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BRITO, Tiago de Oliveira. Sintese e avaliacdo da atividade inibitoria de
benzoitioureias e benzoilguanidinas frente a ureases. 2013. p. 121. Trabalho de
Conclusao de Mestrado em Quimica - Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2013.

RESUMO

A maior parte da producdo mundial de ureia se destina ao uso como fonte de
nitrogénio as plantas. Contudo, a hidrélise de ureia em amoénia pela acdo de ureases
presentes tanto na microbiota do solo quanto na matéria organica vegetal oriunda de
colheitas anteriores contribui para a reducéo da eficiéncia da ureia como fertilizante.
De forma a minimizar esta perda, substancias capazes de inibir a acdo desta enzima
sao utilizadas em formulacdes a base de ureia. Apesar da tradicdo e competéncia
brasileira na producéo agricola, ainda ndo dispomos de produtos nacionais para esta
funcdo. Este trabalho tem como foco a preparacdo de tioureias e guanidinas,
compostos estruturalmente similares a ureia, como potenciais inibidores de ureases
de interesse agricola. Utlizando metodologias descritas na literatura foram
sintetizadas 27 benzoiltioureias e 11 benzoilguanidinas, incluindo 6 guanidinas
inéditas. As guanidinas foram sintetizadas a partir das correspondentes tioureias
pelo tratamento com diferentes aminas na presenca de nitrato de bismuto. Para os
compostos 3b, 5b e 7b o uso de irradiacdo de micro-ondas (IMO) por 15 minutos
permitiu a obtencdo destas guanidinas em um tempo de reacdo pelo menos 110
vezes menor e em melhores rendimentos, revelando-se assim, mais eficaz que o
aquecimento convencional. Todos os compostos sintetizados foram caracterizados
através dos pontos de fusdo e de técnicas de espectroscopia no infravermelho e
ressonancia magnética nuclear de *H e *C. Os testes in vitro de inibicdo da enzima
urease foram realizados utilizando urease proveniente de Canavalia ensiformis
(feijdo-de-porco), sendo que os resultados mostram uma 6tima resposta de inibigdo
para as benzoiltioureias, com destaque para os compostos 6a, 8a, 14a, 17a, 20a e
26a, todos com porcentagens de inibicdo muito proximos ao valor apresentado para
o inibidor comercial N-(n-butil)triamidatiofosforica. As  benzoilguanidinas
apresentaram altos niveis de inibicdo da urease em todas as concentracfes
testadas. A eficiéncia das benzoiltioureias como substancias inibidoras da atividade
de ureases foi comprovada a partir de experimentos in vivo utilizando solo cultivavel
brasileiro da regido de Sete Lagoas-MG. Estes experimentos, utilizando 80 mM de
ureia na presenca de 0,5 mM de cada benzoiltioureia, demonstraram que estas
substancias inibiram a atividade das ureases da microbiota do solo em 10 a 29%,
enquanto que o N-(n-butil)triamidatiofosférica inibiu 12%. Estes resultados sugerem
uma potencial aplicacdo destes compostos como aditivos em fertilizantes a base de
ureia para aumentar a sua eficiéncia.

Palavras-chave: Tioureias. Guanidinas. Inibicdo da Urease.



BRITO, Tiago de Oliveira. Synthesis and evaluation of the inhibitory activity of
benzoylthioureas and benzoylguanidines front of the ureases. 2013. p. 121.
Work of Conclusion Master’'s in Chemistry - Londrina State University, Londrina,
2013.

ABSTRACT

Most of the world production of urea is destinated to its use as nitrogen source for
plants. However, the hydrolysis of urea to ammonia by the action of urease present
in soil both from its microbiota and from vegetable organic matter derived from
previous harvests contributes to reduce the efficiency of urea as fertilizer. To
minimize this loss, substances able to inhibit ureases are used in urea based
formulations. Despite of the Brazilian tradition and competence in agricultural
production, there are not national products for this function. This work focuses on the
preparation of thioureas and guanidines, compounds structurally similar to urea, as
potential inhibitors of ureases of agricultural interest. Using methods described in the
literature 27 benzoylthioureas and 11 benzoylguanidines, including 6 new
guanidines, were obtained. The guanidines were synthesized from the corresponding
thioureas by treatment with various amines in the presence of bismuth (lll) nitrate.
The use of microwave irradiation (MWI) for 15 minutes allowed the production of
guanidines in higher yields and with reaction times at least 110-fold lower than the
conventional heating. All synthesized compounds were characterized by melting
point, infrared spectroscopy and nuclear magnetic resonance spectroscopy of *H and
13C. The in vitro tests of inhibition of the enzyme were conducted using urease from
Canavalia ensiformis (jack bean). Benzoylthioureas showed high inhibition levels,
especially the compounds 6a, 8a, 14a, 17a, 20a and 26a, with percentages of
inhibition very close to the value reported for commercial inhibitor N-(nbutyl)
thiophosphorictriamide. The benzoylguanidines also showed high levels of urease
inhibition in all concentrations tested. The efficiency of benzoylthioureas as inhibitors
of urease activity was also confirmed from experiments in vivo using cultivable
Brazilian land the region of Sete Lagoas, Minas Gerais. These experiments, using 80
mM urea in the presence of 0.5 mM of each benzoylthiourea demonstrated that these
substances inhibited the urease activity of the soil microbiota 10 to 29%, while the N-
(n-butyl)thiophosphorictriamide inhibited 12%. These results suggest a potential use
of these compounds as additives in the ureabased fertilizer to increase the its
efficiency.

Key words: Thioureas. Guanidines. Urease inhibition.
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1 INTRODUCAO

1.1 CARACTERIZAGAO DO TEMA DE INVESTIGAGCAO E JUSTIFICATIVAS

Os fertilizantes desempenham um papel fundamental na producao
de alimentos, garantindo alta produtividade e qualidade dos produtos agricolas.
Porém, o Brasil, mesmo com sua vocacao agricola, tem uma industria de fertilizantes
muito dependente de matérias-primas importadas. Esta dependéncia tornou-se
ainda mais preocupante a partir de 2007/2008 quando houve um aumento em mais
de 200% no prego de fertilizantes e suas matérias-primas (FERTBRASIL, 2010).

A ureia é o fertilizante nitrogenado comercializado mais empregado
no Brasil (aprox. 60% do total) devido, entre outros fatores, ao baixo custo por
unidade de nitrogénio (N), a facilidade de fabricacdo e ao custo final para o
agricultor. Adicionalmente, a ureia apresenta uma baixa corrosividade, e é
compativel com um grande numero de outros fertilizantes e defensivos agricolas,
possuindo alta absorgéo foliar (YAMADA e ABDALLA, 2007).

O consumo de ureia mundial em 2010 foi de 149,606 milhdes de
toneladas, sendo que sua producdo cresce a uma taxa de 4,8% ao ano (IFA, 2010).
Porém ha uma grande preocupacdo com o teor de ureia que é perdida quando esta
é aplicada ao solo. Por exemplo, na Asia as praticas dos agricultores resultam em
um aproveitamento menor que 40 % do total do nitrogénio aplicado (MALHI et al.,
2001). As perdas de nitrogénio se devem principalmente pela hidrélise da ureia pela
enzima urease, gerando como produto, amdnia e diéxido de carbono (Esquema 1)
(KARPLUS, PEARSON e HAUSINGER, 1997). Esta enzima é encontrada em
microrganismos, plantas e animais, e incorpora-se ao solo facilmente
(CANTARELLA e MARCELINO, 2008).

ji + H0 Ure85es 5\ 4 COo,
HN" NH,

Esquema 1 - Representacdo esquematica da reagao de hidrélise enzimatica da ureia.

A eficiéncia no uso de nitrogénio da ureia pode ser aumentada se a
sua hidrolise em NHj for retardada pelo uso de inibidores de urease reduzindo a
concentracdo de NH;" no solo e consequentemente o potencial de volatilizacdo de
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NHs. Além do mais, a redugdo da taxa de hidrolise permite maior tempo para a
incorporacgao do nitrogénio no solo (JUNEJO et al., 2011).

Este trabalho visa a obtencdo de compostos com potencial atividade
inibitéria da enzima urease, sendo estes benzoiltioureias e benzoilguanidinas. Estes

compostos apresentam estrutura similar ao substrato natural da enzima (ureia).
1.2 INIBIDORES DE UREASE

De forma a contornar as perdas de nitrogénio da ureia e,
consequentemente melhorar a produgao agricola, o uso de inibidores de urease vem
sendo investigado por mais de seis décadas. Muitas substancias ja foram testados
como possiveis inibidores de urease para utilizacdo em adubos juntamente com a
ureia (CONRAB, 1940; CHIEN et al., 2009). Estas substancias podem ser divididos
em trés grupos, de acordo com suas estruturas e formas de ligagcdo com a urease: 1)
compostos organicos ou inorganicos reativos; 2) compostos que formam quelatos
com o sitio ativo de niquel da urease; 3) inibidores competitivos, que se assemelham
a moléculas de ureia e se ligam ao sitio ativo da enzima urease (AMTUL et al.,
2002).

Em 1926, Sumner isolou pela primeira vez a enzima urease na
forma cristalina, a partir de feijdoes (Canavalia ensiformis), e propés que esta nao
necessita de cofatores inorganicos para exercer sua fungcdo. Somente em 1975,
Dixon et al., revelariam que esta enzima possuia atomos de niquel em seu sitio
ativo.

A estrutura da urease de Klebsiella aerogenes foi elucidada pela
primeira vez em 1995 (JABRI et al., 1995), e desde entédo varias outras estruturas da
enzima, com ou sem inibidores ligados foram determinadas (PEARSON et al., 1997;
BENINI et al., 1998; BENINI et al., 1999; BENINI et al. 2001), incluindo a de Bacillus
pasteurii e de Helicobacter pylori (HA et al., 2001). O sitio ativo da urease contém
dois ions niquel com uma distancia interatdmica entre estes de 3,5 A (Figura 1). Os
ions sdo interligados por uma lisina carbamilada e um ion hidréxido. Além destes
ligantes, um ion Ni(l) é coordenado a duas histidinas e uma molécula de agua. A
coordenacao do outro ion, Ni(ll), € semelhante ao primeiro, mas inclui um aspartato
terminal ligado a este (CARLSSON e NORDLANDER, 2010).
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Figura 1 - Representagao da estrutura do sitio ativo da urease (Adapatado de BENINI et al., 1999)

Uma série de propostas foram relatadas para os possiveis
mecanismos de reacao de hidrélise da ureia catalisada pelas ureases. Um consenso
foi alcangado quanto a coordenacdao inicial da ureia com o sitio ativo, que tem sido
sugerido que ocorra através do ataque do oxigénio da ureia no sitio de coordenacao
do Ni(l) (Figura 2), mas ha propostas divergentes sobre as etapas subsequentes. O
mecanismo sugerido inicialmente envolve o ataque ao carbono da ureia por um
hidroxido terminal ligado a Ni(ll). Isto leva a um intermediario que une os dois metais
e pode liberar aménia (DIXON et al., 1980; LIPPARD, 1995; KARPLUS et al., 1997).
Com base na estrutura de um complexo urease-inibidor, Benini et al. (1999) sugeriu
um mecanismo que envolve uma coordenac¢do secundaria de um dos atomos de
nitrogénio da ureia com Ni(ll), que posiciona o substrato para um ataque a partir do
hidroxido que interliga os dois atomos de Ni. A coordenagédo em ponte do substrato
(ureia) foi apoiada por Pearson et al. (2000), mas estes investigadores tém sugerido

que o nucledfilo ndo é o hidréxido, mas sim a agua coordenada ao Ni(ll).
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Figura 2: Representagdo esquematica de dois mecanismos propostos para a hidrélise da ureia
promovida pela enzima urease; A (Benini et al., 1999) e B (Lippard, 1995).

O uso de N-(n-butil)triamidatiofosférica (NBPT) em formulacbes a
base de ureia mostrou contribuir para a diminuicdo das perdas de nitrogénio em
solos com plantacdes de milho, arroz, cana-de-agucar, entre outros (GIOACCHINI et
al., 2002; YAMADA e ABDALLA, 2007; CANTARELLA et al., 2008; CHIEN et al.,
2009; SCIVITTARRO et al., 2010).

O NBPT e outros inibidores de urease sao produtos importados, o
que onera os precos de fertilizantes a base de ureia para os agricultores brasileiros.
Além disso, depois de adicionado a ureia, o NBPT tende a perder eficacia com o
tempo de armazenamento (HENDRICKSON e DOUGLASS, 1993). A eficiéncia do
NBPT também tende a ser menor em solos acidos e a altas temperaturas, quando
ha maior atividade de urease, maior dissolucdo dos granulos de uréia e maior
evaporacao da solucao do solo (CANTARELLA, 2008).

Os estudos direcionados a identificagdo de inibidores de ureases de
plantas revelam que as substancias mais promissoras sao estruturalmente similares
a ureia, o substrato natural dessa enzima (BENINI, 1999; VAREL, 1997; FONT et al.,
2008). Entre os inibidores estruturalmente similares a ureia destacam-se: a N-(n-
butil)triamidafosférica (BNPO), o fenilfosforodiamidato (PPD) e a N-
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cicloexiltriamidafosforica (CHPT) (Figura 3). Estudos recentes mostraram que alguns
complexos metélicos derivados de iminas - que no caso ndo mimetizam a estrutura
da ureia - sdo eficientes na inibicao in vitro da atividade de urease de plantas (CHEN
etal.,, 2010; YOU et al., 2010).

Q Q Q Complexos metalicos derivados de iminas
HoN-P~NH,  HoN-P—NHz  HoN—P~NH;
HN HN OoN o
N/\
oo "O|toen. .
— n
0 BNPO PPD CHPT \ Br
H.N-C~NH; Meoc-O N Br
Ureia H H —Cu-O
Substrato natural |Nﬁs NN 5 © C\
r
O O || O L
N
B Nre o=t j cl
r 7\
R3
T T2 oN-O O
R? z
Inibidores miméticos Inibidores ndo-miméticos

Figura 3 - Estrutura quimica da ureia e de alguns inibidores de urease de plantas

Compostos que apresentam o nucleo basico 3-tiona-1,2,4-triazolana
(T1 e T2; Figura 3) também se mostraram potentes inibidores de urease (SERWAR
et al., 2009; KHAN et al., 2010).

1.2.1 Tioureias

As tioureias constituem uma importante classe de substancias para
a quimica medicinal devido as suas atividades biolégicas, como fungicidas,
herbicidas (WALPOLE et al., 1998), antibacterianas, antielminticas, rodenticidas e
inibidores de fenoloxidase enzimatica (SCHROEDER, 1955). Alguns derivados de
tioureia e seus complexos metadlicos apresentam atividade analgésica,
antiinflamatdéria, antimicrobiana e anti-cancer; além disso, derivados de tioureia sao
blocos de construcdo de valor para a sintese de amidas, guanidinas, e uma
variedade de cadeias heterociclicas (MADDANI e PRABHU, 2010). Recentemente,
os derivados de tioureia tem encontrado uso em organocatalise (TAYLOR &
JACOBSEN, 2006). Por estas razdes, uma série de procedimentos séo relatados
para a sintese de tioureias (MADDANI e PRABHU, 2010).

Entre os varios métodos para a sintese de tioureias, os mais
amplamente utilizados sdo os de condensacdo de aminas primarias e secundarias
com isotiocianato (KATRITZKY et al., 2004), tiofosgenio (SHARMA, 1978) ou seus
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derivados (STAAB, 1962). Também destaca-se a reacdo de aminas primarias com
dissulfeto de carbono na presenca de acetato de mercurio e a reacao de tioureias
nao substituidas com aminas primarias (ERICKSON, 1956). Apesar da toxicidade
dos reagentes, as aplicacoes destes parecem inevitaveis, devido a importancia das
tioureias nas areas biolégicas (MADDANI e PRABHU, 2010). Benzoiltioureias podem
ser obtidas ainda, através da reacdo de cloretos de benzoila com tiocianato de
amodnio em acetona. Em seguida os isotiocianatos de benzoila obtidos sao tratados
com aminas para fornecer as benzoiltioureias correspondentes (Esquema 2)
(SANCHEZ et. al, 2001).

0 i
NN NHiSON )J\
l/ % Me,CO MegCO
R1

Esquema 2 - Sintese de ben20|lt|oure|as.

1.2.2 Guanidinas

O grupo guanidino esta presente em muitos compostos naturais e
sintéticos biologicamente ativos e devido ao seu amplo espectro de atividade, tais
como anti-bacteriano, anti-diabético, anti-histaminico, anti-inflamatérios e atividade
cardiovascular (GREENHILL e LEE, 1993). A sintese de guanidinas tem sido
intensamente estudada e uma diversidade de métodos tém sido desenvolvidos.
Destaca-se duas metodologias eficientes, sendo que ambas tem como material de
partidas tioureias, que podem ser obtidas em alto rendimento a partir de precursores
facilmente disponiveis.

Uma das metodologias utiliza cloreto de mercurio como agente de
guanilacdo e uma amina primaria ou secundaria. Esta metodologia produz altos
rendimentos desde que a tioureia seja ativada por um grupo retirador de elétrons
forte, sendo que N,N-bis-Boc-tioureias sdo os substratos mais comumente utilizados
(Esquema 3) (POSS et al., 1992 ; CUNHA et al., 2001). A maior desvantagem desta
metodologia € a toxicidade do mercurio.
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Esquema 3 - Sintese de guanidinas utilizando cloreto de mercurio como agente de guanilacao.

Foi demonstrado alternativamente que sais de bismuto sdo agentes
de guanilacao eficientes (CUNHA; LIMA e SOUZA, 2002) (Esquema 4). Esta
metodologia se torna mais atraente que a anterior pois o bismuto € o menos tdxico
dos metais pesados (SUZUKI e MATANO, 2001).

0 S D oo R°NH, N AN »
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Esquema 4 - Sintese de guanidinas utilizando nitrato de bismuto como agente de guanilacéo.

O uso de guanidinas N,N,N’-trisubstituidas como inibidores de
urease foi relatado uma Unica vez na literatura (MURTAZA et al., 2011). Este estudo
foi realizado com benzoilguanidinas (Figura 4 - 1) e seus complexos de cobre (Figura
4 - 11). Os pesquisadores relataram uma melhor atividade dos complexos derivados
de guanidinas na inibicdo da urease, sendo que os compostos 1’ e 2’ (Figura 4 -
Tabela) demonstraram excelente atividade inibitéria in vitro com valores de ICsq de
9,8 e 11,5 uM, respectivamente, sendo significativamente melhores que os valores

obtidos para a tioureia (ICs0 21,0 uM).

N ” R/N\/O

Cl el

. /' \ R ng
(1) R = -CH(CH3)2 o N (1') R = -CH(CH3)2
(2) R = -CH,CH,CH,CHy L (2) R = -CHyCH,CH2CH3
(3) R = -CH(CH3)(CH,CHs) N~ N (3") R = -CH(CHg3)(CH,CHs)
(4) R = -C(CHy)s H g (4)R=-C(CHy)s
(5) R = -CH,Ph (5") R = -CH,Ph
(6) R = -p-MePh (6") R = -p-MePh

Composto 1 2
% de inibicado 6 0
IC5o - -

Atividade inibitoria

5 6 1’ 2’ 3 q 5 6’ Tioureia

6,7 27 0 95 97 39 0O 84 0 98,2

= - 98 115 - = 107 = 21,0

Figura 4 - Resultados de teste biolégico de guanidinas e de seus respectivos complexos de cobre

(adaptado de MURTAZA et al., 2011).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolvimento de novos inibidores de ureases de interesse

agricola.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtencao de benzoiltioureias e benzoilguanidinas com potencial
atividade inibitéria contra ureases de plantas.

Avaliar a capacidade inibitéria de ureases pelos compostos
sintetizados, utilizando testes in vitro e in vivo empregando-se, respectivamente a
enzima urease de Canavalia ensiformis (Sigma-Aldrich) e a macrobiota do solo (Sete
Lagoas - MG).
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3 PARTE EXPERIMENTAL
3.1 GERAL

Foram empregados o0s solventes diclorometano, cloroférmio,
metanol, etanol, dimetilformamida, éter etilico e dimetilsulféxido de grau P.A., e
quando necessario, foram previamente destilados. A acetona utilizada foi
previamente seca em peneira molecular 3A por aproximadamente 6 horas, antes de
cada reacéo.

Foram utilizados reagentes principalmente das marcas Aldrich,
Riedel-de Halen, Fluka e Merck, sendo estes nitrato de bismuto pentaidratado
(99.999%), trietilamina, tiocianato de amoénio, sulfato de magnésio, anilina,
benzilamina, feniletilamina, p-metilanilina, p-(terc-butil)anilina, p-metiltioanilina, 2-
aminopiridina, 2-aminopirimidina, nitroanilina (o, m ou p), metoxianilina (o, m ou p),
cloroanilina (0o, m ou p), bromoanilina (0o, m ou p), hidroxianilina (m ou p),
cicloexilamina, terc-butilamina, metilamina (solucdo aquosa 40%), etilamina (solucéao
aquosa 70%) e cloreto de benzoila. Nos ensaios bioldgicos utilizou-se urease de
Canavalia ensiformis (feijao-de-porco) (Sigma-Aldrich).

Foram utilizadas placas de cromatografia em camada delgada de
silica com fluoresceina da marca Macherey-Naguel e resina celite 545 mex. da

marca Cerrana.
3.2 EQUIPAMENTOS

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho Microquimica
MQAPF-302. As analises espectrométricas foram realizadas em espectrdmetro de
Infravermelho (IV) Shimadzu FTIR-8300, Espectrometro de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) Bruker DPX-200 operando a 200 MHz para 'H e 50 MHz para '°C, do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e
espectrdmetro Bruker Avance Ill operando a 400 MHz para 'H e 100 MHz para '*C,
equipado com sondas multinucleares de 5 mm, do Laboratério de Espectroscopia da
Universidade Estadual de Londrina (UEL).
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3.3 METODOS
3.3.1 Sintese de benzoiltioureias

As benzoiltioureias (1a-27a) foram sintetizadas de acordo com a
metodologia descrita por Sanchez et al. (2001), com algumas modificagcdes.

Procedimento geral: Cloreto de benzoila (0,011 mol) foi adicionado a
uma solucao de tiocianato de aménio (0,011 mol) em acetona seca. Esta mistura foi
mantida sob agitacdo e refluxo e apdés 15 minutos, a amina (0,01 mol) foi
adicionada’. A mistura resultante foi mantida sob refluxo e agitacdo por 30 minutos
para sintese dos produtos 4a-27a. Para os produtos 1a-3a o meio de reacgao foi
mantido sob agitacdo a temperatura ambiente por aproximadamente 3 horas. Ap6s o
completo consumo do material de partida (verificado por CCD), a solugéo resultante
foi vertida em um béquer com gelo triturado sob agitacdo. A suspensao obtida foi
filtrada e o sélido resultante, lavado com agua e com uma mistura resfriada de
MeOH/H20 (1:1 v/v).

'OBS.: Para a sintese de 1a utilizou-se 0,033 mols de cloreto de benzoila, 0,036
mols de tiocianato de aménio e 0,08 mols de hidréxido de aménio (solugdo aquosa a
28% (v/v)). Para os produtos 2a e 3a utilizou-se um pequeno excesso de metilamina
(solucdo aquosa a 40% (v/v)) e etilamina (solucdo aquosa a 66% (v/v))
respectivamente.

Todos os produtos foram recristalizados para garantir o maximo de

pureza dos compostos.
3.3.2 Sintese de benzoilguanidinas

Utilizou-se a metodologia descrita por Cunha, et al. (2002) para a
sintese das benzoilguanidinas (1b-11b).

Procedimento Geral: A uma solugdo de benzoil tioureia (5a, 6a, 14a,
17a e 26a) (1,6 mmol) em 10 mL de dimetilformamida mantida sob vigorosa agitagao
e banho de gelo, adicionou-se a amina de interesse (3,2 mmol), trietilamina (6,7
mmol) e nitrato de bismuto pentaidratado (1,6 mmol). Apés 10 minutos sob agitacao,
0 banho de gelo foi retirado e o sistema de reagdao aquecido até refluxo por 25 a 90
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horas. Apdés o consumo de todo o material de partida (verificado por CCD), o
aquecimento foi suspenso, a mistura reagente resfriada e diluida com 10 mL de
diclorometano. A suspensao resultante foi eluida através de uma coluna de celite e
entdo, lavada com trés porcoes de 20 mL de agua deionizada. A fase organica foi
secada com MgSO, anidro e filtrada e o solvente foi removido em evaporador
rotatorio fornecendo um 6leo. Em seguida, o produto foi diluido com metanol/etanol
e resfriado em geladeira. Cerca de dois dias apds o inicio da precipitagdo, o sélido
resultante foi filtrado e lavado com metanol.

Os compostos 3b, 4b e 6b também foram sintetizados utilizando
irradiacao de micro-ondas como fonte de aquecimento, neste caso o meio de reagéao
permaneceu sob refluxo a temperatura de 130 °C por 15 minutos. O tratamento da
reacdo seguiu o mesmo protocolo das reacdes realizadas sob aquecimento
convencional.

Todos os produtos foram recristalizados empregando-se diferentes
misturas de solventes constituidas principalmente por éter de petréleo, éter etilico,

metanol, diclorometano e cloroférmio.
3.3.3 Teste de inibicdo in vitro da enzima urease

Os testes foram realizados com base na metodologia descrita por
Khan et al. (2010), utilizando a concentracdo de urease definida por Krajewska e
Ciurli (2005). As solugdes de fenol e do reagente alcalino utilizados no método
indofenol foram preparadas conforme descrito por Serwar et al. (2009) (inicialmente
preconizado por Weatherburn (1967)). As amostras foram avaliadas em trés
concentragdes diferentes de ureia (5, 10 e 20 mMol.L™)

As misturas de reagdes, compostas de 5 uL de solucédo de urease de
Canavalia ensiformis (feijao-de-porco), 10 uL de tampéao fosfato (pH 7,00) e 10 uL de
uma solucao de ureia (50, 100 ou 200 mM; sendo 5, 10 e 20 mM respectivamente,
de concentracdo na solucéo final) foram incubadas com 10 uL de uma solucao do
composto teste em etanol (10 mM; 1 mM na solucéo final) a 30 °C durante 15
minutos, em placas de poc¢os (o volume final em cada poco foi completado para 100
uL). Também foram preparadas reagdes controle sem a presenca de urease. A

producédo de amdnia foi mensurada utilizando o método indofenol. Método indofenol:
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45 uL do reagente fenol (1% m/v de fenol, e 0,005% m/v de nitroprussiato de sédio)
e 70 uL do reagente alcalino (0,5% de hidréxido de sodio m/v, e 0,1% de NaOCI)
foram adicionados a cada pog¢o, e 0 aumento da absorvancia foi medida a 630 nm
apds 50 minutos, utilizando um leitor de microplacas. Todas as reacdes foram
realizadas em quadriplicata. Todos os ensaios foram realizados a pH 7,0 (tampéo:
200 mM KoHPO4.3H,O e 10 mM acido etilenodiaminotetraacético (EDTA)). Inibicdes
percentuais foram calculadas utilizando a féormula: 100 - (ODpogo teste / ODcontrole) X
100. Tioureia, hidroxiureia e NBPT foram usados como controle.

3.3.4 Teste de inibicdo in vivo (microbiota do solo) da enzima urease

Os testes in vivo consistiram no tratamento de 0,5 g de solo
cultivavel da regido de Sete Lagoas-MG com ureia 80 mM na presenca ou ndo dos
inibidores teste a 0,5 mM de acordo com Kandeler & Gerber (1988). Ap6s 1 h de
incubacgao a 37 °C, os sistemas de reagao foram paralisados com solucdo de HCI
0,1 (v/iv) em KCI 7,5% (m/v) e novamente incubados sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente por 30 min. Uma aliquota do sobrenadante, obtida apds
centrifugagé@o dos sistemas, foi coletada e adicionada a uma solugéo de salicilato de
sédio 3,5% (m/v) contendo citrato de sédio 2,5% (m/v), tartarato de sédio 2,5% (m/v)
e nitroprussiato de sddio 0,012% (m/v). As misturas de reagao foram incubadas por
15 min a temperatura ambiente, seguida da adicdo de uma solugdo composta por
NaOH 35 (m/v) e NaOCI 1% (v/v). Ap6s incubagao por 1 h a temperatura ambiente e
agitacdo magnética, as misturas foram analisadas a 660 nm para a quantificagcao de
ureia remanescente no meio. O percentual de inibicado da atividade das ureases da
microbiota do solo foi determinado segundo a férmula (OD sem inibidor - OD com
inibidor) x 100.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  SINTESE E CARACTERIZAGAO DAS BENZOILTIOUREIAS

A sintese das benzoiltioureias foi realizada conforme metodologia
descrita por Sanchez et al. (2001). Nesta abordagem, as tioureias sao obtidas pela
reacdo entre uma amina e um isotiocianato gerado in situ a partir do cloreto de

benzoila de acordo com o Esquema 5.

i i )k
NH4SCN '
Ccl — NCS —> R
Me>CO Meo-CO
Refluxo Refluxo 30 mln

15 min ou t.a. ( (1a-27a)

Esquema 5 - Sintese das benzoiltioureias

A transformacdo ocorre através de um processo de adi¢do-
eliminagdo (Esquema 6) onde inicialmente o anion tiocianato reage com o carbono
eletrofilico do cloreto de benzoila. Em seguida ocorre a eliminagédo do anion cloreto
com a consequente formacao do isotiocianato de benzoila (l). Finalmente, a amina
adicionada reage com o carbono sp altamente eletrofilico de (I), formando assim o
intermediario estabilizado (Il), que em seguida se converte na benzoiltioureia de

interesse.

X«

N~ "N
H H

(1a-27a)
Esquema 6 - Mecanismo de reacdo para a sintese das benzoiltioureias
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As benzoiltioureias 4a-27a (Figura 5) foram obtidas apds 45 minutos
de reacgdo, sendo 15 minutos para formacao do isotiocianato de benzoila e mais 30
minutos de reacdo deste com uma amina; para os produtos 1a-3a a reacdo com
amodnia ou uma amina (em solucao aquosa) completou-se apds 3 horas em agitacao

a temperatura ambiente.

@ﬁuiw @AHH @*M @*uﬁ @ﬁi

(1a) (5a)
(7a) (8a) (9a)
Br
R 3 /@ 2 % LT ? % L R X
N ©)kN N ©)kN N Br ©)kN N
H H H H H H H
cl Br
(10a) (11a) (12a) (13a)
i /©/OMG o i /@\ /©/N02
OMe
(14a) (15a) (16a (17a)
L 2O 12
y N ©)kN N OH
H H H
(18a) (20a) (21a)
SMe C(CH3)3 = 0 N7
g O]
@ﬁNiNO QﬁNiNO (jjiNiN/(Nj Q)kNiN)\/Nj
H H H H H H H H
(22a) (23a) (24a) (25a)
TENT O
H H H H
(26a) (27a)

Figura 5 - Benzoiltioureias sintetizadas (1a-27a)

Os rendimentos obtidos foram moderados a excelentes (50-99%),
com excecao de 2a que apresentou rendimento baixo (38%) (Tabela 1). Os pontos
de fusdo mensurados e os relatados na literatura estdo demonstrados na Tabela 1,
onde se verifica uma concordancia entre os valores, exceto para 5a, 20a, 21a e 27a



29

que apresentaram uma diferenca significativa de 5 a 12 °C entre o valor mensurado

e o relatado na literatura.

Tabela 1 — Rendimento (apds recristalizacao) e ponto de fusdo das benzoiltioureias
sintetizadas

Benzoiltioureia | Rendimento P.F. '{OC) F'F'(OC)
obtido literatura

1a 50 % 170 171-172 1
2a 38 % 147 148-149 2
3a 58 % 125 NR
4a 58 % 124-125 125-126 2
5a 90 % 64 71-72°3
6a 79 % 146 146-148 °
7a 94 % 155-156 157>
8a 97 % 135-136 133-134 °
9a 99 % 125 125°
10a 74 % 141-142 1427
11a 85 % 142-144 143-144 8
12a 85 % 129 132°
13a 86 % 133-134 134-135 10
14a 92 % 145 143 1
15a 87 % 105 107 °
16a 92 % 150 150-151 1©
17a 93 % 178-179 180 ’
18a 89 % 158 160-161 2
19a 64 % 146 146-147 12
20a 96 % 159-161 154 13
21a 70 % 184 173-174 1
22a 84 % 157 NR
23a 79 % 113-114 NR
24a 71 % 136-137 137-138 ©
25a 73 % 175-176 179-181
26a 80 % 120-121 124 1°
27a 86 % 104-105 90-92 7

'BUDESINSKY et al., 1959. “BRINDLEY et al., 1987. *ELMORE e OGLE, 1958. *HU et al., 2006.
SUPADHYAYA et al., 1983. °RAULF et al., 2009. "7PANCHOLI et al., 2006. 83ZENG et al., 2003.

SGUPTA et al., 1983. "> BARNIKOW e KUNZEK, 1965. ""JABBAR et al., 2007. 2 SARKIS e FAISAL,
1985. "*VENKATESH e PANDEYA, 2009. "ABOSADIYA et al., 2007. ®"HURST et al., 1988. "®’KAYE e
PARRIS, 1952. "KATRITZKY et al., 2003. NR = Nio relatado.

As estruturas dos compostos 1a-27a foram confirmadas por técnicas

espectroscopicas (principais dados apresentados na Tabela 2). Nos espectros no

infravermelho, foi verificada a presenca de uma banda caracteristica entre 1678-

1664 cm, atribuida & deformacéo axial C=O.
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Tabela 2 - Principais frequéncias observadas nos espectros de infravermelho e de

RMN das benzoiltioureias

o , P RMN de 'H RMN de °C
Benzo:ltl_ourela IV (em™) CONHTCSNH| =0 TN.C=sS
1a " 3307, 3224, 1679, 1236 | 8,69 9,85 166,9 | 182,1
2a' 3242, 1666, 1265 9,09 | 10,66 | 167,0 | 180,9
3a’ 3251, 1677, 1258 9,01 10,65 | 167,0 | 179,7
4a’ 3230, 1670, 1247 8,84 | 10,91 | 166,8 | 177,7
5a’ 3228, 1671, 1261 9,01 10,73 | 166,8 | 178,1
6a’ 3278, 1674, 1258 920 | 12,61 | 166,9 | 178,2
7a’ 3252, 1669, 1265 9,09 | 12,47 | 1671 | 178,6
8a' 3398, 3265, 1676, 1261 | 9,18 | 12,62 | 167,0 | 1784
9a’ 3300, 1670, 1256 9,11 12,64 | 167,2 | 178,6
10a’ 3311, 1669, 1253 9,17 | 12,73 | 166,9 | 178,9
11a’ 3356, 3230, 1664, 1259 | 9,08 | 12,59 | 167,2 | 178,55
12a’ 3356, 1669, 1255 9,07 | 12,63 | 167,2 | 1786
13a’ 3303, 1679, 1263 9,15 | 12,58 | 166,9 | 179,2
14a’ 3232, 1670, 1271 9,21 12,43 | 166,9 | 178,5
15a’ 3367, 1666, 1261 9,07 | 12,60 | 167,1 | 178,2
16a’ 3271, 1678, 1249 9,05 | 12,84 | 166,7 | 176,8
17a" 3253, 1667, 1267 11,77 | 12,87 | 168,6 | 179,8
18a’ 3240, 1666, 1269 9,16 | 12,87 | 167,4 | 179,1
19a’ 3332, 3296, 1674, 1252 | 9,21 13,39 | 166,5 | 179,7
20a "’ 3360, 3222, 1675, 1258 | 10,15 | 12,52 | 167,8 | 178,8
21a" 3324, 1670, 1261 11,51 | 12,61 | 168,3 | 178,5
223’ 3216, 1670, 1265 9,08 | 1254 | 167,1 | 178,3
23a’ 3226, 1665, 1261 9,00 | 1252 | 167,1 | 1783
24a’ 3275, 1678, 1250 9,01 13,12 | 1666 | 177,2
25a " 3419, 3193, 1716, 1262 | 12,13 | 13,60 | 1656 | 178,0
26a’ 3265, 1671, 1253 9,23 | 11,06 | 166,9 | 180,0
27a’ 3334, 3234, 1676, 1254 | 899 | 10,74 | 166,9 | 180,1

Solvente utilizado nas analise por RMN: 'ICDCls; "TDMSO-ds; "CDCly/DMSO-ds; " Acetona-ds.

As benzoiltioureias apresentam um conjunto complexo de bandas de

tioamida caracteristicas (SAEED et al, 2011), dentre as quais, a mais evidente

corresponde ao estiramento axial C=S, que foi verificada na faixa de frequéncia
entre 1271-1236 cm™.
Para todos os compostos (1a a 27a) foi possivel verificar uma banda

fraca, caracteristica de deformacgéo axial de N-H em frequéncias entre 3419 e 3193

cm™.

Todos os sinais de RMN de 'H e '3C observados estdo coerentes

com a presenca dos grupos alifaticos e aromaticos da estrutura esperada para cada

benzoiltioureia obtida (dados apresentados no Anexo 1).
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O sinal do hidrogénio CON-H foi verificado como singleto largo entre
o 8,69 e 12,13 enquanto o hidrogénio CSN-H apresentou-se entre oy 9,85 e 13,60
(Tabela 2). Para o carbono ligado ao enxofre verificou-se nos espectros de RMN de
3C um sinal caracteristico entre 8¢ 176,8 e 182,1. Além disto, o sinal de RMN de *C
da carbonila foi observado entre d¢c 165,6 e 168,6, sendo estes valores descritos na

literatura como caracteristicos para benzoiltioureias (SANCHEZ et al., 2001).
4.2  SINTESE E CARACTERIZAGAO DAS BENZOILGUANIDINAS

As benzoilguanidinas foram sintetizadas utilizando método descrito
por Cunha et al. (2002), utilizando as benzoiltioureias (5a, 6a, 14a, 17a e 26a) como
material de partida e nitrato de bismuto pentaidratado como catalisador (Esquema
7). As amina primarias (cicloexilamina, anilina, p-nitroanilina, p-metoxianilina ou

benzilamina) foram empregadas conforme a guanidina de interesse (vide Tabela 3).

R™NH, o HN"

O s
NJ\N’R' Bi(NO3)3.5H,0 N/)\N’R'
H H EtsN; DMF H
Refluxo
(1b-11b)
Esquema 7. Sintese de benzoilguanidinas.

O tempo de reacado para cada produto variou entre 25 e 90 horas,
conforme mostrado na Tabela 5. Ao todo, foram sintetizadas 11 benzoilguanidinas
N’,N’-substituidas (Figura 6) com rendimentos de 20 a 86%. Também foi avaliada a
utilizacdo de irradiacdo de micro-ondas (IMO) realizada representativamente sobre
3b, 4b e 6b, condicao inédita para esta transformacao. Como resultado obtivemos
rendimentos maiores que os relatados para o aquecimento convencional € uma

reducao no tempo de reacao de pelo menos 110 vezes.



Tabela 3 - Material de partida, tempo reacional e rendimento (apds recristalizacao)

das benzoilguanidinas sintetizadas

Benzoilguanidina .Materlla/ dep art/da' Tempq de Rendimento
Benzoiltioureia Amina reagao

1b 6a Anilina 25 h 46%
2b 6a Benzilamina 25 h 20%
3b 5a Anilina 48 h 27% (62%)?
4b 14a Benzilamina 29 h 61% (94%)®
5b 14a Cicloexilamina 36 h 86%
6b 14a Anilina 90 h 43% (71%)?
7b 5a Benzilamina 48 h 40%
8b 17a Benzilamina 40 h 64%
9b 17a Cicloexilamina 42 h 41%
10b 17a Anilina 32 h 33%
11b 26a Benzilamina 26 h 80%

®Rendimento correspondente ao uso de micro-ondas (15 minutos de irradiagao)

O HN O HN
HN
L

8 © o © o

NO, NO, (11b)

Z

H

Figura 6 - Benzoilguanidinas sintetizadas (1b-11b)

Mecanisticamente foram postuladas duas alternativas para a

formacdo de guanidinas utilizando Bi** (Esquema 8) e, acredita-se, que estas

ocorram simultaneamente (CUNHA et al., 2009). O intermediario-chave para o
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mecanismo é o complexo |, que subsequentemente pode seguir dois caminhos. Pelo
caminho A, | reage com a amina primdria em um mecanismo de adigdo-eliminagédo
(com formacdo do intermediario Il) gerando como produto a guanidina b
(WERMANN et al. 2001; WERMANN et al., 2005), ou alternativamente, pelo caminho
B, o composto | pode sofrer dessulfurizagdo formando a carbodiimida lll que reage
com a amina primaria para a formacao de b (POSS et al., 1992; KIM e QIAN, 1993;
LEVALLET et al., 1997). Ambas as propostas mecanisticas tém sido aceitas para a
obtencdo de guanidinas utilizando como material de partida tioureias e como
catalisador Hg?* ou Bi** (CUNHA et al., 2009).

I a
AR
(a)
lBi3+

“Bid
I a
Caminho A ©iu H Caminho B
-B|283
- .Bi%
NAQ\N/R' N‘C/N\R
+
H NHxH

! ()

/R"
O N
. R"NH
-B|283 l ' 2
: A
H H
(b)

Esquema 8 - Proposta mecanistica para a sintese de benzoilguanidinas utilizando Bi** (adaptado de
Cunha et al., 2009).

Os pontos de fusdo obtidos e os relatados na literatura para as
benzoilguanidinas estdo mostrados na Tabela 4. Os pontos de fusdo de todas as

substancias nao inéditas condizem com os relatados na literatura.
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Tabela 4 - Ponto de fusdo para as benzoilguanidinas sintetizadas

. . P.F. (°C)
Benzoilguanidina | P.F. (°C) literatura
1b 98-100 | 102-104°
2b 92-93 [
3b 107 107-110 2
4b 102-103 |
5b 125-126 NR
6b 109-110 NR
7b 92 [
8b 131 [
9b 164 [
10b 185 |
11b 130-131 | 133-134°

'JOHNSON e CHERNOFF, 1912. “CUNHA e RODRIGUES Jr., 2006. °NEIDLEIN e HAUSSMANN,
1967. NR = N&o relatado. | = Substancia inédita.

A caracterizacdo das benzoilguanidinas foi realizada utilizando-se de

dados de espectroscopia no infravermelho e espectroscopia de ressonéancia

magnética nuclear (Tabela 5).

Nos espectros no infravermelho de 1b-11b, verificou-se uma grande

sobreposicdo de bandas na regido entre 1550 e 700 cm™. As principais frequéncias

observadas estdo demonstradas na Tabela 5 com destaque para a banda

caracteristica de estiramento axial da carbonila que foi verificada entre 1653 e 1598

cm™.

Tabela 5 - Frequéncias observadas nos espectros de infravermelho e de RMN das
benzoilguanidinas

Benzoil- WV (cm) RMN de'H RMN de °C

guanidina N-H N-H |N,C=N| C=0
1b 3392, 1604, 1557 4,73 10,00 | 156,6 | 178,3
2b 3413, 3165, 1598, 1569 5,29 12,23 | 158,6 | 177,7
3b 3421, 3248, 1597, 1566 4,85 12,11 | 158,0 | 177,7
4b 3377, 3165, 1602, 1570 5,23 11,95 | 158,6 | 177,6
5b 3384, 3355, 1595, 1570 4,68 11,86 | 158,5 | 177,3
6b 3416, 3351, 3178, 1602, 1566 | 5,36 10,30 | 158,2 | 178,0
7b 3336, 3198, 1598, 1570 5,70 10,73 | 159,2 | 1771
8b 3392, 1629, 1558 - - - -
9b 3342, 1591, 1566 - - - -
10b 3386, 1653 - - - -
11b 3336, 3185, 1598, 1560 5,32 10,92 | 160,2 | 177,4

Comparando os valores com o material de partida, verifica-se que

houve uma diminuicao da frequéncia da carbonila, por exemplo, em 6a a frequéncia
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de estiramento desta é de 1674 cm™ enquanto que em 1b esta passa a ser 1604
cm™. Isso é uma consequéncia da substituicido do enxofre por um grupo mais
eletronegativo, no caso, o nitrogénio.

A banda entre 1570 e 1558 cm™ foi atribuida ao estiramento axial
C=N. Apenas para 10b nado foi possivel identificar esta banda devido a
sobreposicao.

O tautomerismo existente em benzoilguanidinas (Figura 7) pode
causar multiplas absor¢des. Entretanto, normalmente o tautomero (Il) € o mais
estavel e o Unico detectado em amostras cristalinas (MURTAZA et al., 2007;
MURTAZA et al., 2009; MURTAZA et al., 2011; CUNHA et al., 2006).

rxi’R" HN’R" HN’R"
A n A N
H H =~ H = H

(1) (In (1
Figura 7 - Tautomerismo em benzoilguanidinas

Outra caracteristica estrutural de benzoilguanidinas é a banda
correspondente ao estiramento axial N-H, que apresentou-se entre 3416 e 3248
cm™.

Os espectros de RMN de 'H e '*C confirmaram a presenca dos
grupos substituintes R’ e R” em cada benzoilguanidina.

Nos espectros de RMN de 'H verificou-se os sinais de N-H
(conforme mostrado na Tabela 7), em geral bastante alargados (quando presentes).
Também verifica-se que o sinal de um dos hidrogénios N-H apresentou-se com
deslocamento quimico menor (entre dy 4,00 a 7,00) em comparagcao com os sinal
correspondente do material de partida (entre 64 8,69 € 12,13).

No espectro de RMN de *C observou-se a presenca de um sinal
entre 6c 156,6 e 160,2 caracteristico do carbono guanidinico (NoC=N). Também
pode-se observar a presenca do sinal da carbonila entre 6¢c 177,1 e 178,3.

Os dados de RMN de 'H e *C apresentados sdo coincidentes com
os relatados na literatura para o grupo benzoilguanidino (CUNHA et al., 2006;
MURTAZA et al., 2011).
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4.3  TESTE DE INIBICAO DA UREASE

Os testes de inibicdo de urease de Canavalia ensiformis foram
realizados conforme metodologia descrita por Khan et al. (2010), com algumas
modificacées. Os compostos sintetizados e trés inibidores padrdo (tioureia,
hidroxiureia e NBPT) foram avaliados em concentracdo de 1 mM em trés testes
empregando-se diferentes concentracées de ureia (5, 10 e 20 mM). A amdnia
liberada foi monitorada e quantificada utilizando o método indofenol (inicialmente
descrito por Weatherburn em 1967). Este método consiste na reacdao da ambnia
formada com fenol e hipoclorito de sédio, sob catalise de nitroprussiato de sédio,
gerando o composto indofenol (Esquema 9). A absorbancia da solucado azul
formada, medida em 630 nm fornece de forma indireta a quantidade de amoénia
formada e a porcentagem de inibicao da enzima (SERWAR et al., 2009).

Indofenol
_ _ [Fe(CN)sNOJZ~  _ _ _
2@0 + NH3; + 3CIO [Fe( )5_ ] O‘@*NZQZO + 2H,0 + HO + 30l
HO
Incolor Azul

Esquema 9. Reacgdo de formagao de indofenol

Os valores em porcentagem de inibicdo para as benzoiltioureias e
benzoilguanidinas frente a urease de Canavalia ensiformis estdo expressos no

Gréfico 1 e 2 e na Tabela 6 (Anexo 3).
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Grafico 1. Potencial de inibicdo da enzima urease de Canavalia ensiformis pelas benzoliltioureias
(1a-27a) em diferentes concentracdes de ureia (5, 10 e 20 mM).
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Grafico 2. Potencial de inibicado da enzima urease de Canavalia ensiformis pelas benzoilguanidinas
(1b-11b) em diferentes concentracdes de ureia (5, 10 e 20 mM).

Pode-se verificar que a maioria das benzoiltioureias e todas as
benzoilguanidinas apresentaram-se como bons ou moderados inibidores da enzima,
com valores maiores que os inibidores de referéncia (tioureia e hidroxiureia).

As benzoiltioureias 6a, 8a, 14a, 17a, 20a e 26a levaram a uma 6tima
inibicdo, com valores muito semelhantes aos relatados pelo controle NBPT. A
principal relacao entre estes compostos é a presenca do anel benzénico em R’. Os
resultados indicam que o padrdo de substituicio do anel em R’ também é
importante, sendo os compostos para substituidos os mais ativos (ex.: 8a, 14a, 17a
e 20a) e os compostos orto (ex.: 10a, 16a e 19a) ou meta (ex.: 9a, 15a, 18a e 21a)
substituidos apresentaram valores menores de inibigao.

Os compostos 24a e 25a apresentaram valores muito baixos de
inibicdo 0 que sugere que a presenca de um grupo heroaromatico em R’ pode
dificultar a interacao com a urease.

A comparacéao entre a inibicdo promovida pelos compostos 6a, 26a e
27a, mostra que o distanciamento entre o grupo tioureia e o anel aromatico
compromete o potencial inibidor. Dentre os compostos 2a, 3a, 4a e 5a, onde R’ é
alifatico, apenas 5a apresentou um bom potencial de inibigao.

Em baixas concentracbes de substrato (5 mMol.L") o inibidor
tiuoréia é mais eficiente que a 1a (benzoiltioureia), porém conforme eleva-se a
concentragdo do substrato (10 mMol.L" e 20 mMol.L™") o resultado se inverte e 1a

passa a ser mais eficiente que a tioureia. Este dado evidencia que a presencga do
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grupo benzoil contribui para aumentar a eficiéncia do inibidor em altas
concentracdes de ureia. Contudo, os inibidores controle hidroxiureia e NBPT
apresentaram maior eficacia que 1a e, portanto, a inclusdo de um substituinte em R’
foi essencial para elevar o potencial de inibicado dos compostos sintetizados.

Todas as benzoilguanidinas apresentaram o6timos valores de
inibicao, sendo estes muito similares ao controle NBPT e sem diferenca significativa
entre esses compostos. Para possiblitar a avaliacdo da relagdo entre estrutura e
atividade, testes adicionais com menores concentragcées de benzoilguanidinas sao
necessarios.

A eficiéncia das benzoiltioureias como substancias inibidoras da
atividade de ureases também foi comprovada a partir de experimentos utilizando
solos cultivaveis brasileiros da regido de Sete Lagoas-MG. Experimentos utilizando
80 mM de ureia na presenca ou nao de 0,5 mM de cada benzoiltioureia
demonstraram que as substancias 1a, 3a, 6a, 7a, 8a, 9a, 11a, 12a, 14a, 15a, 16a,
19a, 20a, 23a e 26a inibiram a atividade das ureases da microbiota do solo em 10 a
29%, enquanto que o NBPT inibiu 12% (Gréfico 3).
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Grafico 3. Percentual de inibicdo de benzoiltioureias e NBPT (inibidor comercial) sobre a atividade in
vivo de ureases da microbiota de solos cultivados da regido de Sete Lagoas-MG.
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5 CONCLUSOES

A utilizacdo das metodologias de Sanchéz e Cunha mostraram-se
bastante convenientes para a obtengdo sistematica de 27 benzoiltioureias e 11
guanidinas (incluindo 6 inéditas) respectivamente. A aplicacdo de aquecimento por
micro-ondas na sintese das guanidinas 3b, 4b e 6b revelou-se mais eficaz que o
aquecimento convencional, reduzindo o tempo de reacdo em até 110 vezes e
aumentando significativamente o rendimento destes produtos.

Os resultados de inibicdo da urease in vifro mostram uma o6tima
resposta para as benzoiltioureias, com destaque para os compostos 6a, 8a, 14a,
17a, 20a e 26a, todos com porcentagens de inibicdo muito proximos ao valor
apresentado para o NBPT (99, 88 e 86% nas concentracdes de 5, 10 e 20 mMol.L
de substrato, respectivamente). Estes resultados sugerem que a presenca de um
aromatico em R’ esteja desempenhando um papel importante na inibicao da enzima.
Verificou-se também que a presenca do grupo benzoil é importante para melhorar a
eficacia da inibicdo a altas concentragdes de ureia.

Os resultados apresentados para benzoiltioureias sobre a atividade
de ureases da microbiota de solos cultivados, demonstraram o potencial inibitério
destes compostos, sendo na maioria casos mais efetivos que o NBPT.

As benzoilguanidinas apresentaram altos niveis de inibicdo da
enzima em todas as concentracdes testadas.

A atividade de inibicdo de urease demonstrada sugere uma potencial
aplicacao destes compostos como aditivos em fertilizantes a base de ureia, gerando
como beneficio uma redugao na taxa de hidrélise e aumentando a eficiéncia do

fertilizante.
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6 PERSPECTIVAS

Testes adicionais de inibicado de urease in vitro por guanidinas em
menores concentracdes poderao diferenciar os niveis de inibicdo de cada composto
permitindo assim ampliar a analise das relagcbes entre estrutura atividade.

A medida de parametros cinéticos de inibicdo da enzima, como
constante de inibicdo e forca de ligacao inibidor-enzima por ensaios bioquimicos
convencionais resultardo em uma melhor compreensao da interagdo dos inibidores
com a enzima.

Os testes realizados de inibicao da urease in vitro pelos compostos
sintetizados e os ensaios modelo em solo podem ser complementados com teste de
larga escala em casas de vegetacdo, permitindo confirmar o potencial dos

compostos para uso como inibidores na agricultura.
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ANEXO 1 - Dados experimentais

(1a) Benzoiltioureia

0
B m
HN—
s

e d

Rendimento 50% (2,942 g). Sélido cristalino marrom claro. Recristalizado em etanol.
PF: 170 °C (Lit. 171-172 °C). IV (KBr) cm™': 3307, 3224, 3151, 3061, 3049, 1679,
1602, 1533, 1236, 1182, 1110, 1075, 1029, 1008, 999, 782, 710, 660, 623, 526.
RMN de 'H (400 MHz, CDCl; / DMSO-ds) &: 7,27-7,33 (2H, m, ArHee), 7,38-7,44
(1H, tt, °J 7,3 Hz, “J 1,29 Hz, ArH), 7,69-7,74 (2H, m, ArHyq), 8,69 (1H, s, largo,
CONH), 9,85 (2H, s, largo, CSNH). RMN de '*C e DEPT 135 (100 MHz, CDCl; /
DMSO-a) &: 127,7(+) (CH), 128,4(+) (CH), 131,7 (C), 133,0(+) (CH), 167,0 (C=0),
182,1 (C=S).

(2a) 1-benzoil-3-metiltioureia

Rendimento 38% (0,74 g). Sélido cristalino marrom claro. Recristalizado em etanol.
PF: 147 °C (Lit. 148-149 °C). IV (KBr) cm™: 3242, 3016, 2965, 2931, 1666, 1600,
1566, 1519, 1453, 1419, 1333, 1318, 1265, 1200, 1147, 1049, 934, 886, 767, 736,
701, 663, 624. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 3,19-3,22 (3H, d, “J 4,8 Hz, CHs),
7,43-7,49 (2H, m, ArHee), 7,55-7,60 (1H, m, ArH), 7,76-7,81 (2H, m, ArHy4), 9,09
(1H, s, largo, CONH), 10,66 (1H, s, largo, CSNH). RMN de '*C e DEPT 135 (100
MHz, CDCl3) &: 32,4(+) (CHs), 127,6(+) (CH), 129,2(+) (CH), 131,9 (C), 133,6(+)
(CH), 167,3 (C=0), 180,9 (C=S).
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(3a) 1-benzoil-3-etiltioureia

' 0
f in—
HN—
s

Rendimento 58% (1,205 g). Sélido cristalino marrom claro. Recristalizado em etanol.
PF: 125 °C. IV (KBr) cm™: 3251, 3058, 2970, 2927, 2866, 1677, 1600, 1557, 1527,
1446, 1369, 1330, 1299, 1258, 1196, 1145, 1096, 1080, 1065, 872, 801, 712, 659.
RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 1,29 (3H, t, °%J 7,4 Hz, CHs), 3,66-3,74 (2H, dq, °J
7,3 Hz, CH,), 7,44-7,50 (2H, m, ArH,.), 7,54-7,61 (1H, m, ArHy), 7,77-7,80 (2H, m,
ArHyg), 9,01 (1H, s, largo, CONH), 10,65 (1H, s, largo, CSNH). RMN de °C e DEPT
135 (100 MHz, CDCl3) &: 13,7(+) (CHa), 40,9(-) (CHy), 127,6(+) (CH), 129,2(+) (CH),
131,9 (C), 133,6(+) (CH), 167,0 (C=0), 179,7 (C=S).

(4a) 1-benzoil-3-tercbutiltioureia

Rendimento 58% (1,362 ¢g) Sdélido cristalino branco. Recristalizado em
metanol/etanol (9/1). PF: 124-125 °C (Lit. 125-126 °C). IV (KBr) cm™: 3230, 3056,
2980, 1670, 1544, 1366, 1247, 1150, 709, 669. RMN de 'H (200 MHz, CDCls) &: 1,59
(9H, s, CHs), 7,44-7,63 (3H, m, ArHee), 7,79-7,82 (2H, m, ArH44), 8,84 (1H, s, largo,
CONH), 10,91 (1H, s, largo, CSNH). RMN de '*C e DEPT 135 (50 MHz, CDCls) &:
27,8(+) (CH3), 54,6 (C-N), 127,3(+) (CH), 129,0(+) (CH), 131,9 (C), 133,3(+) (CH),
166,8 (C=0), 177,7 (C=S).

(5a) 1-benzoil-3-cicloexiltioureia

e d' c' b
O
L O
e d HN_<\S c b
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Rendimento 90% (2,123 g). Sdlido cristalino de amarelo. Recristalizado em éter de
petréleo/diclorometano (10/1). P.F: 64 °C (Lit. 71-72 °C). IV (KBr) cm™: 3228, 3170,
2925, 2853, 1671, 1542, 1340, 1261, 1170, 708, 665. RMN de 'H (200 MHz, CDCl3)
8:1,20-2,20 (10H, m, CH,), 4,26 (1H, m, CH), 7,40-7,70 (3H, m, ArHee:1), 7,75-7,90
(2H, m, ArHyq), 9,01 (1H, s, largo, CONH), 10,73 (1H, s, largo, CSNH). RMN de °C
e DEPT 135 (50 MHz, CDCl3) &: 24,3(-) (CH2), 25,4(-) (CH2), 31,5(-) (CH), 54,2(+)
(HC-N), 127,3(+) (CH), 129,0(+) (CH), 131,8 (C), 133,4(+) (CH), 166,8 (C=0), 178,1
(C=S).

(6a) 1-benzoil-3-feniltioureia

e d ¢ b

0
asTea!
e d HN_<\ c b
S

Rendimento 79% (2,02 g). Sélido cristalino levemente amarelo. Recristalizado em
etanol/DMF (8/1). P.F: 146 °C (Lit. 146-148 °C). IV (KBr) cm™: 3278, 2990, 1674,
1607, 1570, 1533, 1447, 1360, 1258, 1147, 1085, 903, 794, 755, 682, 506. RMN de
1H (200 MHZ, CDC|3) o: 7,20-7,80 (8H, m, ArHa,b,b;c,c;e,e;f), 7,80-8,00 (2H, d, Aer,d’),
9,20 (1NH, s, largo, CONH); 12,61 (1NH, s, largo, CSNH). RMN de '*C e DEPT 135

(50 MHz, CDCls) & 124,0(+) (CH), 126,8(+) (CH), 127,5(+) (CH), 128,8(+) (CH),
129,1(+) (CH), 131,5 (C), 133,6(+) (CH), 137,5 (C), 166,9 (C=0), 178,2 (C=S).

(7a) 1-benzoil-3-(4-metilfenil)tioureia

Rendimento 94% (2,53 g). Sélido cristalino branco. Recristalizado em etanol. P.F:
155-156 °C (Lit. 157 °C). IV (KBr) cm™: 3252, 3028, 3001, 2923, 1669, 1596, 1558,
1510, 1355, 1296, 1265, 1183, 1147, 1083, 1026, 938, 852, 817, 794, 699, 670, 639,
609, 509, 440. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 2,35 (3H, s, CH3), 7,19-7,23 (2H, d,
3J 8,2 Hz, ArH,.), 7,49-7,57 (4H, m, ArHppee), 7,60-7,66 (1H, tt, °J 7,5 Hz, “J 1,5
Hz, ArHy, 7,85-7,89 (2H, m, ArHy ), 9,09 (1H, s, largo, CONH), 12,47 (1H, s, largo,
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CSNH). RMN de ®C e DEPT 135 (100 MHz, CDCl3) &: 21,3(+) (CHs), 124,4(+) (CH),
127,7(+) (CH), 129,4(+) (CH), 129,7(+) (CH), 131,9 (C), 133,9(+) (CH), 135,2 (O),
137,1 (C), 167,1 (C=0), 178,6 (C=9).

(8a) 1-benzoil-3-(4-clorofenil)tioureia

e d c'" b
0]
AT taas
e d HN_<\S c b

Rendimento 97% (2,83 @). Solido cristalino amarelo. Recristalizado em
etanol/diclometano/DMF (2/1/1). PF: 135-136 °C (Lit. 133-134 °C). IV (KBr) cm™:
3398, 3265, 3012, 1676, 1600, 1534, 1490, 1357, 1337, 1261, 1159, 1091, 1010,
829, 766, 705, 684, 666, 627, 598, 505; RMN de 'H (200 MHz, CDCls) §: 7,30-7,75
(7H, m, ArHppocee), 7,80-7,95 (2H, d, 3J 7,9 Hz, ArHgq), 9,18 (1NH, s, largo,
CONH), 12,62 (1NH, s, largo, CSNH). RMN de "*C e DEPT 135 (50 MHz, CDCls) &:
125,3(+) (CH), 127,5(+) (CH), 129,0(+) (CH), 129,2(+) (CH), 131,4 (C), 132,1 (C),
133,8(+) (CH), 136,1 (C), 167,0 (C=0), 178,4 (C=S).

(9a) 1-benzoil-3-(3-clorofenil)tioureia

e d' c' Cl
O
L
e d HN_<\S c b

Rendimento 99% (2,87 g). Sélido cristalino branco. Recristalizado em etanol. PF:
125 °C (Lit. 125 °C). IV (KBr) cm™: 3300, 2988, 1670, 1589, 1555, 1530, 1471, 1352,
1256, 1184, 1144, 870, 792, 708, 689, 608; RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 7,21-
7,25 (1H, ddd, °J 8,0 Hz, “J 2,0 Hz, “J 1,1 Hz, ArH,), 7,29-7,35 (1H, t, °J 8,1 Hz,
ArHy), 7,50-7,55 (2H, m, ArHs¢), 7,55-7,59 (1H, dddd, °J 8,0 Hz, “J 2,6 Hz, “J 1,1 Hz,
‘J 0,4 Hz, ArH,), 7,61-7,67 (1H, tt, 3J 7,5 Hz, “J 1,3 Hz, ArH), 7,83-7,89 (3H, m,
ArHg44), 9,11 (1H, s, largo, CONH), 12,64 (1H, s, largo, CSNH). RMN de '*C e
DEPT 135 (100 MHz, CDCls) &: 122,3(+) (CH), 124,2(+) (CH), 127,1(+) (CH),
127,7(+) (CH), 129,4(+) (CH), 130,0 (+) (CH), 131,6 (C), 134,1(+) (CH), 134,6 (C),
138,9 (C), 167,2 (C=0), 178,6 (C=S).
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(10a) 1-benzoil-3-(2-clorofenil)tioureia

e d' 0 Cl b’

aseeat

e d HN_<\S c b
Rendimento 74% (2,14 g). Sélido cristalino amarelo. Recristalizado em etanol. PF:
141-142 °C (Lit. 142 °C). IV (KBr) cm™: 3311, 3024, 1669, 1593, 1577, 1547, 1527,
1515, 1489, 1441, 1341, 1329, 1253, 1192, 1154, 848, 752, 702, 682, 670, 642, 594,
538. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) &: 7,19-7,24 (1H, td, °J 7,8 Hz, “J 1,6 Hz, ArH.),
7,30-7,35 (1H, m, ArHp), 7,44-7,48 (1H, dd, °J 8,0 Hz, “J 1,5 Hz, ArH,), 7,50-7,55
(2H, m, ArH,¢), 7,61-7,67 (1H, tt, °J 7,5 Hz, “J 1,3 Hz, ArH), 7,88-7,92 (2H, m,
ArHy4), 8,37-8,40 (1H, dd, 3J 8,2 Hz, “J 1,6 Hz, ArHp), 9,17 (1H, s, largo, CONH),
12,73 (1H, s, largo, CSNH). RMN de '*C e DEPT 135 (100 MHz, CDCls) &: 126,4(+)

(CH), 127,1(+) (CH), 127,8(+) (CH), 127,9(+) (CH), 1282 (C), 129,4(+) (CH),
129,9(+) (CH), 131,6 (C), 134,0(+) (CH), 135,2 (C), 166,9 (C=0), 178,9 (C=9).

(11a) 1-benzoil-3-(4-bromofenil)tioureia
e d ¢ b
0
L gD
e d HN_§ c b
S
Rendimento 85% (2,85 g). Sélido cristalino levemente amarelo. Recristalizado em
etanol. PF: 142-144 °C (Lit. 143-144 °C). IV (KBr) cm™: 3356, 3230, 3030, 1664,
1597, 1579, 1560, 1533, 1486, 1401, 1349, 1320, 1259, 1164, 1149, 1072, 1003,
850, 821, 757, 703, 684, 657. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 7,49-7,56 (4H, m,
ArHgcpp), 7,59-7,67 (BH, m, ArHg e, 7,84-7,89 (2H, m, ArHyq); 9,08 (1H, s, largo,
CONH), 12,59 (1H, s, largo, CSNH). RMN de '*C e DEPT 135 (100 MHz, CDCls) &:

120,2 (C), 125,7(+) (CH), 127,7(+) (CH), 129,5(+) (CH), 131,7 (C), 132,2(+) (CH),
134,1(+) (CH), 136,9 (C), 167,2 (C=0), 178,5 (C=S).
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(12a) 1-benzoil-3-(3-bromofenil)tioureia

e d c' r
@)
f®—< HN a
HN—(

S

e d c b

Rendimento 85% (2,84 g). Sdélido cristalino branco. Recristalizado em etanol. PF:
129 °C (Lit. 132 °C). IV (KBr) cm™: 3356, 2981, 1669, 1587, 1577, 1554, 1530, 1478,
1335, 1255, 1187, 1143, 1093, 1080, 1023, 868, 792, 771, 760, 704, 685, 672, 600,
529, 436. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) &: 7,24-7,29 (1H, t, °J 8,0 Hz, ArH,), 7,37-
7,41 (1H, ddd (°J 8,0 Hz, “J 2,0 Hz, “J 1,0 Hz, ArH,), 7,51-7,57 (2H, m, ArH,), 7,62-
7,68 (2H, m, ArH,)), 7,85-7,89 (2H, m, ArHgq), 7,96-7,98 (1H, t, *J 2,0 Hz, ArH,),
9,07 (1H, s, largo, CONH), 12,63 (1H, s, largo, CSNH). RMN de '*C e DEPT 135
(100 MHz, CDCl3) &: 122,5 (C), 122,8 (+) (CH), 127,1 (+) (CH), 127,7 (+) (CH), 129,5
(+) (CH), 130,0 (+) (CH), 130,3 (+) (CH), 131,6 (C), 134,1 (+) (CH), 139,0 (C), 167,2
(C=0), 178,6 (C=S).

(13a) 1-benzoil-3-(2-bromofenil)tioureia

aste

Y .

e d HN_<\S c b
Rendimento 86% (2,874). Sélido cristalino branco. Recristalizado em etanol. PF:
133-134 °C (Lit. 134-135 °C). IV (KBr) cm™: 3303, 3060, 3021, 1679, 1602, 1574,
1560, 1543, 1494, 1450, 1442, 1319, 1263, 1153, 1026, 847, 752, 717, 697, 673,
607. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 7,13-7,18 (1H, td, °J 7,8 Hz, “J 1,6 Hz, ArHp),
7,35-7,40 (1H, m, ArHjy), 7,51-7,56 (2H, m, ArHe.), 7,62-7,67 (2H, m, ArH,,), 7,89-
7,92 (2H, m, ArHyq), 8,22-8,25 (1H, dd, °J 8,1 Hz, “J 1,5 Hz, ArH,), 9,15 (1H, s,
largo, CONH), 12,58 (1H, s, largo, CSNH). RMN de "*C e DEPT 135 (100 MHz,
CDCl3) &: 118,8 (C), 127,3(+) (CH), 127,8(+) (CH), 127,8(+) (CH), 128,5(+) (CH),

129,4(+) (CH), 131,7 (C), 133,2(+) (CH), 134,0(+) (CH), 136,7 (C), 166,9 (C=0),
179,2 (C=S).
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(14a) 1-benzoil-3-(4-metoxifenil)tioureia

Gy e
H

Rendimento 92% (2,637 g). Soélido cristalino coloracdo marrom. Recristalizado em
etanol/DMF (5/1). PF: 145 °C (Lit. 143 °C). IV (KBr) cm™: 3415, 3232, 3032, 2840,
1670, 1597, 1512, 1340, 1271, 1154, 1027, 833, 792, 708, 674, 535; RMN de 'H
(200 MHz, CDCls) &: 3,81 (3H, s, CHs), 6,90-7,00 (2H, d, °J 6,9 Hz, ArH, ), 7,47-7,66
(5H, m,ArHpp 661, 7,81-7,94 (2H, d, °J 7,9 Hz, ArHyg), 9,21 (1H, s, largo, CONH),
12,43 (1H, s, largo, CSNH). RMN de '°C e DEPT 135 (50 MHz, CDCls) &: 55,4(+)
(HsC-0), 114,0(+) (CH), 125,8(+) (CH), 127,5(+) (CH), 129,1(+) (CH), 130,5 (C),
131,6 (C), 133,6(+) (CH), 158,1 (C), 166,9 (C=0), 178,5 (C=S).

(15a) 1-benzoil-3-(3-metoxifenil)tioureia

o d, OCH3

Rendimento 87% (2,5 g). Solido cristalino levemente amarelo. Recristalizado em
etanol. P.F: 105 C (Lit. 107 °C). IV (KBr) cm™: 3367, 3004, 2966, 2939, 2834, 1666,
1600, 1558, 1535, 1482, 1460, 1435, 1357, 1330, 1261, 1195, 1141, 1048, 859, 806,
787, 725, 698, 683, 609, 529. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) &: 3,81 (3H, s, m-OCHs);
6,79-6,83 (1H, ddd, °J 8,3 Hz, “J 2,5 Hz, “J 1,0 Hz, ArH,), 7,18-7,22 (1H, dddd, °J 8,0
Hz, “J 2,0 Hz, “J 1,0 Hz, “J 0,5, ArH,), 7,27-7,32 (1H, t, °J 8,1 Hz, ArH,), 7,46-7,49
(1H, t, “J 2,3 Hz, ArH,), 7,50-7,55 (2H, m, ArHe,), 7,61-7,66 (1H, tt, °J 7,5 Hz, J 1,2
Hz, ArHy, 7,85-7,89 (2H, m, ArHy ), 9,07 (1H, s, largo, CONH), 12,60 (1H, s, largo,
CSNH). RMN de '°C e DEPT 135 (100 MHz, CDCl3) &: 55,6 (+) (CH3), 109,6(+) (CH),
113,0(+) (CH), 116,3(+) (CH), 127,7(+) (CH), 129,4 (C), 129,4(+) (CH), 129,8(+)
(CH), 131,8 (C), 134,0(+) (CH), 138,9 (C), 160,1 (C); 167,1 (C=0), 178,2 (C=S).
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(16a) 1-benzoil-3-(2-metoxifenil)tioureia
e o o MeQ 4
L
e d HN_<\S c b
Rendimento 92% (2,62 g). Sélido cristalino levemente amarelo. Recristalizado em
etanol. PF: 150 °C (Lit. 150-151 °C). IV (KBr) cm™: 3271, 3118, 3051, 3019, 2943,
2843, 1678, 1597, 1559, 1520, 1489, 1353, 1319, 1289, 1249, 1226, 1183, 1157,
1046, 1025, 925, 848, 810, 791, 755, 693, 670, 614, 529, 463, 444; RMN de 'H (400
MHz, CDCls) &: 3,94 (3H, s, 0-OCHj), 6,93-6,97 (1H, dd, °J 8,3 Hz, “J 1,3 Hz, ArH,),
6,98-7,04 (1H, td, 3J 7,8 Hz, “J 1,3 Hz, ArHp), 7,18-7,23 (1H, ddd, °J 7,9 Hz, 3J 7,6
Hz, “J 1,6 Hz, ArH,), 7,49-7,54 (2H, m, ArHe¢), 7,59-7,64 (1H, tt, °J 7,5 Hz, “J 1,5 Hz,
ArHy); 7,87-7,91 (2H, m, ArHyq), 8,72-8,76 (1H, dd, °J 8,1 Hz, “J 1,6 Hz, ArHp), 9,05
(1H, s, largo, CONH), 12,84 (1H, s, largo, CSNH). RMN de *C e DEPT 135 (100
MHz, CDCls) &: 56,2(+) (OCHs), 110,8(+) (CH), 120,4(+) (CH), 123,2(+) (CH),

127,0(+) (CH), 127,3 (C), 127,7(+) (CH), 129,3(+) (CH), 132,0 (C), 133,7(+) (CH),
150,9 (C), 166,7 (C=0), 176,8 (C=9).

(17a) 1-benzoil-3-(4-nitrofenil)tioureia

AR ]

Rendimento 93% (2,82 g). Sélido cristalino amarelo. Recristalizado em etanol/DMF
(1/1). PF: 178-179 °C (Lit. 180 °C). IV (KBr) cm™: 3423, 3253, 3037, 1667, 1643,
1577, 1516, 1329, 1267, 1167, 1108, 850, 782, 750, 693, 610, 500, 419; RMN de 'H
(400 MHz, DMSO-d) &: 7,53-7,59 (2H, m, ArH,.), 7,65-7,71 (1H, tt, 3J 7.5 Hz, “J 1.4
Hz, ArHy), 7,98-8,02 (2H, m, ArH..), 8,07-8,12 (2H, m, ArHyq4), 8,26-8,31 (2H, m,
ArHp), 11,77 (1H, s, largo, CONH); 12,87 (1H, s, largo, CSNH). RMN de '*C e DEPT
135 (100 MHz, DMSO-d5) 8: 123,9(+) (CH), 124,3(+) (CH), 128,4(+) (CH), 128,7(+)
(CH), 132,0 (C), 133,2(+) (CH), 144,0 (C), 144,3 (C), 168,1 (C=0), 179,3 (C=S).
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(18a) 1-benzoil-3-(3-nitrofenil)tioureia

e d ¢ NO2
O
IasTea)
e d HN_<\S c b

Rendimento 89% (2,67 @). Sélido cristalino alaranjado. Recristalizado em
etanol/acetona (2/1). PF: 158 °C (Lit. 160-161 °C). IV (KBr) cm™: 3240, 3096, 3070,
2986, 1666, 1597, 1565, 1528, 1346, 1319, 1269, 1158, 891, 837, 806, 778, 741,
705, 690, 662, 605, 536, 454. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 7,52-7,60 (3H, m,
ArHp,o o), 7,64-7,69 (1H, tt, °J 7,5 Hz, “J 1,4 Hz, ArH), 7,87-7,91 (2H, m, ArHyy),
8,03-8,04 (1H, ddd, °J 8,1 Hz, “J 2,2 Hz, “J 0,8 Hz, ArH,), 8,09-8,14 (1H, ddd, °J 8,2
Hz, “J 2,2 Hz, “J 0,9 Hz, ArHy), 8,72-8,75 (1H, t, “J 2,2 Hz, ArH,), 9,16 (1H, s, largo,
CONH), 12,87 (1H, s, largo, CSNH). RMN de '*C e DEPT 135 (100 MHz, CDCls) &:
119,2(+) (CH), 121,6(+) (CH), 127,8(+) (CH), 129,5(+) (CH), 129,8(+) (CH), 129,9(+)
(CH), 131,4 (C), 134,3(+) (CH), 138,9 (C), 148,5 (C), 167,4 (C=0), 179,1 (C=S).

(19a) 1-benzoil-3-(2-nitrofenil)tioureia

Rendimento 64% (1,92 ¢). Solido cristalino amarelo. Recristalizado em
etanol/acetona (1/2). PF: 146 °C (Lit. 146-147 °C). IV (KBr) cm™: 3332, 3296, 3097,
3035, 2996, 1674, 1607, 1585, 1509, 1466, 1349, 1315, 1284, 1252, 1160, 1146,
859, 779, 690, 583. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 7,36-7,43 (1H, m, ArH), 7,49-
7,56 (2H, m, ArH), 7,61-7,69 (2H, m, ArH), 7,88-7,93 (2H, m, ArH), 7,59-7,64 (1H, dd,
3J8,3 Hz, ArH), 8,41-8,46 (1H, dd, °J 8,3 Hz, ArH), 9,21 (1H, s, largo, CONH), 13,39
(1H, s, largo, CSNH). RMN de '*C e DEPT 135 (100 MHz, CDCl3) &: 125,4(+) (CH),
127,1(+) (CH), 127,9(+) (CH), 128,4(+) (CH), 129,4(+) (CH), 131,5 (C), 132,6 (C),
133,7 (+) (CH), 134,1(+) (CH), 142,6 (C), 166,5 (C=0), 179,7 (C=S).
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(20a) 1-benzoil-3-(4-hidroxifenil)tioureia

Rendimento 96% (2,629 g). Solido cristalino amarelo. Recristalizado em etanol. PF:
159-161 °C (Lit. 154 °C). IV (KBr) cm™: 3360, 3222, 3127, 1675, 1602, 1543, 1511,
1436, 1322, 1258, 1212, 1194, 1154, 838, 811, 743, 704, 518. RMN de 'H (200 MHz,
Acetona-ds) &: 6,85-6,95 (2H, dt, °J 8,9 Hz, ArH,.), 7,5-7,75 (5H, m, ArHppee'1), 8,0-
8,09 (2H, m, ArHy ), 8,56 (1H, s, OH), 10,15 (1H, s, largo, CONH), 12,52 (1NH, s,
largo, CSNH). RMN de '*C e DEPT 135 (50 MHz, Acetona-ds) &: 115,1(+) (CH),
125,6(+) (CH), 128,1(+) (CH), 128,6(+) (CH), 130,1 (C), 132,2 (C), 133,2(+) (CH),
155,7 (C), 167,8 (C=0), 178,8 (C=S).

(21a) 1-benzoil-3-(3-hidroxifenil)tioureia

e Jd' o c' OH

L

e d HN_<\S c b
Rendimento 70% (1,906 g). Sdlido cristalino levemente cinza. Recristalizado em
etanol. PF: 184 °C (Lit. 173-174 °C); IV (KBr) cm™: 3324, 3118, 3029, 1670, 1597,
1559, 1526, 1488, 1473, 1328, 1292, 1261, 1238, 1175, 1160, 1141, 1080, 907, 859,
813, 737, 685, 651, 605, 563, 529, 451. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 6,67-
6,71 (1H, dd, °J 8,1 Hz, “J 1,8 Hz, ArH.), 7,05-7,09 (1H, d, °J 8,1 Hz, ArH,), 7,18-7,24
(1H, t, 3J 8,0 Hz, ArH}), 7,30 (1H, s, ArH,), 7,51-7,57 (2H, m, ArHs), 7,63-7,69 (1H,
tt, °J 7,6 Hz, “J 1,2 Hz, ArH)), 7,96-8,01 (2H, m, ArHyy), 9,65 (1H, s, OH), 11,51 (1H,
s, largo, CONH), 12,61 (1NH, s, largo, CSNH). RMN de "*C e DEPT 135 (100 MHz,
DMSO-ds) &: 110,9(+) (CH), 113,4(+) (CH), 114,5(+) (CH), 128,5(+) (CH), 128,7(+)

(CH), 129,5(+) (CH), 132,1 (C), 133,1(+) (CH), 138,9 (C), 157,5 (C), 168,3 (C=0),
178,5 (C=S).
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(22a) 1-benzoil-3-(4-metiltiofenil)tioureia
e d c' b
O
f©—/< HN@SCHS
e d HN_<\S c b

Rendimento 84% (2,525 g). Sélido cristalino levemente laranja. Recristalizado em
etanol. PF: 157 °C. IV (KBr) cm™: 3216, 3195, 3118, 3050, 3019, 2923, 1670, 1569,
1527, 1511, 1330, 1265, 1180, 1157, 1087, 852, 817, 763, 709, 659, 486. RMN de
'H (400 MHz, CDCls) &: 2,48 (3H, s, CHs), 7,24-7,29 (2H, dt, °J 8,7 Hz, *J 2,2 Hz,
ArH.c), 7,49-7,55 (2H, m, ArHpp), 7,60-7,66 (3H, m, ArHee), 7,85-7,89 (2H, m,
ArHyg), 9,08 (1H, s, largo, CONH), 12,54 (1H, s, largo, CSNH). RMN de '*C e DEPT
135 (100 MHz, CDCls) &: 16,1(+) (CHs), 124,9(+) (CH), 127,0(+) (CH), 127,7(+) (CH),
129,4(+) (CH), 131,8 (C), 134,0(+) (CH), 134,9 (C), 137,4 (C), 167,1 (C=0), 178,3
(C=S).

(23a) 1-benzoil-3-(4-terc-butilfenil)tioureia

¢ d ¢ b

e d HN_<\S c b
Rendimento 79% (2,45 g). Sélido cristalino amarelo claro. Recristalizado em etanol.
PF: 113-114 °C. IV (KBr) cm™: 3226, 3148, 3035, 2959, 2900, 2865, 1665, 1578,
1530, 1261, 1157, 859, 798, 763, 705, 690, 662, 547. RMN de 'H (400 MHz, CDCl5)
d: 1,32 (9H, s, C(CHj)s), 7,40-7,45 (2H, m, ArH..), 7,49-7,55 (2H, m, ArHpp), 7,60-
7,66 (3H, m, ArHg¢9), 7,85-7,90 (2H, m, ArHyq), 9,09 (1H, s, largo, CONH), 12,52
(1H, s, largo, CSNH). RMN de '*C e DEPT 135 (100 MHz, CDCls) &: 31,5(+) (CHa),

34,8 (C), 123,8(+) (CH), 126,0(+) (CH), 127,7(+) (CH), 129,4(+) (CH), 131,8 (C),
133,9(+) (CH), 135,1 (C), 150,1 (C); 167,1 (C=0), 178,3 (C=9).
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(24a) 1-benzoil-3-piridiniltioureia
e d' o N b’
e d HN_<\S c b

Rendimento 71% (1,816 g). Sélido cristalino branco. Recristalizado em etanol. PF:
136-137 °C (Lit. 137-138 °C). IV (KBr) cm™: 3275, 3101, 3054, 3004, 1678, 1577,
1558, 1519, 1438, 1337, 1285, 1250, 1157, 837, 799, 779, 713, 690, 651, 551, 512.
RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 7,13-7,18 (1H, dd, °J 7,1 Hz, 3J 4,8 Hz, H.), 7,48-
7,54 (2H, m, ArHee), 7,59-7,65 (1H, tt, °J 7,5 Hz, “J 1,4 Hz, ArHy), 7,73-7,79 (1H,
ddd, °J 8,4 Hz, °J 7,4 Hz, “J 1,9 Hz, Hp), 7,86-7,91 (2H, d, °J 7,6 Hz, ArH,4), 8,40-
8,44 (1H, d, °J 4,3 Hz, H,), 8,77-8,81 (1H, d, 3J 8,4 Hz, H,), 9,01 (1H, s, largo,
CONH), 13,12 (1H, s, largo, CSNH). RMN de '*C e DEPT 135 (100 MHz, CDCls) &:
116,3(+) (CH), 121,7(+) (CH), 127,8(+) (CH), 129,4(+) (CH), 131,8 (C), 133,9(+)
(CH), 138,0(+) (CH), 148,6(+) (CH), 151,4 (C), 166,6 (C=0), 177,2 (C=S).

(25a) 1-benzoil-3-piridimidiniltioureia

e d' b’
o) N
av s
= HN—<\ N=

S

Rendimento 73% (1,9 g). Sélido cristalino amarelo. PF: 175-176 °C (Lit. 179-181 °C).
Recristalizado em etanol/acetona (2/1). IV (KBr) cm™: 3419, 3193, 3167, 3051, 2991,
2933, 1716, 1588, 1557, 1505, 1493, 1439, 1416, 1326, 1262, 1237, 1191, 1167,
906, 797, 753, 706, 644, 524. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dj) &: 7,30-7,34 (1H, t,
J 4,9 Hz, Hy), 7,58-7,64 (2H, m, ArHee), 7,69-7,73 (1H, tt, °J 7,4 Hz, “J 1,5 Hz,
ArHy), 7,98-8,03 (2H, m, ArH,y), 8,79-8,82 (2H, d, °J 4,9 Hz, Hpp), 12,13 (1H, s,
largo, CONH), 13,60 (1H, s, largo, CSNH). RMN de '*C e DEPT 135 (100 MHz,
DMSO-dp) 8: 117,2(+) (CH), 128,0(+) (CH), 128,9(+) (CH), 133,0(+) (CH), 133,2 (C),
157,0 (C), 158,4(+) (CH), 165,6 (C=0), 178,0 (C=S).
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(26a) 1-benzoil-3-benziltioureia

b’ a
o
. b
e d
st e
f
HN 9
e d S

Rendimento 80% (2,155 ¢). Solido cristalino branco. Recristalizado em
diclorometano/éter de petréleo (4/1). PF: 120-121 °C (Lit. 124 °C). IV (KBr) cm™
3265, 3169, 2935, 1671, 1540, 1320, 1253, 1167, 1064, 945, 881, 777, 739, 697,
660, 619; RMN de 'H (200 MHz, CDCls) &: 4,87-4,97 (2H, d, J 5,0 Hz, CH,), 7,24-
7,68 (8H, m, ArHzpp ccee), 7,76-7,88 (2H, d, 5J 7,2 Hz, ArHgq), 9,23 (1NH, s, largo,
CONH), 11,06 (1NH, s, largo, CSNH). RMN de *C e DEPT 135 (50 MHz, CDCls) &:
49,7(-) (H2C-N), 127,4(+) (CH), 127,8(+) (CH), 128,8(+) (CH), 129,0(+) (CH), 131,6
(C), 133,5(+) (CH), 136,1 (CH), 166,9 (C=0), 180,0 (C=S).

(27a) 1-benzoil-3-fenetiltioureia

e d'

f@ﬁwx@

Rendimento 86% (2,00 g). Sélido cristalino amarelo claro. Recristalizado em etanol.
PF: 104-105 °C (Lit. 90-92 °C). IV (KBr) cm™: 3403, 3334, 3234, 3196, 3176, 3064,
3034, 2928, 2867, 1676, 1600, 1583, 1552, 1527, 1490, 1455, 1440, 1366, 1321,
1287, 1254, 1216, 1155, 1099, 1075, 1066, 1030, 1010, 829, 779, 750, 699, 667,
642, 604, 497. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 2,99-3,04 (2H, t, °J 7,3 Hz, CH,),
3,91-3,98 (2H, m, NCHy), 7,21-7,35 (5H, m, ArHappcc), 7,45-7,51 (2H, m, ArHee),
7,56-7,62 (1H, tt, 3J 7,5 Hz, “J 1,3 Hz, ArH)), 7,77-7,81 (2H, m, ArH,y), 8,99 (1H, s,
largo, CONH), 10,74 (1H, s, largo, CSNH). RMN de "*C e DEPT 135 (100 MHz,
CDCls) &: 34,5(-) (CHy), 47,3(-) (NCH,), 126,9(+) (CH), 127,6(+) (CH), 128,9(+) (CH),
128,9 (+) (CH), 129,3 (C), 132,0 (C), 133,7(+) (CH), 138,3 (C), 166,9 (C=0), 180,1
(C=S).
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(1b) N-[di(fenilamino)metileno]-benzamida

o) HN/©
SRp

Rendimento 46% (0,233 g). Sélido cristalino de coloracdo marrom claro. Tempo de

reacao: 25 horas. Recristalizado em éter etilico/éter de petréleo (8/1). PF: 98-100 °C
(Lit. 102-104 °C); IV (KBr) cm™: 3392, 3058, 2926, 1604, 1557, 1528, 1490, 1446,
1351, 1200, 1171, 1066, 1023, 901, 871, 753, 693, 529, 481; RMN de 'H (200 MHz,
CDCls) &: 3,00-5,50 (1H, s, largo), 7,34-7,56 (13H, m), 8,24-8,27 (2H, d, J 7,0), 8,5-
11,5 (1H, s, largo). RMN de '*C e DEPT 135 (50 MHz, CDCls) &: 124,2(+) (CH),
126,0(+) (CH), 127,9 (+) (CH), 129,3(+) (CH), 129,5(+) (CH), 131,4(+) (CH), 136,4
(C), 138,2 (C), 156,6 (C=N), 178,3 (C=0).

(2b) N-[(benzilamino)(fenilamino)metileno]-benzamida

O HN

PR

[s
Rendimento 20% (0,11 g). Sélido cristalino amarelo claro. Tempo de reacado: 25
horas. PF: 92-93 °C; IV (KBr) cm™: 3413, 3165, 3068, 2919, 1598, 1569, 1495, 1445,
1352, 1200, 1149, 1064, 1025, 907, 875, 750, 701, 503, 450; RMN de 'H (200 MHz,
CDCls) 6: 4,80-4,83 (2H, d), 5,29 (1H, s, largo), 7,27-7,50 (13H, m), 8,30-8,33 (2H, d,
J 7,2), 12,23 (1H, s, largo). RMN de '*C e DEPT 135 (50 MHz, CDCls) &: 45,1 (-)
(CH), 125,4(+) (CH), 126,9(+) (CH), 127,5(+) (CH), 127,8(+) (CH), 128,7(+) (CH),

129,1(+) (CH), 130,0(+) (CH), 131,2(+) (CH), 135,9 (C), 138,5 (C), 158,6 (C=N),
177,7 (C=0).
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(3b) N-[(cicloexilamino)(fenilamino)metileno]-benzamida

O HN

P

N NH

S

Rendimento 27% (0,138 g). Sélido cristalino castanho. Tempo de reacao: 48 horas.
PF: 107 °C (Lit. 107-110 °C); IV (KBr) cm™: 3421, 3248, 3061, 2926, 2857, 1597,
1566, 1498, 1379, 1223, 1139, 1066, 1025, 910, 886, 747, 718, 676, 539, 495, 463,
439; RMN de 'H (200 MHz, CDCl3) &: 1,15-1,74 (10H, m), 4,12 (1H, s, largo), 4,85
(1H, s, largo), 7,25-7,77 (8H, m), 8,24-8,27 (2H, d, J 7,3), 12,11 (1H, s, largo). RMN
de ®C e DEPT 135 (50 MHz, CDCl3) &: 24,9(-) (CH), 25,7(-) (CH), 33,3(-) (CH),
50,3(+) (CH), 125,3(+) (CH), 126,8(+) (CH), 128,0(+) (CH), 129,2(+) (CH), 130,2(+)
(CH), 131,3(+) (CH), 136,5 (C), 138,9 (C), 158,0 (C=N), 177,7 (C=0).

(4b) N-[(4-metoxifenilamino)(benzilamino)metileno]-benzamida

O HN

: I
Né\lﬁ
L OMe

Rendimento 61% (0,337 g). Sélido cristalino castanho. Tempo de reacao: 29 horas.
Recristalizado em metanol. PF: 102-103 C; IV (KBr) cm™: 3377, 3165, 3065, 3023,
2969, 2933, 2836, 1602, 1570, 1512, 1454, 1354, 1300, 1246, 1204, 1180, 1140,
1103, 1067, 1027, 906, 875, 819, 747, 714, 694, 600, 528, 481, 414; RMN de 'H
(200 MHz, CDCls) o: 3,79 (3H, s), 4,78-4,81 (2H, d, J 5,7), 5,23 (1H, s, largo), 6,90-
6,94 (2H, m), 7,18-7,49 (10H, m), 8,29-8,33 (2H, m), 11,95 (1H, s, largo). RMN de
3C e DEPT 135 (50 MHz, CDCls) &: 45,1(-) (CH), 55,4(+) (CH), 115,1(+) (CH),
127,4(+) (CH), 127,6(+) (CH), 127,8(+) (CH), 128,1 (C), 128,7(+) (CH), 129,1(+)
(CH), 131,1(+) (CH), 138,5 (C), 158,6 (C=N), 159,3 (C), 177,6 (C=0).
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(5b) N-[(4-metoxifenilamino)(cicloexilamino)metileno]-benzamida

O HN :

=

NH

OMe

Rendimento 86% (0,484 g). Sélido cristalino castanho. Tempo de reacao: 36 horas.
Recristalizado em Metanol. PF: 125-126 °C; IV (KBr) cm™: 3384, 3355, 3061, 2932,
2850, 1595, 1570, 1515, 1446, 1363, 1289, 1249, 1207, 1140, 1023, 890, 842, 753,
711, 683, 544, 516; RMN de 'H (200 MHz, CDCls) &: 1,13-2,06 (10H, m), 3,81 (3H,
s), 4,14 (1H, s, largo), 4,68 (1H, s, largo), 6,91-7,44 (7H, m), 8,24-8,28 (2H, m), 11,86
(1H, s, largo). RMN de '*C e DEPT 135 (50 MHz, CDCls) &: 24,7(-) (CH), 25,5(-)
(CH), 33,1(-) (CH), 50,0(+) (CH), 55,4(+) (CH), 1151(+) (CH), 127,3(+) (CH),
127,7(+) (CH), 128,4 (C), 128,9(+) (CH), 130,9(+) (CH), 138,8 (C), 158,5 (C=N),
177,3 (C=0).

(6b) N-[(4-metoxifenilamino)(fenilamino)metileno]-benzamida

OMe

Rendimento 43% (0,239 g). Sdélido cristalino marrom claro. Tempo de reacdo: 90
horas. Recristalizado em éter etilico/éter de petréleo (4/1). PF: 109-110 °C; IV (KBr)
cm’™': 3416, 3351, 3178, 3063, 2933, 2836, 1602, 1566, 1533, 1511, 1445, 1352,
1289, 1247, 1201, 1033, 973, 909, 833, 749, 686, 535, 516; RMN de 'H (200 MHz,
CDCl3) &: 3,83 (3H, s), 4,40-6,80 (1H, s, largo), 6,94-6,98 (2H, m), 7,22-7,46 (10H,
m), 8,23-8,26 (2H, d, J 7,4), 9,2-11,6 (1H, s, largo). RMN de '*C e DEPT 135 (50
MHz, CDCls) &: 55,4(+) (CH), 114,8(+) (CH), 123,7(+) (CH), 125,4(+) (CH), 126,7(+)
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(CH), 127,9(+) (CH), 128,5 (C), 129,2(+) (CH), 132,3(+) (CH), 136,7 (C), 138,1 (C),
157,1 (C), 158,2 (C=N), 178,0 (C=O).

(7b) N-[(benzilamino)(cicloexilamino)metileno]-benzamida

Rendimento 40% (0,215 g). Sélido cristalino castanho. Tempo de reacao: 48 horas.
Recristalizado em éter de petrdleo/éter etilico (8/3). PF: 92 °C; IV (KBr) cm™: 3336,
3198, 3088, 3033, 2921, 2854, 1598, 1570, 1534, 1442, 1391, 1362, 1220, 1151,
1077, 1066, 1027, 879, 816, 755, 707, 687, 617, 498; RMN de 'H (200 MHz, CDCl3)
6: 1,10-2,00 (10H, m), 3,60 (1H, s, largo), 4,59 (2H, s, largo), 4,4-6,8 (1H, s, largo),
7,20-7,50 (8H, m), 8,15-8,27 (2H, m), 9,50-12,00 (1H, s, largo). RMN de *C e DEPT
135 (50 MHz, CDCl3) 8: 24,3(-) (CH), 25,3(-) (CH), 32,8(-) (CH), 45,1(-) (CH), 49,7(+)
(CH), 127,3(+) (CH), 127,7(+) (CH), 128,9(+) (CH), 130,8(+) (CH), 138,9 (C), 159,2
(C=N), 177,1 (C=0).

(8b) N-[(benzilamino)(4-nitrofenilamino)metileno]-benzamida

O HN

NO,

Rendimento 64% (0,3862 g). Sdlido cristalino laranja. Tempo de reagao: 40 horas.
Recristalizado em éter etilico/éter de petréleo/diclorometano (3/2/1). PF: 131 °C; IV
(KBr) cm™: 3392, 3064, 2921, 1629, 1558, 1508, 1447, 1398, 1326, 1300, 1262,
1170, 1109, 1066, 1027, 896, 853, 744, 715, 694, 630, 550, 496, 463;
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(9b) N-[(cicloexilamino)(4-nitrofenilamino)metileno]-benzamida

NO,

Rendimento 41% (0,243 g). Sélido cristalino laranja claro. Tempo de reacdo: 42
horas. Recristalizado em éter etilico/éter de petrdleo/diclorometano (3/2/1). PF: 164
°C; IV (KBr) cm™: 3342, 3061, 2933, 2857, 1591, 1566, 1507, 1452, 1381, 1338,
1297, 1228, 1181, 1136, 1109, 890, 857, 748, 724, 543;

(10b) N-[(fenilamino)(4-nitrofenilamino)metileno]-benzamida

e
©/ﬁ\Nﬂ\l\NH

NO,

Rendimento 33% (0,19 g). Sdlido cristalino laranja claro. Tempo de reagdo: 32
horas. Recristalizado em éter etilico/éter de petrdleo/diclorometano (3/2/1). PF: 185
°C; IV (KBr) cm™: 3386, 3068, 2924, 1653, 1495, 1448, 1411, 1326, 1299, 1220,

1175, 1106, 852, 749, 696, 500;

(11b) N-[di(benzilamino)metileno]-benzamida

O HN

©

I

\
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Rendimento 80% (0,4377 g). Sélido cristalino translucido. Tempo de reacao: 26
horas. Recristalizado em éter etilico/éter de petroleo (8/1). PF: 130-131 °C (Lit. 133-
134 °C); IV (KBr) cm™: 3336, 3185, 3088, 3029, 2937, 2863, 1962, 1598, 1560, 1534,
1495, 1456, 1442, 1380, 1353, 1225, 1151, 1087, 1066, 1027, 979, 931, 913, 877,
815, 751, 714, 695, 656, 602, 561, 535, 497, 463; RMN de 'H (200 MHz, CDCls) &:
4,57 (4H, s), 5,00-7,00 (1H, s, largo), 7,29-7,50 (13H, m), 8,25-8,28 (2H, d, J 7,4),
9,50-12,00 (1H, s, largo). RMN de '*C (50 MHz, CDCls) e DEPT 135 &: 45,1(-) (CH),
127,2(+) (CH), 127,7(+) (CH), 127,8(+) (CH), 128,8(+) (CH), 129,0(+) (CH), 131,0(+)
(CH), 137,3 (C), 138,7 (C), 160,2 (C=N), 177,4 (C=0).
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Figura 9. Espectro de RMN de
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Figura 11. Espectro no IV (pastilha de KBr) de 2a.
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Figura 13. Espectro de RMN de "°C e DEPT 135 (CDCls; 100 MHz) de 2a.
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Figura 21. Espectro de RMN de 'H (CDCls; 200 MHz) de 5a.
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Figura 25. Espectro de RMN de *C e DEPT 135 (CDCls; 50 MHz) de 6a.



76

100 4
80
g 60 -
©
(&)
C
i.(g
€
@ 40
o
'_
20
0_
T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
NUmero de onda [cm]
Figura 26. Espectro no |V (pastilha de KBr) de 7a.
T T T T T T T T T
7.88 7.86 ppm 7.64 7.62 ppm 7.55 ppm 7.22 7.20 ppm
<JL JL J)LL " LJL ‘
T T T T T T T T T T T T T T T T
15 14 13 12 11 10

6 5 4 3 2 1 0
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Figura 28. Espectro de RMN de "°C (CDClz; 100 MHz) e DEPT 135 de 7a.
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Figura 29. Espectro no |V (pastilha de KBr) de 8a.
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Figura 30. Espectro de RMN de 'H (CDCls; 200 MHz) de 8a.
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Figura 31. Espectro de RMN de "°C (CDCls; 50 MHz) e DEPT 135 de 8a.
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Figura 32. Espectro no IV (pastilha de KBr) de 9a.
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Figura 33. Espectro de RMN de 'H (CDCls; 400 MHz) de 9a.
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Figura 34. Espectro de RMN de "°C (CDClz; 100 MHz) e DEPT 135 de 9a.
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Figura 35. Espectro no |V (pastilha de KBr) de 10a.
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Figura 36. Espectro de RMN de 'H (CDCls; 400 MHz) de 10a.
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Figura 37. Espectro de RMN de '°C (CDClz; 100 MHz) e DEPT 135 de 10a.
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Figura 38. Espectro no IV (pastilha de KBr) de 11a.
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Figura 39. Espectro de RMN de 'H (CDCls; 400 MHz) de 11a.
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Figura 40. Espectro de RMN de °C (CDCls; 100 MHz) e DEPT 135 de 11a
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Figura 41. Espectro no IV (pastilha de KBr) de 12a.
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Figura 42. Espectro de RMN de 'H (CDCls; 400 MHz) de 12a.
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Figura 43. Espectro de RMN de "°C (CDClz; 100 MHz) e DEPT 135 de 12a.
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Figura 44. Espectro no |V (pastilha de KBr) de 13a.
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Figura 45. Espectro de RMN de 'H (CDCls; 400 MHz) de 13a.
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Figura 46. Espectro de RMN de '°C (CDCls; 100 MHz) e DEPT 135 de 13a
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Figura 47. Espectro no |V (pastilha de KBr) de 14a.
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Figura 48. Espectro de RMN de 'H (CDCls; 200 MHz) de 14a.
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Figura 49. Espectro de RMN de '*C (CDCls; 50 MHz) e DEPT 135 de 14a.
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Figura 50. Espectro no IV (pastilha de KBr) de 15a.
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Figura 51. Espectro de RMN de 'H (CDCls; 400 MHz) de 15a.
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Figura 52. Espectro de RMN de '°C (CDCls; 100 MHz) e DEPT 135 de 15a
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Figura 53. Espectro no |V (pastilha de KBr) de 16a.
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Figura 54. Espectro de RMN de 'H (CDCl3; 400 MHz) de 16a.
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Figura 55. Espectro de RMN de '°C (CDClz; 100 MHz) e DEPT 135 de 16a.
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Figura 56. Espectro no |V (pastilha de KBr) de 17a.
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Figura 57. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds; 400 MHz) de 17a.
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Figura 58. Espectro de RMN de '°C (DMSO-ds; 100 MHz) e DEPT 135 de 17a.
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Figura 59. Espectro no |V (pastilha de KBr) de 18a.
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Figura 60. Espectro de RMN de 'H (CDCls; 400 MHz) de 18a.
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Figura 61. Espectro de RMN de °C (CDCls; 100 MHz) e DEPT 135 de 18a
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Figura 62. Espectro no |V (pastilha de KBr) de 19a.
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Figura 63. Espectro de RMN de 'H (CDCls; 400 MHz) de 19a.
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Figura 64. Espectro de RMN de "°C (CDCls; 100 MHz) e DEPT 135 de 19a
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Figura 65. Espectro no IV (pastilha de KBr) de 20a.
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Figura 66. Espectro de RMN de 'H (Acetona-ds; 200 MHz) de 20a.
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Figura 67. Espectro de RMN de '°C (Acetona-ds; 50 MHz) e DEPT 135 de 20a.
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Figura 68. Espectro no IV (pastilha de KBr) de 21a.
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Figura 69. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds; 400 MHz) de 21a.
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Figura 70. Espectro de RMN de '°C (DMSO-ds; 100 MHz) e DEPT 135 de 21a.

100

80 +

60 +

Transmitancia [%)]

40 -

20

: : : : : : : : : : : : :
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Ndmero de onda [cm]

Figura 71. Espectro no IV (pastilha de KBr) de 22a.
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Figura 72. Espectro de RMN de 'H (CDCls; 400 MHz) de 22a.
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Figura 73. Espectro de RMN de '°C (CDClz; 100 MHz) e DEPT 135 de 22a.
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Figura 74. Espectro no |V (pastilha de KBr) de 23a.
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Figura 75. Espectro de RMN de 'H (CDCls; 400 MHz) de 23a.
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Figura 76. Espectro de RMN de '°C (CDCls; 100 MHz) e DEPT 135 de 23a
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Figura 77. Espectro no |V (pastilha de KBr) de 24a.
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Figura 78. Espectro de RMN de 'H (CDCls; 400 MHz) de 24a.
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Figura 79. Espectro de RMN de "°C (CDCls; 100 MHz) e DEPT 135 de 24a.
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Figura 80. Espectro no IV (pastilha de KBr) de 25a.
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Figura 81. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds; 400 MHz) de 25a.
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Figura 82. Espectro de RMN de '°C (DMSO-ds; 100 MHz) e DEPT 135 de 25a.
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Figura 83. Espectro no |V (pastilha de KBr) de 26a.
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Figura 84. Espectro de RMN de 'H (CDCls; 400 MHz) de 26a.

I ' T I ' I T ' I ' T I ' I ' T I ' I
0 10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0 -1.0

°
®
©
®
I
1.

e r—r—rr-rTrr—rrr 1T Tt 1T T T Tt T T T T
PPM 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

rr—r>—r--r—r—rrrTrrTr T - rTTr- T 1T T T T T T T T T T
PPM 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

Figura 85. Espectro de RMN de °C (CDCls; 100 MHz) e DEPT 135 de 26a.
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Figura 86. Espectro no IV (pastilha de KBr) de 27a.
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Figura 87. Espectro de RMN de 'H (CDCls; 400 MHz) de 27a.
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Figura 88. Espectro de RMN de "°C (CDCls; 100 MHz) e DEPT 135 de 27a.
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Figura 89. Espectro no IV (pastilha de KBr) de 1b.
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Figura 90. Espectro de RMN de 'H (CDCls; 200 MHz) de 1b.
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Figura 91. Espectro de RMN de "°C (CDCls; 50 MHz) e DEPT 135 de 1b.
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Figura 92. Espectro no IV (pastilha de KBr) de 2b.
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Figura 93. Espectro de RMN de 'H (CDCls; 200 MHz) de 2b.
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Figura 94. Espectro de RMN de '°C (CDCl;; 50 MHz) e DEPT 135 de 2b.
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Figura 95. Espectro no IV (pastilha de KBr) de 3b.
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Figura 96. Espectro de RMN de 'H (CDCls; 200 MHz) de 3b.

150 100 50

ppm (t1)

\ \ \
150 100 50

ppm (t1)

Figura 97. Espectro de RMN de '°C (CDCls; 50 MHz) e DEPT 135 de 3b.
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Figura 98. Espectro no IV (pastilha de KBr) de 4b.
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Figura 99. Espectro de RMN de 'H (CDCls; 200 MHz) de 4b.
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Figura 101. Espectro no IV (pastilha de KBr) de 5b.
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Figura 102. Espectro de RMN de 'H (CDCls; 200 MHz) de 5b.
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Figura 103. Espectro de RMN de '°C (CDClsz; 50 MHz) e DEPT 135 de 5b.
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Figura 104. Espectro no IV (pastilha de KBr) de 6b.
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Figura 105. Espectro de RMN de 'H (CDCls; 200 MHz) de 6b.
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Figura 107. Espectro no IV (pastilha de KBr) de 7b.
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118

100

80+

60 +

40

Transmitancia [%)]

20+

4000

3500 3000 2500 2000 1500 1000
NUmero de onda [cm]

500

Figura 110. Espectro no IV (pastilha de KBr) de 8b.
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Figura 111. Espectro no IV (pastilha de KBr) de 9b.
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Figura 112. Espectro no IV (pastilha de KBr) de 10b.
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Figura 113. Espectro no IV (pastilha de KBr) de 11b.
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Figura 115. Espectro de RMN de "°C (CDCls; 50 MHz) e DEPT 135 de 11b.



ANEXO 3 - Dados de inibicao
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Tabela 6. Dados de inibicdo das benzoiltioureias (a) e benzoilguanidinas (b) em trés

diferentes concentracdes de substrato (ureia)

Inibicao (%)

Inibicao (%)

Composto 5mM 10m_II/I 20mM Composto 5mM 10m_II/I 20m_II/I
ureia | ureia | ureia ureia | ureia | ureia

Tioureia 53,5 6,2 0,4 19a 340 | 245 | 221
Hidroxiureia| 76,6 30,4 28,9 20a 97,1 87,0 | 83,9
NBPT 99,1 87,9 86,6 21a 16,1 13,9 [ 16,0
1a 31,0 18,5 8,4 22a 9,0 115 | 12,2
2a 4.2 2,9 47 23a 36,6 [ 350 | 28,0
3a 12,1 10,1 9,4 24a 0,0 1,3 3,2
da 89,7 10,9 12,4 25a 3,3 0,7 0,0
5a 93,5 74,5 70,5 26a 98,4 | 756 | 74,8
6a 98,3 89,9 87,5 27a 410 | 128 | 13,8

7a 38,4 37,8 29,1
8a 99,4 96,7 95,6 1b 81,5 | 77,8 | 76,8
9a 51,6 59,6 60,3 2b 89,9 | 758 | 75,0
10a 78,1 61,2 60,7 3b 91,0 | 81,4 | 86,2
11a 63,4 16,6 11,4 4b 93,0 | 77,4 | 74,7
12a 62,8 47,5 47,9 5b 79,5 | 74,8 | 75,6
13a 79,7 60,5 63,1 6b 946 | 825 | 77,0
14a 98,8 86,8 84,2 7b 87,6 | 83,4 | 84,3
15a 0,6 4,4 6,6 8b 93,3 | 744 | 64,8
16a 41,6 35,5 32,6 9b 90,1 79,7 | 81,8
17a 98,2 82,4 80,1 10b 96,8 | 83,8 | 83,2
18a 21,3 18,3 18,4 11b 947 | 80,4 | 81,1






