1H dd J=16,80).



Anexo

Metil 2-(2’-metil-1H-imidazol-1-il)-metileno-3-0xo-olea-12-en-28-oato (3)

MSn-ESI: MS: m/z 561,71 (100) [M+H][', MS2 (562,00): m/z 531,23 (24), 530,11 (46), 501,54
(100), 299,15 (21), 203,11 (50), 189,19 (7), MS3 (562,00, 502,00): m/z 299,21 (63), 203,41
(100), 133,41 (38), MS3 (562,00, 203,00): m/z 189,11 (100), 133,35 (53).

MS-EI: m/z 561,28 (14) M, 501,30 (10), 299,15 (48), 203,05 (77), 133,04 (100).

RMN-'H (400 MHz CDCLs): § 7,13 (1H s), 6,97 (1H s), 5,33 (1H 5), 3.62 (3Hs), 2,46 (3H s).

Metil 3-(1 H-imidazol-1-il)-carboxilato-12-oxo-oleanan-28-oato (4)

MSn-EST: MS1: m/z 582,21 (100) [M+H[", MS2 (582,00): m/z 522,27 (100), 469,89 (65),
218,51 (29), 191,28 (23), MS3 (582,00, 522,00): m/z 303,29 (68), 219,14 (100), 205,03 (18),
191,01 (37), MS3 (582,00, 470,00): m/z 219,12 (100), 191,27 (35), 149,21 (18).

MS-EI: m/z 581,02 (8) M, 521,19 (2), 469,12 (5), 303,15 (12), 278,01 (29), 219,04 (59)

RMN-"H (400 MHz CDCls): 8 8,10 (1H s), 7,39 (1H s), 7,06 (1H s), 4,66 (1H dd J 16.4).
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Acido ursolico e seus derivados semi-sintéticos

Acido 3-p-hidroxi-urs-12-en-28-6ico (5)

MSn-EST: MS: m/z 457,31 (100) [M+H[", MS2 (457,40): m/z 438,97 (100), 411,29 (47),
393,31 (69), 202,97 (5), MS3 (457,40, 439,00): m/z 392,81 (59), 249,16 (21), 203,11 (100),
190,09 (33), 189,21 (55), MS3 (457,40, 411,00): m/z 393,35 (41), 208,21 (23), 203,23 (100),
189,31 (67), MS3 (457,40, 393,00): m/z 203,21 (100), 190,11 (27), 189,42 (34), 133,21 (48).

3pB-acetoxi-urs-12-en-28-il-2’-metil-1 H-imidazol-1-carboxilato (6)

MSn-ESI: MS: m/z 563,59 (100) [M+H|", MS2 (564,00): m/z 454,24 (43), 394,11 (100),
251,12 (8), 203,08 (30), 189,22 (4), MS3 (564,00, 454,00): m/z 394,00 (39), 251,10 (58),
203,10 (100), MS3 (564,00, 394,00): m/z 203,13 (100), 191,23 (68), 189,09 (27).

MS-EI: m/z 562,94 (20) M, 249,94 (61), 203,06 (47), 191,08 (25), 189,07 (100), 187,13 (28),
119,14 (38), 107,14 (36), 105,16 (35), 95,19 (41), 91,18 (35), 81,15 (31), 79,14 (29).

RMN-'H (400 MHz CDCls): § 7,53 (1H s), 6,86 (1H s), 5,22 (1H s), 4,47 (1H t J=14,86),
2,55 (3H s), 2,03 (3H s), 1,09 (3H s), 0,99 (3H d J=6,00), 0,92 (6H s), 0,84 (3H s), 0,83 (3H
s),0,71 (3H s).
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RMN-"C (100 MHz CDCly): § 176,65, 170,96, 149,35, 137,13, 127,24, 126,39, 117,35,
80,79, 55,25, 54,04, 51,83, 47,39, 42,19, 39,55, 39,49, 38,64, 38,29, 37,64, 36,80, 35,55,
32,70, 30,45, 28,01, 27,75, 24,88, 23,49, 23,41, 23,26. 21,27, 21,09, 18,06, 17,84, 17,25,
17,18, 16,67, 15,51.

DEPT-135 (100 MHz CDCls): 18 x CH e CH3, 9 x CH,, 9 x C.

3B-acetoxi-11-oxours-12-en-28-il-1H-imidazol-1-carboxilato (7)

MSn-ESI: MS: m/z 564,41 (100) [M+H|", MS2 (564,00): m/z 504,44 (18), 468,13 (100),
408,39 (54), 251,21 (7), 217,18 (19), MS3 (564,00, 468,00): m/z 408,43 (37), 251,13 (43),
217,23 (100), 191,25 (33), 188,88 (18), MS3 (564,00, 217,00): m/z 188,91 (100).

MS-EI: m/z 563,00 (13) M, 216,02 (73), 189,01 (100), 175,05 (78), 161,05 (33), 147,06 (74),
133,07 (34), 119,07 (52), 107,06 (33), 105,06 (53), 95,06 (54), 91,06 (49), 79,03 (32), 68,99
(78).

RMN-'H (400 MHz CDCls): § 8,28 (1H s), 7,52 (1H 5), 7,05 (1H s), 5,64 (1H s), 4,48 (1H dd
J=15,98), 2,77 (1H d J=13,55), 2,60 (1H d J=11,11), 2,02 (3H s), 1,30 3H s), 1,12 (3H ),
1,01 (3H d J=6,17), 0,92 (3H d J=6,24), 0,84 (9H s).

RMN-"C (100 MHz CDCl;): § 199,15, 173,78, 170,94, 161,02, 136,87, 131,24, 130,04,
117,27, 80,48, 61,28, 55,00, 53,99, 50,60, 44,61, 43,71, 38,78, 38,69, 38,34, 37,94, 36,94,
34,84, 32,83, 30,08, 28,17, 27,98, 24,47, 23,47, 21,24, 20,84, 20,80, 18,44, 17,19 (2C), 16,62,
16,33.

DEPT-135 (100 MHz CDCls): 18 x CH e CH3, 8 x CH,, 9 x C.
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3-oxours-12-en-28-il-1 H-imidazol-1-carboxilato (8)

MSn-EST: MS: m/z 506,24 (100) [M+H[", MS2 (506,00): m/z 410,05 (100), 207,31 (21),
203,11 (54), 189,06 (13), MS3 (506,00, 410,00): m/z 207,01 (54), 203,41 (100), 189,04 (31),
MS3 (506,00, 203,00): m/z 189,04 (100), 133,27 (54).

MS-EI m/z 504,99 (7) M', 205,00 (44), 203,01 (77), 175,06 (40), 133,04 (54), 119,04 (48),
107,03 (52), 105,04 (51), 95,04 (51), 91,01 (51), 79,00 (43), 68,97 (100).

RMN-"H (400 MHz CDCly): & 8,46 (1H s), 7,56 (1H s), 7,11 (1H s), 5,25 (1H t J=7,32), 1,10
(3H s), 1,06 (3H s), 1,03 (3H ), 1,02 (3H s), 1,00 (3H d J=6,32), 0,91 (3H d J=6,46), 0,72
(3H s).

RMN-"C (100 MHz CDCly): § 217,61, 174,26, 136,88, 136,69, 127,97, 126,55, 117,79,
55,23, 54,22, 51,16, 47,38, 46,62, 42,20, 39,38, 39,26, 39,22, 38,62, 36,60, 35,48, 34,11,
32,29, 30,30, 27,72, 26,41, 24,95, 23,50, 23,41, 21,45, 20,97, 19,33, 17,04, 16,73, 15,17.

DEPT-135 (100 MHz CDCls): 16 x CH e CH3, 9 x CH,, 8 x C.

3-oxours-12-en-28-il-2’-metil-1 H-imidazol-1-carboxilato (9)
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MSn-EST: MS: m/z 520,04 (100) [M+H[", MS2 (520,00): m/z 410,43 (100), 207,11 (29),
203,21 (69), 189,11 (14), MS3 (520,00, 410,00): m/z 207,06 (48), 203,41 (100), 189,07 (24),
MS3 (520,00, 203,00): m/z 189,14 (100), 133,10 (47).

MS-EI m/z 518,91 (13) M, 408,98 (96), 244,96 (44), 204,95 (73), 203,00 (100), 188.87 (50),
175,06 (58), 121,07 (44), 119,07 (42), 107,08 (42), 105,10 (40), 95,11 (48).

RMN-"H (400 MHz CDCly): § 7,53 (1H s), 6,87 (1H s), 5,24 (1H s), 2,56 (3H ), 1,10 (3H s),
1,06 (3H s), 1,03 3H s), 1,01 (3H s), 0,98 (3H d J=6,25), 0,90 (3H d J=6,32), 0,76 (3H s).

RMN-"C (100 MHz CDCly): § 217,53, 176,55, 149,34, 137,20, 127,04, 126,25, 117,37,
55,24, 54,08, 51,86, 47,37, 46,66, 42,30, 39,50 (2C), 39,28, 38,61, 36,60, 35,48, 34,10, 32,27,
30,42, 27,74, 26,42, 24,83, 23,39, 23,36, 21,44, 21,06, 19,41, 17,76, 17,20, 17,13, 15,18.

DEPT-135 (100 MHz CDCls): 17 x CH e CH3, 9 x CH,, 8 x C.

3,11-dioxours-12-en-28-il-1H-imidazol-1-carboxilato (10)

MSn-ESI: MS: m/z 520,33 (100) [M+H|", MS2 (520,00): m/z 424,19 (100), 217,32 (55),
207,03 (32), 189,07 (8), MS3 (520,00, 424,00): m/z 217,29 (100), 207,08 (41), 189,13 (12),
MS3 (520,00, 217,00): m/z 189,25 (100).

MS-EI m/z 519,00 (5) M, 216,08 (29), 188,98 (100), 147,03 (62), 133,05 (22), 119,03 (33),
107,03 (23), 105,02 (32), 95,02 (43), 91,01 (37), 81,01 (30), 79,00 (25), 68,96 (55), 66,97
(33), 54,95 (26).

RMN-'H (400 MHz CDCls): § 8,27 (1H s), 7,53 (1H s), 7,06 (1H s), 5,68 (1H s), 1,32 (3H s),
1,24 (3H s), 1,06 (3H s), 1,02 (6H d J=7,81), 0,93 (3H d J=6,20), 0,89 (3H 5).
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Anexo

RMN-"C (100 MHz CDCly): & 216,91, 198,55, 173,82, 161,40, 136,89, 131,21, 130,14,
117,28, 60,68, 55,44, 54,06, 50,65, 47,69, 44,47, 43,86, 39,76, 38,78, 38,37, 36,73, 34,86,
34,14, 32,33, 30,11, 28,29, 26,34, 24,50, 21,36, 20,87, 20,80, 18,61, 18,36, 17,18, 15,57.

DEPT-135 (100 MHz CDCls): 16 x CH e CH3, 8 x CH,, 9 x C.

3,11-dioxours-12-en-28-il-2’metil-1 H-imidazol-1-carboxilato (11)

MSn-EST: MS: m/z 534,19 (100) [M+H]|", MS2 (534,00): m/z 424,25 (100), 217,03 (79),
207,07 (42), 189,07 (26), MS3 (534,00, 424,00): m/z 217,13 (100), 207,23 (45), 189,11 (19),
MS3 (534,00, 217,00): m/z 189,13 (100).

MS-ET- m/z 532,95 (7) M, 423,01 (12), 215,89 (18), 190,96 (16), 189,96 (16), 188,96 (100),
173,09 (12), 147,10 (38), 119,09 (14), 105,10 (12), 95,15 (23), 91,12 (13), 83,14 (24), 81,10
(14).

RMN-"H (400 MHz CDCly): § 7,53 (1H s), 6,91 (1H s), 5,69 (1H s), 2,55 (3H ), 1,33 (3H s),
1,25 (3H s), 1,07 3H s), 1,03 (3H s), 1,01 (3H d J=6,18), 0,92 (6H s).

RMN-"C (100 MHz CDCl;): & 216,94, 198,65, 175,42, 161,60, 149,73, 131,14, 127,69,
116,99, 60,65, 55,43, 54,24, 51,60, 47,71, 44,52, 43,98, 39,75, 38,98, 38,35, 36,72, 34,67,
34,15, 32,32, 30,11, 28,32, 26,33, 24,13, 21,38, 20,87, 20,76, 18,76, 18,61, 18,13, 17,28,
15,61.

DEPT-135 (100 MHz CDCls): 16 x CH e CH3, 8 x CH,, 10 x C.
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Anexo

3,11-dioxours-12-en-28-il-4 H-triazol-4-carboxilato (12)

MSn-ESI: MS: m/z 521,12 (100) [M+H[", MS2 (521,00): m/z 424,09 (100), 217,41 (64),
206,98 (39), 189,11 (8), MS3 (521,00, 424,00): m/z 217,19 (100), 207,11 (44), 189,09 (13),
MS3 (521,00, 217,00): m/z 189,25 (100).

MS-EI m/z 519,84 (8) M, 422,97 (47), 407,03 (43), 256,99 (100), 216,04 (73), 215,04 (71),
188.67 (36), 161,11 (45), 147,07 (32), 146,05 (42), 91,2 (39).

RMN-'H (400 MHz CDCls): § 8,84 (1H s), 8,01 (1H s), 5,67 (1H s), 1,33 (3H s), 1,23 (3H s),
1,06 (3H s), 1,02 (3H s), 1,00 (3H d J=6,34), 0,92 (3H d J=6,38), 0,87 (3H 5).

RMN-"C (100 MHz CDClLy): & 216,98, 198,71, 174,14, 162,11, 152,65, 145,37, 130,97,
60,70, 55,41, 53,13, 51,00, 47,69, 44,46, 43,92, 39,73, 38,69, 38,30, 36,70, 34,15, 33,71,
32,31, 30,12, 28,67, 26,33, 22,94, 21,37, 20,89, 20,85, 18,62, 18,41, 17,10, 15,56.

DEPT-135 (100 MHz CDCls): 15 x CH e CH3, 8 x CH», 9 x C.

28-(4H-triazol-4-il)-3,28-dioxours-12-en-2-(4 H-triazol-4-il)-metileno (13)

—_—

z
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Anexo

MSn-ESI: MS: m/z 586,04 (100) [M+H]|", MS2 (586,00): m/z 489,01 (100), 286,01 (8), 203,08
(30), 189,22 (3), MS3 (586,00, 489,00): m/z 286,24 (63), 203,13 (100), 189,34 (52), MS3
(586,00, 203,00): m/z 189,27 (100), 133,23 (51).

MS-EI m/z 584.94 (4) M, 489,01 (31), 488,00 (70), 203,01 (43), 190,07 (52), 189,09 (100),
187,13 (38), 134,03 (31), 133,03 (51), 119,05 (45), 117,08 (48).

RMN-"H (400 MHz CDCly): § 8,82 (1H s), 8,37 (1H s), 8,10 (1H s), 7,99 (1H s), 7,80 (1H 3),
531 (1Hs), 3,41 (1H d J=17,27), 1,25 (2H s), 1,16 3H s), 1,15 (3H s), 1,11 (3H s), 0,99 (3H
d J=6,26), 0,96 (3H d J=6,38), 0,88 (3H s), 0,72 (3H ).

RMN-"C (100 MHz CDCl;): § 206,95, 174,81, 152,96, 152,24, 145,30, 137,60, 137,03,
128,37, 125,92, 125,29, 52,75, 51,39, 45,28 (2C), 44,99, 43,18, 42,40, 39,30, 39,21, 38,53,
35,74, 34,39, 31,87, 30,46, 29,66, 28,13, 23,59, 23,42 (2C), 22,48, 21,02, 20,16, 17,08, 16,43,
15,68.

DEPT-135 (100 MHz CDCls): 18 x CH e CH3, 8 x CH», 9 x C.

Metil 2-(1H-imidazol-1-il)-metileno-3,11-dioxours-12-en-28-oato (14)

MSn-EST: MS: m/z 562,11 (100) [M+H]|", MS2 (562.00): m/z 502,01 (100), 284,93 (14),
217,19 (31), 189,02 (6), MS3 (562,00, 502,00): m/z 285,03 (49), 217,13 (100), 188,81 (31),
MS3 (562,00, 217,00): m/z 188,79 (100).

MS-ET- m/z 561,20 (24) M", 229,01 (30), 216,99 (32), 215,98 (100), 201,08 (48), 189,10 (42),
174,13 (42), 105,14 (21), 91,17 (27), 69,13 (36).

RMN-'H (400 MHz CDCls): § 7,84 (1H s), 7,65 (1H s), 7,35 (1H s), 7,14 (1H 5), 5,68 (1H s),
4,16 (1H d J=16,47), 3,61 (3H s), 2,46 (2H s), 2,25 (1H d J=16,45), 1,33 (3H 5), 1,18 (3H s),
1,12 (6H s), 0,97 (3H d J=6,23), 0,94 (3H s), 0,90 (3H d J=6,33).
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Anexo

RMN-"C (100 MHz CDCl;): § 206,25, 198,67, 177,11, 164,05, 138,85, 130,51, 130,26,
130,11, 122,70, 119,21, 58,91, 52,85, 52,79, 51,86, 47,63, 45,28, 44,15, 43,85, 43,17, 38,72,
38,58, 35,97, 35,88, 31,59, 30,24, 29,71, 28,45, 23,81, 22,34, 20,97, 20,93, 19,45, 18,19,
17,17, 15,44.

DEPT-135 (100 MHz CDCls): 19 x CH e CH3, 7 x CH», 9 x C.

Metil 2-(2"-metil-1H-imidazol-1-il)-metileno-3,11-dioxours-12-en-28-oato (15)

MSn-ESI: MS: m/z 576,44 (100) [M+H[", MS2 (576,00): m/z 515,87 (100), 299,01 (19),
217,41 (36), 189,09 (5), MS3 (576,00, 516,00): m/z 299,08 (43), 217,09 (100), 188,97 (29),
MS3 (576,00, 217,00): m/z 189,03 (100).

MS-EI m/z 575,20 (17) M, 243,01 (44), 231,00 (23), 229,98 (100), 229,07 (19), 216,10 (54),
202,11 (36), 190,12 (18), 189,14 (50), 83,14 (25).

RMN-"H (400 MHz CDCls): § 7,62 (1H s), 7,32 (1H s), 6,99 (1H s), 5,67 (1H s), 4,14 (1H d
J=16,36), 3,61 (3H s), 2,49 (3H s), 2,45 (2H), 2,18 (1H d J=16,46), 1,33 (3H 5), 1,18 (3H 5),
1,13 3H s), 1,12 (3H s), 0,97 (3H d J=6,28), 0,94 (3H 5), 0,89 (3H d J=6,22).

RMN-"C (100 MHz CDCL): & 206,36, 198,71, 177,11, 163,99, 147,23, 130,53, 129,69,
128,38, 122,98, 118,24, 58,90, 53,02, 52,80, 51,87, 47,64, 45,39, 44,19, 43,86, 42,51, 38,72,
38,59, 36,07, 35,90, 31,65, 30,25, 29,67, 28,47, 23,82, 22,47, 21,00, 20,94, 19,44, 18,26,
17,19, 15,39, 13,66.

DEPT-135 (100 MHz CDCls): 18 x CH e CH3, 7x CH,, 11 x C.

156



Anexo

Metil 2-(4H-triazol-4-il)-metileno-3,11-dioxours-12-en-28-oato (16)

MSn-EST: MS: m/z 563,23 (100) [M+H]|", MS2 (563,00): m/z 503,02 (100), 286,03 (15),
217,21 (43), 189,21 (12), MS3 (563,00, 503,00): m/z 285,88 (58), 217,14 (100), 188,87 (31),
MS3 (563,00, 217,00): m/z 189,17 (100).

MS-ET- m/z: 562,08 (12) M, 317,91 (24), 316,93 (86), 286,03 (25), 258,03 (23), 256,97
(100), 216,01 (37), 215,04 (28), 202,03 (14), 191,10 (19), 189,10 (23), 173,12 (21), 162,07
(20), 161,16 (91), 135,18 (22), 119,16 (26).

RMN-'H (400 MHz CDCls): 8,46 (1H s), 8,08 (1H s), 7,79 (1H s), 5,68 (1H s), 4,39 (1H d
J=17,42), 3,61 BH s), 1,33 (3H s), 1,19 3H s), 1,12 (6H s), 0,97 (3H d J=6,15), 0,94 (3H s),
0,91 (3H d J=6,26).

RMN-"C (100 MHz CDCl;): § 206,32, 198,51, 177,13, 163,66, 152,49, 14523, 130,61,
128,77, 125,27, 58,71, 53,01, 52,80, 51,87, 47,66, 45,38, 44,19, 43,86, 43,56, 38,74, 38,61,
35,93, 35,81, 31,64, 30,27, 29,73, 28,48, 23,85, 22,34, 20,97, 20,95, 19,50, 18,21, 17,19,
15,45.

DEPT-135 (100 MHz CDCls): 17 x CH e CH3, 7x CH,, 10 x C.



Anexo

Metil 2-(2’-metil-1H-imidazol-1-il)-metileno-3-oxours-12-en-28-oato (17)

MSn-EST: MS: m/z 561,97 (100) [M+H[", MS2 (562,00): m/z 502,02 (100), 299,01 (12),
203,08 (31), 189,22 (3), MS3 (562,00, 502,00): m/z 299,10 (51), 203,17 (100), 189,46 (26),
MS3 (562,00, 203,00): m/z 189,26 (100), 133,37 (50).

MS-EI m/z 561,17 (13) M, 300,07 (17), 298,06 (75), 297,08 (18), 243,06 (16), 203,03 (47),
134,01 (26), 133,15 (100), 131,10 (16), 119,07 (26), 117,09 (16), 107,05 (16), 105,09 (23),
91,13 (29), 83,18 (39), 79,08 (18).

RMN-'H (400 MHz CDCls): § 7,66 (1H s), 7,16 (1H s), 7,01 (1H s), 5,29 (1H s), 3,60 (3H s),
2,89 (1H d J=15,84), 2,47 3H s), 2,26 (1H d J=11,27), 2,17 (1H d J= 15,49), 1,16 (3H s),
1,14 (3H s), 1,12 (3H s), 0,95 (3H d J=5,85), 0,89 (6H 5), 0,79 (3H 5).

RMN-"C (100 MHz CDCl;): § 206,63, 177,92, 147,31, 138,45, 130,38, 128,57, 124,98,
123,60, 118,19, 53,01, 52,78, 51,45, 48,14, 45,31, 45,28, 42,37, 42,21, 39,38, 39,12, 38,83,
36,55, 36,12, 32,01, 30,63, 29,67, 27,97, 24,17, 23,54, 23,43, 22,57, 21,11, 20,23, 17,07,
16,62, 15,46, 13,68.

DEPT-135 (100 MHz CDCls): 18 x CH e CH3, 8 x CH,, 10 x C.

Metil 2-(4H-triazol-4-il)-metileno-3-oxours-12-en-28-oato (18)
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Anexo

MSn-ESI: MS: m/z 548,56 (100) [M+H[", MS2 (549,00): m/z 489,43 (100), 285,96 (21),
203,06 (32), 132,99 (12), MS3 (549,00, 489,00): m/z 286,18 (55), 203,13 (100), MS3 (549,00,
203,00): m/z 189,02 (100), 133,33 (52).

MS-EI m/z 548,05 (8) M, 298,95 (25), 262,96 (45), 204,04 (17), 203,05 (83), 202,08 (22),
189,12 (26), 187,13 (15), 134,05 (40), 133,13 (100), 119,06 (24), 91,14 (17).

RMN-"H (400 MHz CDCls): 5 8,37 (1H s), 8,10 (1H s), 7,80 (1H s), 5,32 (1H s), 3,60 (3H s),
3,40 (1H d J=17,43), 1,18 3H s), 1,13 3H s), 1,12 (3H s), 0,95 (3H d J=5,92), 0,90 (6H s),
0,80 (3H s).

RMN-"C (100 MHz CDCly): § 207,06, 177,97, 152,82, 14584, 138,26, 12835, 125,53,
125,26, 53,05, 52,80, 51,45, 48,17, 45,31, 45,07, 43,20, 42,22, 39,33, 39,13, 38,86, 36,58,
35,79, 32,00, 30,65, 29,68, 27,98, 24,20, 23,59, 23,42, 22,49, 21,13, 20,29, 17,08, 16,60,
15,67.

DEPT-135 (100 MHz CDCls): 17 x CH e CH3, 8 x CH,, 9 x C.
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