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BRITO, Tiago de Oliveira. Benzoiltioureias: Sintese, atividades antimicobacteriana e
antiureolitica e estudo de interacdo com urease por RMN. 2017. 284f. Tese
(Doutorado em Quimica, Programa de Pdés-Graduagao em Quimica Associado, UEL-
UEPG-Unicento) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

A atividade ureolitica dos solos € uma causa de grandes perdas de fertilizantes a base
de ureia, que na presenca de ureases € hidrolisada a aménia e diéxido de carbono. Para
evitar estas perdas e aumentar a eficiéncia destes fertilizantes sdo utilizados inibidores
de ureases contidos nas formulagdes de ureia. Entretanto, os inibidores de ureases
utilizados na agricultura sao produtos importados que oneram o prego dos fertilizantes a
base de ureia. Apesar do protagonismo do Brasil no cenario do agronegdécio mundial,
nenhum inibidor de ureases foi desenvolvido neste pais até o momento. Este trabalho
relata a sintese de uma ampla série de benzoiltioureias N-substituidas (BTUs),
racionalmente planejadas e avaliadas frente seu potencial como inibidores da enzima
urease purificada de Cannavalia ensiformis, bem como, inibidores da atividade ureolitica
de amostras de solo in natura. Os ensaios in vitro revelaram oito BTUs com niveis de
inibicdo acima de 50% frente a urease de Cannavalia ensiformis, sendo mais elevados
daqueles apresentados para o inibidor utilizado como controle, a hidroxiureia. Estudos
cinéticos demonstraram que estas BTUs foram capazes de se ligar tanto ao sitio
catalitico como a um sitio alostérico da urease, atuando, portanto, como inibidores do
tipo misto. Nos testes realizados com amostras de solo, 28 compostos inibiram
eficazmente a atividade ureolitica, sendo que sete BTUs apresentaram niveis de inibicao
maiores que o tiofosfato de N-(butil)triamida (NBPT; 40% de inibi¢do), empregado como
referéncia. A estabilidade térmica das BTUs, juntamente com a sua capacidade em inibir
as ureases do solo, faz desta classe de compostos potenciais aditivos para adubos a
base de ureia. Também foram investigados, em nivel molecular, os epitopos de ligagao
entre a urease de Cannavalia ensiformis e quatro BTUs através de experimentos de
ressonancia magnética nuclear (RMN) envolvendo diferenca de transferéncia de
saturagdo (STD). Foi verificado que a por¢cdo benzoila é importante para o
reconhecimento dos compostos pela enzima e que os substituintes do nitrogénio
modulam o nivel de inibicdo da urease. O efeito STD observado para quatro BTUs
evidenciam uma correlagdo com 0s ensaios de inibicao da atividade ureolitica no ensaio
em solo in natura, sugerindo que a técnica de STD pode ser utilizada como uma
ferramenta no planejamento de novos inibidores de ureases para aplicagcdo na
agricultura. Em outra segéo deste trabalho, sdo relatados o planejamento e a avaliagao
da relagédo estrutura-atividade (REA) de uma série de benzoiltioureias com foco no
desenvolvimento de novos prototipos antituberculose. Neste contexto, 15 compostos
apresentaram atividade relevante frente ao Mycobacterium tuberculosis, com
concentragao inibitéria minima (CIM) na faixa de 9,6-190,6 uM, sendo que um deles
apresentou um CIM de 9,6 pM, comparavel ao CIM do isoxil (antimicobacteriano de
referéncia — CIM de 6,2 uyM) e 1,7 vezes mais potente que etambutol (farmaco de
primeira escolha utilizado no tratamento de tuberculose — CIM de 17,1 pM). Os
resultados obtidos evidenciam o potencial das benzoiltioureias como agentes
antimicobacterianos.

Palavras-chave: Benzoiltioureias. Antiureolitico. Inibicdo da urease. Ressonancia
Magnética Nuclear. Diferenca de transferéncia de Saturagao.
Antimicobacteriano.



BRITO, Tiago de Oliveira. Benzoylthioureas: synthesis, antimycobacterial and
antiureolytic activity and interaction study with urease by NMR. 2017. 284p.
Thesis (Doctorate degree in Chemistry) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2017.

ABSTRACT

Ureolytic activity of soils is cause of large losses of urea-based fertilizers, which in
the presence of ureases is hydrolyzed to ammonia and carbon dioxide. In order to
avoid these losses and increase the efficiency of these fertilizers, urease inhibitors
are used in urea formulations. However, ureases inhibitors used in agriculture are
imported products that inflate the price of urea-based fertilizers. Despite of Brazil
prominence in world agribusiness scenario, neither urease inhibitor has been
developed in Brazil until now. This work report the synthesis of a wide range of N-
substituted benzoylthioureas (BTUs) rationally planned and evaluated against their
potential as inhibitors of the purified urease enzyme Cannavalia ensiformis, as well
as inhibitors of the ureolytic activity of in natura soil samples. In vitro assay revealed
eight BTUs with inhibition levels above 50% against Cannavalia ensiformis urease,
being higher than those presented for the inhibitor used as a control, hydroxyurea.
Kinetic studies showed that these BTUs were able to bind both catalytic and allosteric
site of urease, acting as mixed type inhibitors. Twenty eight compounds inhibited
effectively the ureolytic activity in soil samples and seven BTUs showed higher
inhibition levels than NBPT (reference compound that showed 40% inhibition).
Thermal stability of BTUs together with their ability to inhibit soil ureases makes this
class of compounds potential additives for urea-based fertilizers. We also
investigated at molecular levels the binding epitopes between Cannavalia ensiformis
urease and four BTUs by nuclear magnetic resonance (NMR) experiments involving
saturation transfer difference (STD). Has been found that the benzoyl moiety is
important for the recognition of the compounds by the enzyme and the substituents
on nitrogen modulate the level of urease inhibition. Observed STD effect for four
BTUs shows correlation with the inhibition assays of ureolytic activity in the in natura
soil test, suggesting that STD technique can be used as tool in the planning of new
ureases inhibitors for agricultural application. In another section of this work, are
reported the planning and evaluation of structure-activity relationship (SAR) for a
series of benzoylthioureas with focus on the development of new antituberculosis
prototypes. In this context, 15 compounds presented a significant activity against
Mycobacterium tuberculosis, with a minimum inhibitory concentration (MIC) in the
range of 9.6-190.6 uM and one of them showed a MIC of 9.6 uM, which is compatible
with isoxil MIC (reference antimycobacterial — MIC of 6,2 yM) and 1.7 times more
potent than ethambutol (first choice drug used in tuberculosis therapy - CIM of 17.1
MM).  Obtained results evidenced the potential of benzoylthioureas as
antimycobacterial agents.

Key words: Benzoylthioureas. Antiureolytic activity. Urease Inhibition. STD-NMR.
Antituberculosis.
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1.INTRODUCAO

1.1  SINTESE E BIOATIVIDADES DE BENZOILTIOUREIAS

Derivados de tioureia sdo blocos de construcdo de valor para a
sintese de amidas, de guanidinas, e de uma variedade de compostos heterociclicos
(MADDANI e PRABHU, 2010). Alguns derivados de tioureia também tém sido
aplicados como organocatalisadores (TAYLOR e JACOBSEN, 2006). Por estas
razbes, uma série de metodologias sdo relatadas na literatura para a sintese de
tioureias (MADDANI e PRABHU, 2010).

Entre os varios métodos existentes para a sintese de tioureias, 0s
mais amplamente utilizados (Figura 1) envolvem a condensacdo de aminas
primérias e secundarias com isotiocianato (KATRITZKY et al., 2004), tiofosgénio
(SHARMA, 1978) ou seus derivados menos téxicos, como o bis(1-
benzotriazolil)metanotiona (STAAB, 1962). Também se destaca a reacdo de aminas
primarias com dissulfeto de carbono na presenca de acetato de mercurio e a reacao

de tioureias ndo substituidas com aminas priméarias (ERICKSON, 1956).

' 2 R'
(@) EH + N’C/S H N
R/ Rll/ Rll/ \n/ \R
S
R' S $l $l
(b) 2X \ + N NG
R/NH Cl)J\CI R \n/ R
S
10 oo e SO e o
- Rl m- ] "
(c) Q\u\] ,\\1/@ L, \'Tl ,\\1/@ L, R\N)]\N,R
- - — | |
N’N N\N R N\N R RIII
Hg(OAc), H H
d 2x —_— - N.
@ o A
S

Figura 1. Metodologias mais amplamente empregues na sintese de tioureias. Reacao de
aminas com: (a) isotiocianatos; (b) tiofosgénio; (c) bis(1-benzotriazolil)metationa; (d)
dissulfeto de carbono em presenca de acetato de mercurio.
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Aciltioureias podem ser obtidas, a partir de acidos carboxilicos,
através da conversao para cloretos de acila utilizando cloreto de tionila. Os cloretos
de acila entdo reagem com tiocianato de amoénio ou de potassio em acetona,
formando um isotiocianato de acila que pode entdo ser tratado com aminas para
fornecer as aciltioureias de interesse (Figura 2) (OTAZO-SANCHEZ et al., 2001).

(e} @] S
© i) SOCI NHR2R?
e R e
R “OH (ii) KSCN C. R ” N
\S R3
Aciltioureias

Figura 2. Esquema de sintese para obtencao de aciltioureias a partir de &cidos carboxilicos,
envolvendo a formagédo do intermediario acil-isotiocianato.

As aciltioureias constituem uma importante classe de substancias
para a quimica medicinal devido as suas atividades bioldgicas, como
antimicrobianas (ZHONG et al., 2008; ABBAS et al., 2013), antifungicas (ABBAS et
al., 2013), antiviral (BURGESON et al., 2012), analgésicas (WALPOLE et al., 1998) e
antitumoral (RAO et al., 2011). Além de sua importancia para a farmacologia, varios
estudos tém descrito tioureias com propriedades Uteis para a agricultura, tais como
herbicidas (SCHROEDER, 1955), inseticidas (MADAN et al.,, 1991) e como
reguladores de crescimento de plantas (YONOVA e STOILKOVA, 2004; BROWN e
HARRIS, 1973).

1.2  UTILIZACAO DE UREIA COMO FERTILIZANTE AGRICOLA

A ureia possui grande importancia historica, uma vez que este foi o
primeiro composto organico a ser sintetizado. Em 1828, Friedrich Woéhler converteu
cianato de aménio em ureia, rompendo um paradigma histérico de que moléculas
biolégicas s6 podiam ser produzidas por organismos vivos (WOHLER, 1828). Esta
descoberta também é considerada como marco inicial do desenvolvimento da
sintese organica.

A elevacéo na producdo de alimentos para sustentar os crescentes
aumentos populacionais ap0s a revolucdo industrial, s6 foi alcancada gracas a
utilizacao de fertilizantes nitrogenados. A ureia ocupa hoje um papel central neste

cenario, correspondendo a cerca de 50% do total de fertilizantes nitrogenados
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consumidos mundialmente (WATSON, 2005). Sem a utilizagao destes fertilizantes, a
producdo mundial de alimentos reduziria pela metade (ERISMAN et al., 2008).

O Brasil, mesmo com sua elevada producédo agricola, possui uma
industria de fertilizantes muito dependente de matérias-primas importadas, isto
tornou-se ainda mais preocupante a partir de 2007/2008, quando houve um aumento
em mais de 200% no preco de fertilizantes e suas matérias-primas (FERTBRASIL,
2010).

A ureia é o fertilizante nitrogenado mais empregado no Brasil
(aproximadamente 60% do total comercializado) (CANTARELLA e MARCELINO,
2006). Isto se deve, entre outros fatores, ao seu baixo custo, a sua elevada
porcentagem de nitrogénio por unidade (46% de N), a sua facilidade de fabricacao,
armazenamento, transporte e manuseio (sem riscos de explosdo ou combustédo) e
sua alta solubilidade em agua (KISS e SIMIHAIAN, 2002). Adicionalmente, a ureia
apresenta uma baixa corrosividade e € compativel com um grande namero de outros
fertilizantes e defensivos agricolas, possuindo alta absorcao foliar (YAMADA e
ABDALLA, 2007).

O consumo mundial de ureia em 2014 foi de 63 milhdes de
toneladas, sendo que sua producédo cresce a uma taxa de aproximadamente 5% ao
ano (IFA, 2015). Entretanto, uma parcela da ureia aplicada no solo, ndo é
aproveitada pelas plantas. Na Asia, por exemplo, as préaticas dos agricultores
resultam em um aproveitamento menor que 40% do total do nitrogénio aplicado
(MALHI et al., 2001). Alguns estudos relatam que podem ocorrer perdas acima de
70% do total de nitrogénio aplicado, entretanto a média é de 20 a 33% para a
maioria dos solos (KELLER e MENGEL, 1986; OLIVEIRA et al., 1997; LARA
CABEZAS e TRIVELIN, 1990). As perdas de nitrogénio se devem principalmente

pela hidrélise da ureia catalisada por enzimas ureases presentes no solo.

1.2.1 Estrutura e atividade calitica das ureases

As ureases (urea amidohidrolases; EC 3.5.1.5) sdo metaloenzimas
produzida por bactérias, fungos, leveduras e plantas, que se incorporam facilmente
ao solo, podendo ser encontradas em particulas orgénicas, em minerais e/ou
complexada com substancias humicas (CANTARELLA et al., 2008). Estas enzimas

catalizam a hidrolise da ureia, formando aménia e carbamato como produtos, este
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ultimo, se decompde espontaneamente (em presenca de agua) em amonia e acido
carbonico (Esquema 1) (MACOMBER et al.,, 2015; KARPLUS, PEARSON e
HAUSINGER, 1997; KISS e SIMIHAIAN, 2002). A reacao de hidrolise espontanea da
ureia ocorre com um tempo de meia-vida de aproximadamente 3,6 anos (ZERNER,

1991), entretanto a reacdo catalisada por ureases é cerca de 10 vezes mais
rapida, ocorrendo em um tempo de aproximadamente 1 uys (HAUSINGER, 1993).

Urease

o) o)

H,0 H20
L — P§ 2 NH; + H,CO,
HoN™ “NH, (- NH3) H,N~ ~OH

Esquema 1. Reacéo de hidrdlise enzimatica da ureia.

A urease de Canavalia ensiformis (UCE) foi a primeira enzima a ser
cristalizada, em 1926 por James B. Sumner, que por esta contribuicdo foi laureado
com o Prémio Nobel de quimica em 1946. O trabalho de Sumner (SUMNER, 1926)
foi muito importante por fornecer uma prova sobre a natureza proteica das enzimas e
por demonstrar que estas podem ser cristalizadas (BALASUBRAMANIAN e
PONNURAJ, 2010). Entretanto, somente em 1975, Dixon e colaboradores,
revelariam que as ureases possuem atomos de niquel em seu sitio ativo, sendo este
o primeiro relato de uma enzima a apresentar este metal em sua estrutura (DIXON et
al., 1975).

O sitio ativo de ureases contém dois atomos de niquel com uma
distancia interatdmica entre estes de 3,5-3,7 A (Figura 3) (BOER et al., 2014). Estes
ions séo interligados por uma lisina carbamoilada e um ion hidréxido. Aléem destes
ligantes, o ion Ni(1) € coordenado com dois residuos de histidinas e com uma
molécula de dgua. A coordenagédo do outro ion, Ni(2), é semelhante ao primeiro, mas
inclui um residuo de aspartato terminal (CARLSSON e NORDLANDER, 2010;
BARRIOS e LIPPARD, 2000).
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Figura 3. Representacao planar e tridimensional da estrutura do sitio ativo da urease de
Klebsiella aerogenes. (Adaptado de BARRIOS e LIPPARD, 2000; BOER et al., 2014).

Uma série de propostas ja foram relatadas para o0s possiveis
mecanismos de reacdo de hidrolise da ureia catalisada pelas ureases, entretanto
este ainda é um tema em discussdo. Existe um consenso que o reconhecimento da
ureia pelo sitio ativo, estd associado a coordenacao do oxigénio deste substrato ao
Ni(1) da urease (Figura 4 — (ll)), mas ha propostas divergentes sobre as etapas
subsequentes (CARLSSON e NORLANDER, 2010). O mecanismo sugerido
primeiramente (Proposta B) prop8e que ocorra o atague nucleofilico ao carbono da
ureia por um hidroxido terminal ligado a Ni(2) (lllg). Isto levaria a um intermediario
gue une os dois metais (IVg) e na sequéncia pode liberar amonia (Vg) (DIXON et al.,
1980; LIPPARD, 1995; KARPLUS et al.,, 1997). Com base na estrutura de um
complexo urease-inibidor, Benini e colaboradores (1999) sugerem um mecanismo
(Proposta A) que envolve uma coordenacdo secundaria de um dos atomos de
nitrogénio da ureia com Ni(2) (Ill5), que posiciona o substrato em favor de um ataque
nucleofilico a partir do hidréxido que interliga os dois atomos de Ni (IVa) (BENINI et
al., 1999). A coordenacdo em ponte do substrato (ureia) foi apoiada por Pearson e
colaboradores (2000), mas estes investigadores tém sugerido que o nucleofilo nédo é
o hidroxido, mas sim a agua coordenada ao Ni(2) (PEARSON et al., 2000;
CARLSSON e NORLANDER, 2010).
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Figura 4. Representacdo esquematica de dois mecanismos propostos para a hidrélise da
ureia promovida pela enzima urease; A (BENINI et al., 1999) e B (LIPPARD, 1995).
(Adaptado de CARLSSON e NORDLANDER, 2010).

A estrutura da urease de Klebsiella aerogenes foi elucidada pela
primeira vez em 1995 (JABRI et al., 1995), e desde entdo varias outras estruturas
desta enzima, com ou sem inibidores ligados foram determinadas (PEARSON et al.,
1997; BENINI et al., 1998; BENINI et al., 1999; BENINI et al., 2000), incluindo a de
Bacillus pasteurii e de Helicobacter pylori (HA et al., 2001).

Embora a urease de Canavalia ensiformis tenha sido a primeira
enzima a ser cristalizada, sua estrutura cristalina s6 foi determinada em 2010 por
Balasubramanian e Ponnuraj. Estes revelaram sua forma em T ou martelo. Seu
mondmero pode ser dividido em quatro dominios: af N-terminal (1-134), apf (135-
285), B (286-401, 702-761) e barril TIM C-terminal (aB)s (402-701, 762-840), onde
esta localizado o sitio ativo da enzima (Figura 5) (BALASUBRAMANIAN e
PONNURAJ, 2010).
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Dominio B
(286-401, 702-761)

Dominio (aB)s (135-285)

Barril TIM

(402-701, 762-840) —> Dominio af

(1-134)

Figura 5. Representagao da estrutura cristalina do monémero da Urease de Canavalia
ensiformis evidenciando sua forma em T, que consiste em quatro dominios: af N-terminal
(magenta), aB (vermelho), B (amarelo) e barril TIM C-terminal (aB)s (verde).
(BALASUBRAMANIAN e PONNURAJ, 2010).

As ureases vegetais e fungicas sao proteinas homo-oligoméricas de
subunidades idénticas de 90 kDa, enquanto ureases bacterianas sdo multimeros
complexos de duas ou trés subunidades (BALASUBRAMANIAN e PONNURAJ,
2010). Ainda assim, as ureases bacterianas, fungicas e de vegetais tém alta
similaridade de sequencia, sugerindo que elas tém estruturas tridimensionais
semelhantes. Através da superposicdo dos sitios ativos de ureases isoladas de
Canavalia ensiformis, Helicobacter pylory, Klebsiella aerogenes e Bacillus pasteuri
(Figura 6), € possivel observar a similaridade entre os arranjos tridimensionais dos
sitios ativos de urease vegetal e de ureases bacterianas (BALASUBRAMANIAN e
PONNURAJ, 2010).
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Figura 6. Superposicao dos sitios ativos de ureases de Canavalia ensiformis (verde, 3LA4),
de Helicobacter pylory (laranja, 1E9Z), de Klebsiella aerogenes (azul, 1IFWJ) e de Bacillus
pasteuri (ciano, 2UBP) (BALASUBRAMANIAN e PONNURAJ, 2010).

A atividade ureolitica de bactérias desempenha um papel importante
na patogénese de algumas doencas humanas e animais (MOBLEY et al., 1995).
Uma das ureases bacteriana mais frequentemente relacionadas a doencas é a
produzida por Helicobacter pylori. A presenca desta enzima no trato gastrico pode
implicar em Ulceras pépticas e cancer de estomago (COVACCI et al., 1999).

Nas plantas, a urease é encontrada principalmente em sementes de
leguminosas, desempenhando um papel de defesa das sementes contra predadores
(ZONIA et al., 1995). Também ¢é sugerido que as ureases possam desempenhar um
papel importante na germinacdo das sementes (POLACCO e HOLLAND, 1993;
BALASUBRAMANIAN e PONNURAJ, 2010).

Por outro lado, a amobnia formada na hidrélise da uréia pode
prejudicar o crescimento de mudas e causar danos a sementes germinadas. Além
disto, a sua alta concentracéo no solo pode impedir a oxidacdo bacteriana de nitritos
a nitratos, gerando como consequéncia um acumulo de nitritos em concentracdes
toxicas (KISS e SIMIHAIAN, 2002).

A amobnia também constitui um problema ambiental, pois este
produto, além de poluir o ar e contribuir para o efeito estufa, pode contaminar lagos
e corregos proximos promovendo a eutrofizacdo (KISS e SIMIHAIAN, 2002).

Como prevengdo da excessiva taxa de hidrolise de uréia no solo e
de seus efeitos indesejaveis, surgiram algumas alternativas que visam aumentar a
eficiéncia dos fertilizantes a base de uréia. Podendo gerar uma série de efeitos
positivos, como: aumento do valor econdmico e agrondmico destes fertilizantes,

economia de energia e matérias-primas utilizadas na fabricacdo e minimizacdo de
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alguns efeitos sobre o meio ambiente que resultam do uso de fertilizantes
ineficientes (KISS e SIMIHAIAN, 2002).

A reducao na taxa de hidrdlise de uréia no solo pode ser conseguida
principalmente através de: (a) Obtencdo de produtos que reduzem a solubilidade da
ureia em agua e limitam a quantidade livre no solo, por exemplo, revestimento das
esferas de ureia com ceras ou pds e utilizacdo de derivados sintéticos como diureia
isobutilideno e diureia crotonilideno; (b) Inibicdo da atividade de urease através da
associacdo de ureia a um composto como tiofosfato de N-(butil)triamida (NBPT),
hidroxiureia (HU) e tioureia (TU), que inibe a enzima e impede ou retarda a hidrolise
do substrato; (c) Uso de adutos ou complexos de ureia formados a partir de &cidos
minerais ou organicos e ions metalicos, respectivamente (KISS e SIMIHAIAN, 2002).

Dentre as opcbes citadas, o uso de inibidores de ureases é
considerado como uma das abordagens mais viaveis para aumentar a eficacia dos
fertilizantes & base de ureia. Devido principalmente pelo fato de utilizar baixas
concentracbes do inibidor que € adicionado ao fertilizante, a um baixo custo
industrial. O uso destes inibidores reduz a concentracdo de NH,;" no solo e
consequentemente o potencial de volatilizagdo de NH3, além de reduzir a taxa de
hidrélise, permitindo maior tempo para a incorporacdo do nitrogénio no solo
(JUNEJO et al., 2011).

1.2.2 Desenvolvimento de inibidores de ureases como aditivos em formulacfes de

fertilizante agricola a base de ureia.

A busca por inibidores de ureases vem sendo feita por mais de seis
décadas, principalmente devido as potenciais aplicacbes como farmacos para
tratamento de infec¢bes causadas por microorganismos ureolicos e como aditivo em
fertilizantes a base de uréia para reduzir as perdas de nitrogénio.

Metais pesados inibem a urease de forma ndo competitiva, com uma
eficiéncia de inibicdo que pode ser classificada na seguinte ordem: Ag* ~ Hg*" >
Cu?* > Cd** > Ni** > Co*" > Fe** > Mn?, sendo que os fons Ag* e Hg®" sdo capazes
de inativar completamente a urease, até mesmo em concentracdes na ordem de 10°
mol.L™. Estes fons reagem com os grupos sulfidrilas dos residuos de cisteina
préximos ao sitio ativo da urease, formando sulfetos metélicos e inativando a enzima

(UPADHYAY, 2012). Entretanto, para as aplicagcdes como farmacos ou fertilizantes a
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utilizac@o destes ions ndo é possivel, devido principalmente as altas toxicidades aos
seres humanos e animais e também por serem nocivos ao meio ambiente.

Estudos direcionados a identificacdo de inibidores de ureases de
plantas revelam que as substancias mais promissoras sao estruturalmente similares
ao substrato natural da enzima, ou seja, compostos que mimetizam a estrutura da
ureia (BENINI, 1999; VAREL, 1997; FONT et al., 2008).

Os éacidos hidroxamicos e derivados sédo conhecidos inibidores de
ureases bacterianas e de plantas, sendo classificados como inibidores reversiveis.
Nesta classe de compostos, 0 acido acetohidroxamico é o inibidor mais amplamente
estudado, sendo que a porcdo —CONHOH é essencial para a atividade antiureolitica
(UPADHYAY, 2012). A estrutura do complexo urease-acido acetoidroxamico (Figura
7b) foi determinada através de cristalografia de raios-X, revelando que o composto
inibe a urease através do deslocamento de ambas as moléculas de agua e o
hidréxido presentes no sitio ativo da enzima nativa (BENINI et al., 2000).

O &cido borico é um inibidor competitivo da urease, que possui
maxima eficiéncia de inibicdo em pHs em torno de 5,0 e minima em pHs acima de
10,0 (UPADHYAY, 2012). Um estudo de cristalografia de raios-X do complexo
revelou que o &cido boérico desloca as duas moléculas de agua ligadas no sitio ativo
da enzima nativa e inibe a urease através da formacao de um quelato que envolve a
ligacdo do inibidor com os dois atomos de niquel do sitio ativo (Figura 7c) (BENINI et
al., 2004).

O ion fluoreto também inibe a urease de forma dependente do pH
(UPADHYAY, 2012). O mecanismo de inibicdo é controverso, sendo ralatado tanto
como pseudo-incompetitivo (TODD e HAUSINGER, 2000) ou como competitivo
(KRAJEWSKA et al., 2001). Apesar disso, ambos os estudos propdem que este ion
liga-se a urase deslocando o hidréxido que interliga os dois atomos de niquel no sitio
ativo da enzima (Figura 7d) (TODD e HAUSINGER, 2000; KRAJEWSKA et al.,
2001).

As fosforamidas sao consideradas potentes inibidores de ureases,
sendo o fosforodiamidato de fenila (PPD) o primeiro composto desta classe a ser
ralatado como um inibidor indireto. Este sofre hidrélise enzimatica formando
fosforodiamidato (DAP), que inibe a enzima através da remocdo do hidroxido e
deslocamento das duas moléculas de agua ligadas aos atomos de niquel do sitio

ativo (Figura 7e), formando um quelato que mimetiza o estado de transicdo de
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hidrélise do substrato. Esta hipotese foi confirmada através de analise de
cristalografia de raios-X (KRAJEWSKA e ZABORSKA, 2007; BENINI et al., 1999).
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Figura 7. Representacao da estrutura do sitio ativo da urease nativa (a) e inibida por: acido
acetohidroxamico (b), acido bérico (c), fluoreto (d) e fosforodiamidato (e). Em vermelho a
porcéo de cada inibidor responsavel pela atividade. (Adaptado de KRAJEWSKA e
ZABORSKA, 2007).

Um dos compostos revelados como mais promissores € o tiofosfato
de N-(butil)triamida (NBPT, Figura 8a), sendo atualmente utilizado como aditivo em
fertilizantes a base de ureia. No solo, o NBPT é oxidado formando seu derivado
fosfato de N-(butil)triamida (NBPTO, Figura 8b) que entéo inibe a urease atuando
como um inibidor misto (podendo ligar-se tanto ao sitio ativo quanto a sitios
alostéricos) (YAMADA e ABDALLA, 2007). Calculos de dinAmica molecular sugerem
que o NBPTO coordena-se a ambos os atomos de niquel e também parece ser
capaz de interagir com o grupo carbamato localizado no sitio ativo da enzima
através de ligacdo de hidrogénio, formando um complexo tridentado (Figura 8c)
(MANUNZA et al., 1999).
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Figura 8. (a) Estrutura do Tiofosfato de N-(butil)triamida (NBPT); (b) Fosfato de N-
(butil)triamida (NBPTO); (c) Proposta de estrutura do sitio ativo da urease inibida por
NBPTO, evidenciando as interacdes Ni-O, Ni-NH, e ligacdo de hidrogénio entre um dos
oxigénios da carbamida com NH, do NBPTO (Adaptado de MANUNZA et al., 1999).

O uso de NBPT em formula¢des a base de ureia mostrou contribuir
para a reducdo das perdas de nitrogénio em solos com plantacées 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
uso deste inibidor pode aumentar a produtividade dos cultivares em média de 7 a
12%, dependendo das condi¢cfes climaticas e da forma de manejo do solo (YAMADA
e ABDALLA, 2007).

O NBPT e outros inibidores de urease sao produtos importados, o
gue 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), sendo
recomendado um armazenamento de no maximo seis semanas ap0s a mistura
(YAMADA e ABDALLA, 2007). 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 evaporacdo da solugcdo do solo
(CANTARELLA et al., 2008).

Uma série de outros compostos também tem sido relatados como
eficientes inibidores de urease de Canavalia ensiformis (Figura 9), entre estes
destacam-se a hidroxiuréia e seus derivados (UESATO et al., 2002), biscumarinas
(KHAN et al., 2004), a-hidroxicetonas (TANAKA et al., 2004), benzoquinonas
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(ZABORSKA et al., 2002), pirocatecol (KOT e ZABORSKA, 2003), entre outros
(UPADHYAY, 2012).
OH R OH
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Figura 9. Exemplos de compostos relatados como eficientes inibidores de urease de
Canavalia ensiformis.

Recentemente, as tioureias também foram relatadas como
excelentes inibidores de ureases em estudos in vitro. O primeiro estudo data de
2013, onde a inibicdo de urease provocada por hibridos sulfanilamida-tioureia
revelaram 19 compostos com potencial de inibicAo maior que a tioureia (K; = 22,3
MM), sendo que os trés compostos mais ativos apresentaram um K; na faixa de 0,20
a 0,45 uM (Figura 10) (SAEED et al., 2013).

N” N
H H
NO,
K; = 0,20 uM K;=0,45 uM K; = 0,44 uM

s om s X
H H H H
Cl

Figura 10. Hibridos sulfanilamida-tioureia e seus respectivos Ki's. (SAEED et al., 2013).

Rauf e colaboradores relataram, também em 2013, a inibicdo de
urease provocada por tioureias N,N’-dissubstituidas derivadas de acido benzoico.
Neste estudo foram testados 26 compostos, onde 14 destes revelaram-se mais
potentes que a tioureia (ICsp = 22,3 pyM). O composto mais promissor foi a (N-
benzoil-N*-2,4-clorofeniltioureia (Figura 11), que apresentou um ICs, de 1,67 uM

inibindo a urease através de um mecanismo competitivo (RAUF et al., 2013).
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Figura 11. Benzoiltioureia mais ativa no estudo relatado por RAUF et al., 2013.

A capacidade inibitéria de ureases provocada por benzoiltioureias
também foi relatado recentemente por Saeed e colaboradores (2014), neste estudo
uma série de etil-(4-(benzoiltioureido)-benzoatos apresentaram excelentes niveis de
inibicdo frente a urease de Canavalia ensiformis (Figura 12), sendo os melhores
resultados expressos para os compostos 4-metoxi e 3,4-metoxi benzoilsubstituidos
(ICso de 0,21 e 0,13 uM, respectivamente) (SAEED et al., 2014).

R Inibicao (IC5g)
H 0,51
o) 3-Cl 026
o 2.4-Cl 028
4.CH, 067
Q j\ o 3-CH3 1.07
4-OCH3 0.21
/| N" N 3,4-OCH3 013
S/ 2.Br 035
R 2-OCH3 047
2-F 073
Tioureia 20,3

Figura 12. Potencial de inibic&o in vitro de urease (ICso UM) provocada por benzoiltioureias.
(adaptado de SAEED et al., 2014).

Além disso, estudos recentes desenvolvidos por nosso grupo de
pesquisa revelam que benzoiltioureias atuam como inibidores de ureases presentes
em solo (BRITO et al., 2013). Ressaltando ainda mais o grande potencial desta

classe de compostos para aplicacdo em fertilizantes a base de ureia.

1.3 ESTUDO DE INTERACAO LIGANTE-MACROMOLECULA POR TECNICAS DE RESSONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR

A espectroscopia de RMN é uma ferramenta valiosa para o estudo
de interacbes moleculares em solugdo. Ela se consolidou como uma técnica

essencial para caracterizar eventos de reconhecimento molecular e obtencédo de
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informacdes sobre interagcbes de pequenos ligantes com macromoléculas
biologicamente relevantes (proteinas, enzimas e acidos nucleicos). Técnicas de
RMN para triagem de ligantes e determinagcédo da conformacao de um ligante em seu
estado ligado sao ferramentas importantes no processo de planejamento racional de
farmacos (MEYER e PETERS, 2003). Neste contexto, técnicas de diferenca de
transferéncia de saturagdo (STD), water-LOGSY e DOSY sao utlizadas
frequentemente para caracterizar complexos ligante/macromolécula (MEYER e
PETERS, 2003).

1.3.1 Diferenga de Transferéncia de Saturagéo (STD)

A técnica de diferenca de transferéncia de saturacdo (do inglés:
Saturation Transfer Difference, STD) tem sido utilizada como uma forma de triagem
por novos compostos bioativos, em sistemas que podem envolver um Unico ligante
na solucdo com a macromolécula ou misturas complexas que pode envolver
dezenas de moléculas, com o objetivo de identificar aquelas que possuem maior
afinidade pela macromolécula. A aplicacdo mais difundida relaciona-se a
identificacdo de estruturas protdtipo com mapeamento das por¢des do ligante que
sdo mais importantes para a ligagdo com a macromolécula (MAYER e MEYER,
1999; MAYER e MEYER, 2001; MEYER e PETERS, 2003).

Benoni e colaboradores (2016) utilizaram a técnica de STD para
estudos de inibicdo da enzima sulfidrilase O-acetilserina, que catalisa a ultima etapa
da biossintese de cisteina em bactérias e esta envolvida com o processo de
resisténcia bacteriana e formacao de biofilme. Utilizando técnicas complementares
(REA e docking) os autores conseguiram mapear como ocorre a interacao entre
isoenzimas isoladas de Salmonella typhimurium e um inibidor pentapeptidio
(denominado MNYDI) (BENONI et al., 2016). Em estudos similares, Brandao e
colaboradores (2017) mapearam as interacbes envolvidas entre mucina
(glicoconjugados produzidos por tecidos epiteliais, responsavel pela viscosidade do
muco) e procianidinas utilizando a técnica de STD, onde observou-se que estas
interacdes podem comprometer as funcdes lubrificantes da mucina (BRANDAO et
al., 2017). Estes estudos exemplificam o potencial de aplicagdo da técnica de STD

para estudos de interagdo entre ligantes e macromoléculas.
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A técnica de STD foi desenvolvida por Mayer e Meyer e tem como
fundamento a transferéncia de saturacdo da proteina para o ligante em contato
intimo com esta (<5 A). O ligante, por sua vez, quando se dissocia do complexo
mantém a saturacao recebida, que pode ser entédo detectada e quantificada (MAYER
e MEYER, 1999). O fenbmeno envolvido nos experimentos de STD é o efeito
nuclear Overhauser (NOE), que através de difusdo de spin, transfere NOE da
proteina para o ligante. Isto ocorre de uma forma muito eficiente, devido ao fato de
que moléculas grandes (como as proteinas) possuem NOE negativo, difusdo lenta e
tempos de relaxacao curtos (devido ao fato de serem ricas em nucleos H). O ligante,
gue pode ser considerado como um aceptor de magnetizacdo devido a sua
relaxacdo relativamente lenta e a sua difusdo rapida, é capaz de armazenar a
saturacédo recebida por tempo suficiente até que possa ser detectada (VIEGAS et al.,
2011; FIGUEIREDO e MARSAIOLI, 2007).

A ligacdo de uma molécula pequena (ligante) a uma macromolécula
grande (proteinas), de uma maneira simplificada, possui uma cinética de segunda
ordem. Com a associagéo do ligante (L) a macromolécula (P) gera-se o complexo
LP, em um estado de equilibrio, que pode ser descrito através das taxas de Ko,
(associacao) e kot (dissociacao) (Equacédo 1) (MEYER e PETERS, 2003).

kOI"I

L+P LP (1)

Koft

Assim, a constante de dissociacdo (Kp) pode ser expressa através

das concentracdes das espécies em solucdo, que também podem ser representadas
através das taxas de kon € kot (Equacéo 2) (MEYER e PETERS, 2003).

L] [P k

No experimento de STD, durante o tempo de irradiacdo da proteina
com pulsos seletivos, a energia € rapidamente transferida para uma populacéo de
ligantes levando a saturacdo de seus sinais de RMN de 'H. Portanto, o uso de
ligante em excesso é necessario para que um sitio de ligagcdo da macromolécula
seja capaz de saturar varias moléculas em um curto periodo de tempo (de alguns
segundos), sendo que a transferéncia de saturacdo ocorre somente para moléculas
ligadas a macromolécula (complexo PL) com uma taxa que depende da mobilidade
da macromolécula, tempo de vida do complexo ligante/macromolécula e da
geometria do complexo (MEYER e PETERS, 2003; MAYER e MEYER, 2001).
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A presenca de ligante em excesso propicia um aumento na
sensibilidade do experimento e permite a utilizagdo de solucbes de proteinas
diluidas (em concentracdes na ordem de pmol.L™). Isto é uma vantagem, visto que a
grande maioria das proteinas sao de dificil purificacdo ou possuem custos elevados.
Normalmente, para cada sistema, devem ser otimizados a proporgédo ligante-
proteina e o tempo de saturacdo de acordo com o Kp (VIEGAS et al., 2011).

Neste sentido, a deteccédo do efeito STD depende do valor de Kp
estar em uma faixa entre 102 a 10® mol.L™. Se o valor de Kp for maior que 107
mol.L™, o ligante ndo ir4 permanecer tempo suficiente ligado & proteina para se
tornar saturado (MAYER e MEYER, 2001).

Outro processo que limita a aplicacdo do STD em sistemas com
valores de Kp’s menores que 10 é a taxa de relaxacdo da magnetizacéo que é alta
para a proteina e baixa para moléculas pequenas. Assim, o complexo LP se
comporta como uma Unica espécie, e como consequéncia, a taxa de relaxacao dos
sinais do ligante no complexo é muito mais alta do que no estado livre. Devido a este
processo, a velocidade de dissociacdo (ko) do ligante deve ser maior do que a taxa
de relaxacdo da magnetizacdo, caso contrario, a magnetizacao gerada é perdida
antes que se acumule uma populacdo satisfatéria de ligantes livres saturados
passiveis de deteccao. Portanto, o tempo de permanéncia maxima do ligante no sitio
da macromolécula, é também dependente da taxa de relaxacdo da macromolécula
(VIEGAS et al., 2011).

Na aquisicdo do espectro de STD (Figura 13) sao obtidos dois
conjuntos de espectros com as mesmas condicbes experimentais: um sem
saturacdo da proteina (espectro fora de ressonancia ou STD., normalmente
utilizado como referéncia), através da irradiagdo em uma regido do espectro onde se
verifica auséncia de quaisquer ressonancias do sistema, geralmente na faixa de 20 a
50 ppm (sendo a intensidade de cada sinal denominado como lp); € outro com
saturacdo seletiva da proteina (espectro em resonancia ou STD,,,), obtido através da
irradiacdo em uma regido espectral que contém apenas ressonancias da
macromolécula/proteina, geralmente entre -1 a 1 ppm, fornecendo um espectro com
as intensidades de sinais saturados (Isat). Os espectros (STDo, € STDof) sado obtidos
de forma alternada, minimizando as pequenas variagdes que podem ocorrer durante

a aquisicdo do experimento. Finalmente, a subtracdo do espectro fora de
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ressonancia do espectro em ressonancia (Istp = lp - Isat) fornece o espectro de
diferenca, ou STDgyis (MAYER e MEYER, 2001; VIEGAS et al., 2011).

(a) Experimento fora de ressonancia (irradiagéo distante de qualquer ressonancia do sistema):

» .
9 @
H
H " Nao
Ligante Ligante

L k
. ® ==

Receptor

»

(b) Experimento em ressonancia (irradiagao seletiva da proteina):

H
= ' @
k H
Ligante
Saturado

] ] »

(c) Espectro de diferenca

Figura 13. Representacdo esquematica do experimento de STD, evidenciando o efeito
causado pela saturacdo seletiva da proteina em compostos ligantes e ndo-ligantes. (a)
Experimento fora de ressonéncia e respectivo espectro (STD.), obtido com irradiacdo em
uma regido com auséncia de quaisquer ressonancias do sistema, por exemplo, 50 ppm; (b)
Experimento em ressonancia e respectivo espectro (STD,,), obtido com irradiacdo seletiva
da proteina, usualmente entre -1 a 1 ppm. (c) Espectro de diferenca (STDi, obtido através
da subtragéo dos espectros: (STDyg) - (STDgp).
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No espectro de diferen¢a (Figura 13c), apenas os sinais dos 4&tomos
de hidrogénio dos ligantes que fizeram parte do complexo ligante-proteina e que
receberam a transferéncia de saturacdo da proteina irdo permanecer, estes também
terdo intensidade de sinal dependentes da proximidade que estiveram com a
proteina, devido a transferéncia de saturagdo mais ou menos eficaz. Se outros
compostos estiverem presentes, mas nao ligarem-se a macromolécula, seus sinais
serdo de igual intensidade nos espectros STDyi € STDgn, € serdao suprimidos apés a
subtracdo, ndo aparecendo no espectro de STDgx (MAYER e MEYER, 2001;
VIEGAS et al., 2011).

A sequéncia de pulsos basica do experimento de STD (Figura 14)
consiste em um pulso de 90° seletivo para nlcleos de *H da proteina (canal f2) que
€ repetido n vezes durante todo o tempo de saturacédo (d20), e um pulso duro de
excitacdo/aquisicdo de 90° (canal fl1). O numero de repeticbes do tempo de
saturacao € calculado automaticamente na sequéncia de pulsos através da divisdo
de d20/p42 (ROWE et al., 2015).

p1
90°
Canal f1
Pulso
seletivo
p42
Canal 2 [“
" d20"n

Figura 14. Diagrama da sequéncia de pulsos do experimento basico de STD. p1: pulso de
aquisicao; p42 e d20: poténcia e duracao do pulsos seletivo; n: numero de repeticées do
pulso p42 (Adaptado de PARELLA, 2004)

Ao longo dos anos, uma série de beneficios foram incorporados na
sequéncia de pulsos do experimento de STD, sendo que atualmente em geral utiliza-
se uma trava de spins T, (CW, com duracdo de 50 a 10 ms, dependendo do
tamanho da macromolécula) para suprimir os sinais da proteina, com o objetivo de

fornecer uma linha de base mais limpa e tornar os sinais do ligante mais evidentes
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(Figura 15) (ROWE et al., 2015). Os gradientes de campo pulsado no eixo z (G,) tem
como funcdo remover quaisquer sinais indesejados e governar a supressao do sinal
de &gua pelo utilizacdo de pulsos de excitacdo seletiva (do inglés, excitation
sculpting). No inicio da sequéncia também foram incorporados dois “trens de pulsos”
responsaveis por desfocalizar qualquer magnetizacdo transversal remanescente
(ROWE et al., 2015).

supresséo do sinal da agua
governada por gradientes

90° 180° 180°

N

“trem de pulsos” 2
1‘ I\

Canal 1 o |0 |88n‘:"' i

Pulso
seletivo
p42
Canal 2 [‘]
* g20N
G A
% ( | D 1(\!/\. N
Gl G2 G2G3 G3

Figura 15. Diagrama da sequéncia de pulsos do experimento de STD (stddiffesgp.3). p1:
pulso de aquisicdo; CW: trava de spins T,; &: atraso para a recuperacdo do gradiente; p42 e
d20: poténcia e duragéo do pulso seletivo; n: nimero de repetigcdes do pulso p42; G1, G2 e

G3: gradientes de campo pulsado. (Adaptado de PARELLA, 2004).

Uma das variaveis que se deve ter em mente antes da configuracao
do experimento de STD ¢é a relaxacdo, que pode ser definida como a taxa com que
as populacdes de spins afetadas pela magnetizacéo, relaxam e retornam ao seu
estado de equilibrio. Este processo é definido por duas componentes: relaxacao
longitudinal ou spin-rede (T;) e relaxacdo transversal ou spin-spin (T,). T; é
basicamente a redistribuicdo das populacdes dos estados de spin nucleares com a
finalidade de se atingir a distribuicdo de equilibrio térmico, este processo envolve
uma variedade de mecanismos de relaxamento que permitem que 0S Spins
nucleares troquem energia com seu ambiente e as populagbes de spin se
equilibrem. T, é a perda de coeréncia transversal da magnetizacdo entre os spins

nucleares excitados e envolve a transferéncia de energia para nucleos vizinhos, que
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levam a variag6es na frequéncia de precessao dos spins, até que as fases estejam
desordenadas. Nos experimentos de RMN, T; € associado a intensidade do sinal e
T, a largura deste, sendo que T, é maior que T, (LEVITT, 2008).

Neste sentido, como uma regra geral, o valor da soma do tempo de
espera entre cada aquisicao e o tempo de cada aquisi¢cao deve estar na faixa entre 1
e 5 vezes o valor de T; mais longo do ligante permitindo assim uma completa
recuperacdo da magnetizacdo deste, que refletira em um valor maximo de efeito
STD detectado. Caso contrario, a saturacdo remanescente de uma aquisicao ira
permanecer durante a aquisicdo seguinte, ocasionando uma reducdo na intensidade

das ressonancias do ligante (ROWE et al., 2015).

1.4  DESCRICAO E RELEVANCIA DA TUBERCULOSE

A tuberculose é uma das mais antigas enfermidades que afetam o
homem, sendo que algumas evidéncias paleontolégicas sugerem que desde 3700
a.C. o homem convive com esta doenca (ROSEMBERG, 1999).

A tuberculose é causada pelo Mycobacterium tuberculosis, que
infecta principalmente os pulmdes, embora também possam ocorrer formas
extrapulmonares, menos incidentes, afetando principalmente o0s rins, coluna
vertebral e cérebro. A transmissdo se da pelo ar, através de aerosois expelidos
durante os atos de tosse, fala ou espirro. Os principais sintomas da doenca em sua
forma pulmonar sdo: tosse crbnica (por mais de duas semanas), febre, sudorese
noturna, falta de apetite, perda de peso e falta de disposicdo (FERREIRA et al.,
2007).

Comumente a tuberculose é classificada em latente ou ativa, sendo
que a forma latente da doenca € caracterizada pela presenca da bactéria no
organismo mas gque permanece em uma forma nao ativa e ndo transmissiva, sendo
que o paciente também ndo apresenta sinais da doenca. Na sua forma ativa, o
paciente apresenta sintomas da doenca e é transmissivel (KAUR et al., 2016a).

A infeccdo da tuberculose ocorre quando a micobactéria entra em
contato com o0s macrofagos dos alvéolos pulmonares, onde pode se replicar
livremente utilizando multiplos receptores da superficie celular. Inicialmente, a
micobactéria se replica dentro do endossoma dos macrofagos, passando em

seguida para os ganglios linfaticos (linfodonos). Na sequéncia, algumas células
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(macréfagos, linfécitos B, linfécitos T e fibroblastos) se combinam formando
glanulomas adjacentes aos macréfagos infectados (KAUR et al., 2016b). A infeccéo
latente da tuberculose se caracteriza pela ndo formacao dos glanulomas, sendo que
a micobatéria permanece na sua forma inativa, podendo se converter na forma ativa
em um momento oportuno (KAUR et al., 2016a).

As lesbes secundérias da tuberculose podem ocorrer em qualquer
parte do corpo, mas normalmente se apresentam nos pulmdes, ganglios linfaticos
periféricos, cérebro, rins e ossos, muito raramente também podem afetar o coracao,
pancreas, musculos esqueléticos e tiredide (KAUR et al., 2016c).

A cada ano milhdes de pessoas sdo contaminadas com esta
doenca, sendo que os habitantes de paises em desenvolvimento sdo os mais
afetados (ROSEMBERG, 1999). Em 2015, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
estima que houve mais de 10,4 milhdes de novos casos de tuberculose em todo o
mundo, sendo 56% destes relatados em homens, 34% em mulheres e 10% em
criancas. No mesmo ano, a tuberculose foi considerada como uma das principais
causas de mortes infecciosas em todo o mundo, com uma estimativa de 1,4 milhdes
de mortes, 0 que a insere acima da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA -
1,1 milhdes de 6bitos) no ranking de mortes causadas por agentes infecciosos
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Em portadores de SIDA, a tuberculose é considerada como uma das
infeccBes mais oportunistas, debilitando rapidamente os pacientes nestas condicdes.
Uma estimativa da OMS relata que em 2015, cerca de 1,2 milhdo de pessoas
portadores da SIDA foram infectadas com tuberculose, e adicionalmente 0,4 milhdo
vieram a 6bito (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

No Brasil, foram registrados em 2015, mais de 63 mil novos casos
de tuberculose, afetando 30,9 em cada 100 mil habitantes. Também neste ano, foi
relatado um indice de cura de 74,2%, sendo que o niamero de Obitos foi de 4.374.
Neste cenario, os estados mais afetados sdo Amazonas, Rio Grande do Sul,
Pernambuco e Rio de Janeiro, onde suas capitais correspondem a 36,6% do total de
novos casos diagnosticados no pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

1.4.1 Tratamento e desenvolvimento de novos farmacos contra a tuberculose

O primeiro medicamento relatado como eficaz frente ao
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Mycobacterium tuberculosis foi a estreptomicina, isolada do fungo Streptomyces
griseus na década de 1940. Apesar de fomentar a esperanca de cura da
tuberculose, em um curto periodo de tempo foi constatado que o uso isolado de
estreptomicina induzia rapidamente a resisténcia micobacteriana, tornando o
farmaco ineficaz apés um periodo de aproximadamente 3 meses de administracédo
(ZUMLA et al., 2013).

Na década de 1950 foi descoberta uma série de novos
medicamentos contra a tuberculose, como o &cido p-aminosalicilico, isoniazida,
pirazinamida, cicloserina e kanamicina, que abriu caminho para a terapia combinada.
Sendo adotado como tratamento padrdo até 1955, a administragdo concomitante de
streptomicina, acido p-aminosalicilico e isoniazida. Naquela época, com uma
duracédo de cerca de 18 meses (KHAINAR et al., 2012).

Na década de 1960, a rifampicina foi introduzida na pratica clinica,
permitindo uma redugdo no tempo de tratamento para 9 meses. O tratamento
atualmente preconizado pela OMS para novos casos de tuberculose utiliza
isoniazida, rifampicina, etambutol e pirazinamida (Figura 16), por um periodo de seis
meses, sendo que nos dois primeiros meses sdo administrados os quatro farmacos
diariamente, para uma reducdo rapida da carga bacteriana, € nos ultimos quatro
meses, passa-se a administrar somente a izoniazida e rifampicina diariamente ou
trés vezes por semana, visando impedir a reativacdo da doenca e eliminar os bacilos
persistentes (KAUR et al.,, 2016a). Se seguido criteriosamente, as chances de
sucesso deste regime de tratamento sdo de pelo menos 95% (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016).
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Figura 16. Farmacos de primeira escolha utilizados no tratamento de tuberculose pulmonar
ativa.

Apesar da alta probabilidade de cura, a taxa de abandono do
tratamento € relativamente elevada, sendo ocasionada principalmente pelo longo
periodo de tratamento e efeitos adversos causados pelos medicamentos. Esta
informacdo se revela como preocupante, pois é considerada como o principal
causador da resisténcia do Mycobacterium frente aos farmacos (SOUZA, 2009).

Os primeiros casos de tuberculose resistente foram relatados no
final da década de 1940, entretanto apenas apdés 1990 a resisténcia bacilar foi
tratado como um problema de saude publica, devido ao aparecimento de surtos de
tuberculose multirresistentes (TB-MDR) aos farmacos de primeira escolha. As
maiores taxas de multiresisténcia ocorrem para a rifampicina e isoniazida, que séao
justamente os farmacos mais eficientes no tratamento de tuberculose (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2016).

O tratamento de tuberculose restitente a rifampicina (TB-RR) e TB-
MDR é mais longo e requer farmacos mais téxicos, de alto custo e na maioria dos
casos menos eficientes. Até o inicio de 2016, a OMS preconizava um perido de 20
meses para o tratamento de TB-MDR pulmonar, utilizando inicialmente quatro
farmacos de segunda escolha (Figura 17), sendo que na fase de continuagéo
poderia ser reduzido para trés, entretanto, a partir de maio de 2016 emitiu uma
orientacao atualizada recomendando um regime de 9-12 meses (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016).
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Figura 17. Farmacos de segunda escolha utilizados no tratamento de tuberculose
resistente.

Quando um bacilo TB-MDR adquire resisténcia também as
fluoroquinolonas (levofloxacina e ofloxacina) e farmacos injetaveis de segunda
escolha (canamicina, amicacina e capreomicina) geram-se as cepas denominadas
de TB extremamente resistentes (TB-XDR), cujos indices de cura sdo de 50 a 60%
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). Dependendo do nivel de resisténcia aos
farmacos de segunda escolha, as infecgbes podem ser intrataveis e fatais em casos
de SIDA concomitante (MATTEELLI, 2014). Em 2015, 7.579 casos de tuberculose
extremamente resistente foram diagnosticados em 74 paises (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016), revelando a extensdo deste problema.

Apesar dos dados revelarem uma situagéo preocupante, nenhuma
nova classe de farmacos antituberculose prima-infec¢éo foi inserida no mercado nos
altimos 50 anos. Isto é devido principalmente ao desinteresse da industria
famacéutica em desenvolver estes farmacos, que necessitam altos investimentos e,

normalmente, geram baixos retornos financeiros. Entretanto, apés o ano de 2000,



37

uma série de agentes anti-infecciosos, desenvolvidos para tratamento de diversas
doencas, tem sido avaliados para o tratamento da tuberculose. Neste sentido
destacam-se algumas fluoroquinolonas, rifamicinas, oxazolidinonas e beta-
lactamicos (ZUMLA et al., 2013).

Esses esforgos culminaram no licenciamento e autorizagdo para
comercializagdo de dois novos farmacos, sendo estes o delamanib e a bedaquilina
(Figura 18), destinados inicialmente ao tratamento de TB-MDR/XDR em adultos. No
entanto, a toxicidade destes farmacos é relativamente elevada e existem algumas
incertezas quanto a seguranca destes medicamentos, que devem ser sanadas
através de estudos a longo prazo (COX e LAESSIG, 2014; EUROPEAN MEDICINES

AGENCY, 2013).

: Tl o
o,
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_N
1 )—o,

Bedaquilina

Figura 18. Estrutura de novos farmacos anti-tuberculose: bedaquilina e delamanib.

O isoxil ou tiocarlida é uma tioureia que apresenta uma estrutura
simétrica e é reconhecido como um potente farmaco para o tratamento da
tuberculose multirresistente, sendo sua atividade revelada na década de 1950.
Entretanto, seu uso no tratamento clinico da tuberculose foi descontinuado,
aparentemente devido a sua baixa solubilidade em meio polar que por consequéncia
reduz a biodisponibilidade do farmaco (WANG e HICKEY, 2010). Estudos sugerem
gue o isoxil € oxidado em meio biolégico formando sua ureia correspondente (Figura
19), que aparentemente possui uma maior atividade sobre a tuberculose (NISHIDA e
MONTELLANO, 2011).
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Figura 19. Representacdo da conversao do isoxil em oxo-isoxil.

Algumas séries de tioureias também sao relatadas com relevante
potencial antituberculose. Neste sentido, destacam-se os hibridos tioureia-tiadiazois
(Figura 20) planejados pela sua homologia com o isoxil, estes compostos
apresentam inibicdo do crescimento de Mycobacterium tuberculosis (cepa H37Rv)
com valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) entre 170,7 a 10,96 uM
(KARAKUS e ROLLAS, 2002; TATAR et al., 2016).

s )

_N NH _N NH

N| \>—N?: N| \>—N?:
S S

Cl F
CIM = 10,96 uM CIM = 11,48 uM

Figura 20. Hibridos tioureias-tiadiazois mais ativos frente ao Mycobacterium tuberculosis.

A atividade antituberculose apresentada para os derivados de
tioureia (incluindo o isoxil), revelam um potencial para o desenvolvimento de novos
compostos ativos frente ao Mycobacterium tuberculosis, sendo esta abordagem
(baseada no nucleo tioureia) pouco explorada na literatura.

Diante do cenéario atual, o desenvolvimento de novos farmacos mais
potentes, seletivos e eficientes para combater a tuberculose, bem como suas cepas
resistentes, se faz necessério para um controle da doenca, que vem apresentando a

cada ano novos casos de resisténcia.
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2.0BJETIVOS

2.1  OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de tioureias com
atividade inibitéria contra ureases de solo para aplicacdo como aditivo em
formulacdes de fertilizante agricola, bem como atividade antimicobacteriana, visando

o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da tuberculose.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintese de benzoiltioureias, caracterizagdo estrutural e avaliacdo de
suas capacidades inibitérias in vitro contra urease proveniente de Cannavalia
ensiformis.

Estudos cinéticos de inibicdo da urease de Cannavalia ensiformis
utilizando-se de ensaios bioquimicos convencionais.

Avaliacdo da capacidade inibitéria das benzoiltioureias frente a
ureases presentes em amostras de solo.

Avaliar o potencial da técnica de STD como ferramenta para mapear
as porcbes das benzoiltioureias que interagem com a urease de Cannavalia
ensiformis e estabelecer se a técnica pode ser utilizada como parametro para
orientar a triagem de compostos em busca de novos inibidores de ureases.

Planejamento racional, sintese e caracterizacdo estrutural de
benzoiltioureias com foco na avaliacado do potencial antituberculose.

Estudo de relacdo estrutura-atividade (REA) das benzoiltioureias

sintetizadas frente ao Mycobacterium tuberculosis.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

Os solventes de grau andlise foram utilizados sem nenhum
tratamento prévio. A acetona foi seca sobre peneira molecular 3A por 6-18 h antes
do uso. Os pontos de fusdo foram determinados em um aparelho Microquimica
MQAPF 302. Os espectros de infravermelho (400-4000 cm™) foram obtidos em
discos de KBr em um instrumento Shimadzu FT-IR modelo 8300. Os espectros de
RMN foram obtidos em espectrémetro Bruker modelo Avance Ill operando a 400
MHz para *H e 100 MHz para *C equipado com sondas multinucleares de 5 mm.
Estes espectros foram registrados utilizando CDCIl; ou DMSO-dg como solventes e
TMS como padrdo interno. Para calibracdo dos espectros RMN de 'H foram
adotados os valores de 0,00 ppm para TMS, 7,26 ppm para CDCl3 ou 2,50 ppm para
DMSO-dgs. Para os espectros de RMN de **C foram adotados os valores de 77,16
ppm para CDCl3; ou 39,52 ppm para DMSO-de.

Os sinais observados nos espectros de RMN de *H, foram descritos
como simpleto (s), dupleto (d), tripleto (t), quarteto (q) e multipleto (m). As constantes
de acoplamento (J) foram relatadas em Hz.

3.2 METODOS
3.2.1 Sintese de tioureias N,N’-substituidas

As tioureias N,N’-substituidas foram sintetizadas de acordo com a
metodologia descrita por Otazo-Sanchez et al. (2001), com algumas modificacdes.
Procedimento geral: O cloreto de benzoila adequado (11 mmol) foi adicionado a
uma solucéo de tiocianato de amonio (11 mmol) em acetona seca (25 mL). A mistura
de reacgao foi mantida sob agitacao e refluxo por 15 minutos. Em seguida, esta foi
resfriada até temperatura ambiente e, entdo, adicionou-se uma solugdo da amina
(11 mmol) em acetona (10 mL). O meio reacional foi mantido sob refluxo por mais 30

minutos e, em seguida, esse foi vertido em um béquer contendo gelo picado sob
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vigorosa agitacdo. O solido resultante foi filtrado, lavado com agua deionizada e em

seguida recristalizado em etanol ou etanol/acetona.
3.2.2 Analise termogravimétrica

As medicdes termogravimétricas foram realizadas sob
responsabilidade do Prof. Angelo de Fatima na Universidade Federal de Minas
Gerais (Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica) em um Analisador
Termogravimétrico Shimadzu TGA-50, de acordo com Da Silva et al. (2013),
utilizando um fluxo de ar comprimido (50 mL min™) e uma taxa de aquecimento de
10 °C por minuto. As curvas de variacdo de peso foram registradas entre 30 e 500
°C.

3.2.3 Teste de inibicdo da urease de Canavalia ensiformis

O rastreio para identificacdo de potenciais inibidores de urease foi
realizado sob responsabilidade da Prof2 Pesquisadora Luzia Valentina Modolo na
Universidade Federal de Minas Gerais (Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Departamento de Botéanica).

Os testes de inibicdo da urease foram realizados utilizando o método
indofenol (WEATHERBURN, 1967). Cada benzoiltioureia a concentracao final de
500 uM foi incubada em um meio de reacdo tamponado com 20 mM de tampéo
fosfato (pH 7,4) e suplementado com 1 mM de EDTA, 10 mM de ureia e 12,5 mU de
urease Canavalia ensiformis tipo Il (Sigma). As reacfes foram mantidas a 25 °C por
15 minutos, seguido da adi¢cdo de 0,5 volumes de solugcdo 1% m/v de fenol com 5
ppm de nitroprussiato de sodio (NPS) e 0,7 volumes de uma soluc¢édo contendo 0,5%
m/v de NaOH com 0,1% v/v NaOCI para interromper a atividade enzimatica. Em
seguida, as reacOes foram novamente incubadas a 50 °C por 5 minutos antes do
mensuramento da absorbancia do meio a 630 nm para determinacédo da quantidade
de aménio (NH,4") formado. Hidroxiureia (HU) e tioureia (TU) foram utilizados como
referéncia para inibidores de urease. A inibicdo de urease foi determinada em fungéo
da porcentagem de NH;" formado nas reacbes contendo as benzoiltioureias em

relacdo a atividade total da urease nas reacdes desprovidas de inibidores.
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3.2.4 Ensaio cinético com urease de Canavalia ensiformis

Os ensaios cinéticos foram realizados sob responsabilidade da Prof?
Pesquisadora Luzia Valentina Modolo na Universidade Federal de Minas Gerais
(Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Departamento de Botéanica).

O efeito das benzoiltioureias sintetizadas nos parametros cinéticos
de urease de Canavalia ensiformis tipo Il foi investigado monitorando a formagéo de
NH,;" nas reagdes contendo ou ndo as benzoiltioureias em uma concentragéo
necessaria para inibir a atividade enzimatica em 30-40% (250 a 500 uM) e
aumentando a concentracdo de ureia (1 a 32 mM). O procedimento foi similar ao
descrito no teste de inibicao in vitro, exceto que o tempo de reacao foi reduzido para
5 minutos. Os parametros cinéticos para o meio livre de inibidor e para os meios
contendo inibidor foram (benzoiltioureias) obtidos utilizando o software Hyper32. O
software OriginPro 8 foi utilizado para obter as hipérboles de Michaelis-Menten e
plotar os gréaficos de Lineweaver-Burk para verificar o mecanismo pelo qual as BTUs

inibem a atividade ureolitica da urease.
3.2.5 Ensaio de atividade inibitéria de ureases contidas em amostra de solo

O efeito das benzoiltioureias sintetizadas na atividade de ureases
presente na microbiota do solo foi realizado sob responsabilidade da Prof?
Pesquisadora Luzia Valentina Modolo na Universidade Federal de Minas Gerais
(Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Departamento de Botéanica). Os resultados foram
obtidos utilizando o método de salicilato (KANDELER e GERBER, 1988). O latossolo
vermelho distréfico utilizado foi coletado no Cerrado Brasileiro (19°28'01.2"S,
44°10'24.5"W) sendo que suas propriedades fisico-quimicas determinadas foram as
seguintes: pH 5,3,2,2mg L* P, 30,3 mg L* K, 2,5 cmol. L™ Ca, 0,2 cmol.L™* Mg, 0,4
cmol: L™ Al, 9,1 cmole L™ H+Al, com um somatério das bases de 2,7 cmol. L™, com
base de saturacdo de 23,2% e matéria organica de 6,0 dag kg™*. O solo peneirado
(0,5 g; particulas < 2 mm) foi incubado com 72 mM de ureia em presenca ou
auséncia de cada benzoiltioureia (0,5 mM) a 37 °C por 1 h. A atividade de ureases
da microbiota foi interrompido pela adicdo de uma solugcéo de KCI 1 M/HCI 10 mM (5
mL). Apos 30 minutos de incubacédo a 25 °C, a fragdo sobrenadante foi coletada e
adicionada a uma mistura constituida de salicilato de sédio a 3,4%, citrato de sédio a
2,5%, tartarato de sédio a 2,5% e 120 ppm de nitroprussiato de sédio. O sistema foi
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incubado por 15 minutos adicionais em ambiente escuro. Apos, adicionou-se a cada
sistema 0,1 volume de uma solugcdo composta de NaOH a 3,0% e hipoclorito de
sédio a 1,0% incubando em seguida em ambiente escuro por 1 hora a 25 °C sob
agitacao (600 rpm). As medidas espectroscopicas foram realizadas a 660 nm para
estimar a quantidade de NH;" formada no meio reacional. NBPT foi utilizado como
referéncia para inibicdo de urease contida na microbiota do solo.

Os dados obtidos nos experimentos realizados com solo foram
analisados através do teste ANOVA seguido de teste de contraste passo a passo (P

< 0.001) utilizando o software R.

3.2.6 Experimentos de STD — Sistema modelo (BSA-Triptofano)

Uma solucdo contendo BSA (20 uM) e L-triptofano (2 mM) foi
preparada em tampao fosfato (75 mM, pH 7,4) utilizando D,O como solvente,
totalizando 600 pL de solugao no tubo de RMN.

Os espectros de STD foram obtidos utilizando os parametros
padrées da sequéncia de pulsos stddiffesgp.3 fornecidos pela Bruker®, com as
seguintes modificagOes: formato do pulso (Gaussian1.1000) com um comprimento
de 50 ms, tempo de saturacao entre 0,5 e 4,0 s, com d1 variando de 1,5a 5,0s. A
lista de irradiacdes foi configurada com quatro frequéncias: 400 (1 ppm), 20000 (50
ppm), 400 (1 ppm) e 20000 Hz (50 ppm), em modo alternado. Para obtencédo dos
espectros de STD, foi realizado o somatério dos espectros em ressonancia
(irradiacdo em 400 Hz) e o somatério dos espectros fora de ressonancia (irradiacao

em 20000 ppm), que apds subtracdo forneceram os espectros de STD finais.

3.2.7 Experimentos de STD — Sistema UCE-BTUs

Uma solucéo estoque de urease de Canavalia ensiformis (44,44 uM)
foi preparada em tampéo fosfato (20 mM, pH 7,4), utilizando D,O como solvente. As
solugdes estoque das BTUs 1, 2, 3, e 10 (20 mM) foram preparadas em metanol-ds.

As solugbes utilizadas nos experimentos de STD foram obtidas
através da mistura da solugéo estoque de urease (450 pL) com a solugao estoque
do inibidor em quantidade necessaria (2 a 20 pL) para atingir a concentracao
desejada (0,2 a 2 mM), estas foram entdo suplementadas com metanol-ds até 10%
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v/v deste solvente na mistura final que foi fixada em 500 yL de volume total no tubo
de RMN. A concentracéo do ligante em relagdo a proteina foi mantida na faixa de 10
a 100 vezes maior.

Nos experimentos de STD, foi utilizado a sequéncia de pulsos
stddiffesgp.3, fornecida pela Bruker®. Na saturacdo da enzima utilizou-se um trem
de pulsos seletivos com largura de 10 a 50 ms (forma do pulso Gausian1.1000 ou
Eburp2) previamente calibrados, com intervalos de 1 ms e tempos de saturacdo de
0,5 a 5,0 s. A supresséo da proteina foi realizada utilizando um filtro spin-lock com
25 ms. A irradiacdo da proteina foi realizada utilizando uma lista com quatro
frequéncias: 2 experimentos com saturacdo seletiva da proteina (experimentos em
ressonancia; irradiacdo entre -1 a 1 ppm) e 2 pontos referéncia (experimentos fora
de ressonancia, sem saturacdo das espécies envolvidas no estudo; irradiacdo em
125 ppm), sendo estes alternados. A supressdo do sinal residual da &gua foi
realizada utilizando o método de excitacdo moldada governada por gradientes (do
inglés: excitation sculpting with gradients) com formato de pulsos Sinc1.1000 com 2
ms de largura, sendo o pulso previamente calibrado antes da realizacdo de cada
experimento de STD. Os experimentos foram realizados com 16 dummy scans e
namero de scans variavel, conforme indicado em cada espectro da secao resultados
e discusséo.

Os FID’s foram obtidos de modo alternado (conforme a lista de
frequéncias de irradiacdes), sendo o primeiro fora de ressonancia, o segundo em
ressonancia, o terceiro fora de ressonancia e o quarto em ressonancia. Para
obtencdo dos espectros de STD, os dois experimentos em ressonancia foram
somados e o resultado salvo; os outros dois espectros fora de ressonancia também
foram somados e salvos, e na sequencia o espectro somatoério fora de ressonancia,
foi subtraido do espectro somatério em ressonancia (onde ocorre o efeito de
transferéncia de saturacéo), para fornecer o espectro de STD final.

Todos os espectros de STD obtidos foram calibrados em relagéo ao

sinal residual do metanol-ds (3,34 ppm).

3.2.8 Avaliagdo da atividade antituberculose

Os testes de atividade antituberculose foram realizados sob

responsabilidade da pesquisadora Maria Cristina da Silva Lourenco no
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Departamento de Bacteriologia do Instituto de Pesquisas Clinicas Evandro Chagas
(IPEC/FIOCRUZ - Rio de Janeiro), conforme procedimento descrito em Reis et al.
(2004).

O Mycobacterium tuberculosis H37Rv 27294 (American Type Culture
Collection, Rockville, Md.) foi inicialmente subculturado em meio agar Middlebrook
7H10 (Becton Dickinson Microbiology Systems,Cockeysville, Md.). Na sequéncia, foi
preparada uma suspensao da subcultura em uma solucéo contendo 0,04% (vol/vol)
de Tween 80, e 0,2% de albumina isolada de soro bovino (Sigma Chemical Co., St.
Louis, Mo.) e, em seguida, ajustada para uma turbidez escala 1 de McFarland.
Depois, realizou-se uma diluigdo 1:25 em meio 7H9GC (meio Middlebrook 7H9 como
base, contendo casitana como suplemento; Difco, Detroit, Mich).

As solucdes dos compostos teste, foram primeiramente preparadas
em DMSO e, em seguida, diluidas em meio 7H9GC até duas vezes 0 maximo da
concentracéo final desejada no teste, antes da adi¢cdo as microplacas. Entdo, foram
adicionados 200 pL de agua deionizada e esterilizada em todo o perimetro exterior
das placas de micropocos esterilizados (Nunclon™; Nunc A/S, Roskilde, Denmark),
a fim de minimizar a evaporagdo do meio durante o periodo de incubacgéo dos testes.

As microplacas contendo 96 pocos foram organizadas pelas
linhas B a G, com colunas numeradas de 2 a 11, para receber 100 yL de meio
7HI9GC. Entdo 100 pL de solugdo dos 55 compostos teste foram adicionados nos
pocos das linhas B a G, nas colunas 2 e 3, utilizando uma pipeta de multicanal,
sendo o conteudo de cada po¢co homogeneizado em seguida. As diluicdes idénticas
de 1:2 em série foram realizadas através das colunas restantes (com excessao da
coluna 11). Os intervalos de concentracdo final de composto foram de 100 a 3,2
Mg/mL.

A inoculagdo do Mycobacterium tuberculosis foi realizada
através da adicdo de cem microlitros de inéculo aos pocos nas filas B a G nas
colunas 2 a 11 utilizando uma pipeta de repeticdo, originando um volume final de
200 pL por poco. As placas (realizadas em triplicata) foram na sequéncia seladas
com Parafilm® e incubadas a 37 °C durante 5 dias.

O reagente de Alamar Blue e 10% de Tween 80 foram
adicionados a coluna B11 (controle de viabilidade celular) e as placas reincubadas a
37 °C por 24h. Se o poco B11 adquiriu a coloragéo rosa, a mistura do reagente foi

adicionada a todos os pocos restantes das microplacas, sendo novamente vedadas
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com Parafilm® e incubadas durante mais 24 h a 37° C. Apos este periodo, as cores
de todos os pogos registradas. A concentracdo inibitoria minima (CIM) foi definida
como a menor concentracdo de substancia-teste que impediu uma mudanca de cor

de azul para rosa.
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 SINTESE E CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL DAS BENZOILTIOUREIAS

As tioureias N,N’-dissubstituidas foram preparadas através da
reacdo de diferentes aminas primarias com o0s correspondentes benzoil
isotiocianatos produzidos in situ a partir de uma reacdo entre cloreto de benzoila
(substituidos ou n&o) e tiocianato de aménio para fornecer as benzoiltioureias
(BTUs) 2-89 (Tabelas 1 e 2).

O mecanismo envolvido na sintese das benzoiltioureias (Figura 21)
ocorre através de um processo de adicdo-eliminacdo, onde inicialmente o anion
tiocianato reage com o carbono eletrofilico do cloreto de benzoila. Em seguida
ocorre a eliminagéo do anion cloreto (que precipita na forma de cloreto de amonio),
com a consequente formacdo do isotiocianato de benzoila. Finalmente, a amina
adicionada posteriormente reage com o carbono sp altamente eletrofilico do
isotiocianato (1), formando assim um intermediario estabilizado (ll), que se converte

na benzoiltioureia de interesse.

= | Cl N c=s 7 <'CN C= S N= C S
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Figura 21. Mecanismo de reacao envolvido na sintese das benzoiltioureias.

Os compostos 4-89 foram obtidos apdés 30 minutos, a partir do
isotiocianato de benzoila correspondente, em acetona sob refluxo. Os adutos 2 e 3
foram formados apos 3 horas de reacdo a temperatura ambiente. As BTUs

sintetizadas foram obtidas com rendimentos moderados a altos (Tabela 1 e 2). A
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BTU 1 foi sintetizada de maneira similar aos a 2 e 3, exceto que foi utilizado uma

solugéao aquosa de NH,OH em vez de uma amina.

Tabela 1. Benzoiltioureias obtidas a partir do cloreto de benzoila.
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RL-NH,
Me,CO

_RL
O HN

i

Ref. utilizada para comparacéao

1 a [}

Composto R Rend. (%) P.F. (°C) dos dados obtidos
1 H 50 170 BUDESINSKY et al., 1959
2 CHs; 38 147 BRINDLEY et al., 1987
3 CH,CHj, 58 125 NR
4 '‘Bu 58 124 BRINDLEY et al., 1987
5 CeH11 90 64 ELMORE e OGLE, 1958
6 CeHs 79 146 RAUF et al., 2009
7 CeHsCH, 80 121 KAYE e PARRIS, 1952
8 CsHs(CH>), 86 105 KATRITZKY et al., 2003
9 4-OMe-CgH, 92 145 UPADHYAYA et al., 1983
10 4-OH-CgH,4 96 160 VENKATESH e PANDEYA, 2009
11 4-(CH3)-CeH4 94 156 UPADHYAYA et al., 1983
12 4-(C4Hg)-CsH, 79 114 NR
13 4-NO,-CgH, 93 179 SARKIS e FAISAL, 1985
14 4-Cl-CgH, 97 136 RAUF et al., 2009
15 4-Br-CgHa 85 144 VENKATESH e PANDEYA, 2009
16 3-OMe-CgH, 87 105 UPADHYAYA et al., 1983
17 3-OH-C¢H, 70 184 ABOSADIYA et al., 2007
18 3-NO,-CgHgy4 89 158 SARKIS e FAISAL, 1985
19 3-Cl-CgH, 99 125 UPADHYAYA et al., 1983
20 3-Br-CgH, 85 129 GUPTA et al., 1983
21 2-OMe-CgH4 92 150 SARKIS e FAISAL, 1985
22 2-NO,-CgHy4 64 146 SARKIS e FAISAL, 1985
23 2-Cl-CgH, 74 142 RAUF et al., 2009
24 2-Br-CgH, 86 134 BARNIKOW e KUNZEK, 1965
25 2-piridinil 71 137 SARKIS e FAISAL, 1985
26 2-pirimidinil 73 176 HURST et al., 1988

?0s valores correspondem ao rendimento global. P.F., pontos de fus&o reportados foram comparados
aos encontrados na literatura (se disponiveis). NR, nédo relatados até o momento.

As BTUs derivadas de cloreto de benzoila e aminas alifaticas ou

hidroxido de amoénio (1 a 4) foram obtidas em 38-58% de rendimento (Tabela 1). As

reacOes envolvendo cloreto de benzoila e aminas aromaticas levaram a formacgéo

das BTUs 5 a 26, com rendimentos bons a excelentes, variando de 64% a 99%

(Tabela 1). Cloretos de benzoila substituidos, na presenca de uma variedade de

aminas aromaticas ou benzilamina, forneceram as demais BTUs (27 a 89; Tabela 2)

com rendimentos moderados a excelentes, na faixa de 40% a 99%.
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Tabela 2. Benzoiltioureias obtidas a partir de cloretos de benzoila
monossubstituidos.

1

o} 0 0 HN’R
= | Cl NH,SCN_ = | NCS R!-NH, = | N/gs
K Me,CO K Me,CO A H
R2 RZ R2
Rend Ref. utilizada para
Composto R* R? a P.F. (°C) comparacédo dos dados
(%) ;
obtidos
27 CsHsCH, 4-NO 49 143 UHER et al., 1980
28 4-MeO-CgH, 4-NO, 76 149 GOLOVINSKII et al., 1963
29 4-OH-CgH,4 4-NO, 68 172 NR
30 4-NO,-CgH4 4-NO, 95 192 SHI et al., 2007
31 4-CI-CgH, 4-NO, 83 173 NR
32 CsHs 3-NO, 73 149 NR
33 CsHsCH, 3-NO, 73 104 NR
34 4-MeO-CgH,4 3-NO, 77 156 NR
35 4-OH-CgH,4 3-NO, 81 195 NR
36 4-NO,-CgH4 3-NO, 89 173 NR
37 4-Cl-CgH, 3-NO, 89 155 NR
38 CsHs 2-NO, 82 172 NR
39 CsHsCH, 2-NO, 60 156 NR
40 4-MeO-CgH,4 2-NO, 76 179 NR
41 4-OH-CgH,4 2-NO, 73 215 LIN et al., 2009
42 4-NO,-CgH, 2-NO, 43 216 NR
43 4-Cl-CgH, 2-NO, 77 202 NR
44 CsHs 4-Cl 99 144 NR
45 CsHsCH, 4-Cl 77 120 YAVARI et al., 2007
46 4-MeO-CgH,4 4-Cl 99 146 ZHOU et al., 2004
47 4-OH-CgH,4 4-Cl 99 186 NR
48 CsHs 3-Cl 68 135 NR
49 CsHsCH, 3-Cl 72 126 NR
50 4-MeO-CgH,4 3-Cl 79 128 NR
51 4-OH-CgH,4 3-Cl 75 182 NR
52 4-OH-CgH,4 2-Cl 78 198 NR
53 CsHs 4-OMe 98 123 NR
54 CsHsCH, 4-OMe 94 126 NR
55 4-OH-CgH,4 4-OMe 81 170 NR
56 4-NO,-CgH,4 4-OMe 95 180 NR
57 CsHs 3-OMe 82 103 NR
58 CsHsCH, 3-OMe 76 85 NR
59 4-OH-CgH,4 3-OMe 94 177 NR
60 4-CI-CgH, 3-OMe 96 123 NR
61 CsHs 2-OMe 78 139 NR
62 CsHsCH, 2-OMe 69 96 NR
63 4-MeO-CgH, 2-OMe 95 116 NR
64 4-OH-CgH,4 2-OMe 82 184 NR
65 4-CI-CgH,4 2-OMe 76 145 NR
66 4-Br-CgH, 2-Cl 54 174-176° NR
67 4-Br-CgH, 3-Cl 71 173-175° NR
68 4-Br-CgH, 4-Br 64 195-196 NR
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_R1
0 0 O HN
= | cl NH,SCN = | NCS R-NH, = | N/gs
A Me,CO NS Me,CO A H
R? R? R?
Ref. utilizada para
Composto R R? Rend. (%)? P.F. comparacgéo dos
dados obtidos

69 4-Br-C¢H, 2-OMe 52 132-133 I
70 4-Br-C¢H, 3-OMe 60 144-146 |
71 4-Br-CeH, 4-OMe 73 192 |
72 4-Br-C¢H, 2-NO, 50 213-215° NR
73 4-Br-C¢H, 3-NO, 53 173-175° NR
74 4-Br-CeH, 4-NO, 56 185-186 NR
75 4-Cl-CgH, 2-Cl 88 177-178 NR
76 4-CI-CgH,4 3-Cl 77 162-163 NR
77 4-Cl-CgH, 4-Cl 99 194 NR
78 4-Cl-CgH,4 4-Br 81 183-185 NR
79 4-CI-CgH,4 4-OMe 85 146 NR
80 4-(C4Hg)-CsH,4 2-Cl 58 115-117 |
81 4-(C4Hg)-CsH4 3-Cl 69 154-155 |
82 4-(C4Hg)-CsH,4 4-Cl 68 149-151 |
83 4-(C4Hg)-CsH,4 4-Br 70 151-152 |
84 4-(C4Hg)-CsH,4 2-OMe 55 103-104 |
85 4-(C4Hg)-CsH4 3-OMe 70 145-146 |
86 4-(C4Hg)-CeHs  4-OMe 63 149-151 |
87 4-(C4Hg)-CsH,4 2-NO, 49 190-192 |
88 4-(C4Hg)-CsH,4 3-NO, 72 197-198 |
89 4-(C4Hg)-CgH,4 4-NO, 60 184-186 [

?0Os valores correspondem ao rendimento global. "Foi observado decomposicdo do composto. P.F.,
pontos de fusdo reportados foram comparados aos encontrados na literatura (se disponiveis). NR,
pontos de fusdo ndo relatados até o momento. |, compostos inéditos na literatura.

Os pontos de fusdo das BTUs sintetizadas foram obtidos e

comparados aos valores da literatura quando disponiveis (Tabelas 1 e 2), estando

de acordo com os dados encontrados. As estruturas das benzoiltioureias foram

confirmadas através dos respectivos espectros de IV e RMN de H e **C. Nos

espectros de infravermelho de todas as BTUs, foi verificada a presenca de uma

banda intensa entre 1700-1660 cm™ caracteristica de estiramento C=0. Bandas

fracas ou moderadas observadas entre 3419-3011 cm™ foram atribuidas a

deformacdes axiais N-H. Um conjunto complexo de bandas entre 700 e 1500 cm™

caracteristicas da porcéo tioamida também foram observadas e estdo de acordo

com os dados relatados em outros trabalhos (SAEED et al.,, 2011). A banda

relacionada ao estiramento C=S também foi observada entre 1291-1236 cm™.
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Todos os sinais de RMN de 'H e *C observados indicam de forma
coerente a presenca dos grupos alifaticos e aromaticos da estrutura esperada para
cada BTU obtida. Os sinais dos hidrogénios CON-H e CSN-H foram observados
como simpletos largos entre oy 8,69-12,35 e 9,85-13,60, respectivamente. Verificou-
se nos espectros de RMN de *3C um sinal caracteristico de tiocarbonila (C=S) entre
8c 176,8-182,1. Além disto, o sinal de RMN de **C da carbonila foi observado entre
dc 164,9-168,6. Estes valores sdo descritos na literatura para benzoiltioureias
(OTAZO-SANCHEZ et al., 2001 e 2002).

As benzoiltioureias N’-monossubstituidas adotam uma conformacéo
preferencial de um pseudo-anel de seis membros (ABOSADIYA et al., 2007,
CASTRO et al., 2013; SAEED et al., 2014), formado a partir de uma ligacdo de
hidrogénio intramolecular entre o grupamento NH tioamidico e a carbonila do grupo
benzoil, o que também foi verificado para a BTU 21, através da determinacdo da

estrutura cristalina por difratometria de raios-X de monocristal (Figura 22).
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Figura 22. Estrutura cristalina da BTU 21, determinada por RX de monocristal.

4.2  AVALIACAO DE BENZOILTIOUREIAS COMO INIBIDORES DE UREASE

4.2.1 Efeito inibitdrio de BTUs na atividade de urease de Canavalia ensiformis

Inicialmente, 65 BTUs (1-65) foram avaliadas em ensaio preliminar
guanto suas atividades inibitérias da enzima urease purificada de Canavalia
ensiformis tipo Il

A escolha por avaliar BTUs como inibidores de urease se deve ao
fato de que a tioureia € um inibidor conhecido (KRAJEWSKA, 2009). As
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benzoiltioureias N’-substituidas em R* e R com grupos de diferentes caracteristicas
eletrdnicas e estéricas foram selecionadas com o objetivo de avaliar se as
modificacdes estruturais aumentariam a capacidade da tioureia em inibir ureases
(Figura 23). Para os derivados do cloreto de benzoila, foram selecionados como
substituintes (R') uma série de grupos alifaticos, aromaticos, heteroaromaticos,
benzilicos e homobenzilicos. Para os derivados de cloretos de benzoila mono-
substituidos (R?) foram selecionados os grupos nitro, cloro e metoxi nos trés padrées

de substituigdo: orto, meta e para.

S
HoN )k NH, Derivados do cloreto de benzoila
Tioureia 1
Derivados de cloretos de benzoila (inibidor da urease) o) HN’R

s 7

mono-substituidos @

.- NS
( R1 :n H
Q HN=- { R :. |:>
cme N N/&S O HN™-- R' = H, Me, Et, ‘Bu, c-Hex,
(Rig J A AN Bn, CH,Bn
) {a (Rral H Piridinil, Pirimidinil
\\ —,l / --------------------------
R' = NO, R? = Ph, Bn, =
cl 4-NO,Ph Benzoiltioureias :—x
OMe 4-CIPh ’ (novos inibidores da urease) 0 HNT X
4-OMePh, N/J%S
L 4-OHPh H

X =H, CHj3, Bu, OMe, Cl,
Br, OH, NO,

Figura 23. Estratégia utilizada para a concepcéo de inibidores de urease de interesse
agricola baseados na por¢ao benzoiltioureia.

Hidroxiureia e tioureia foram utilizadas como inibidores de referéncia
nos experimentos in vitro (GALE, 1965; FISHBEIN e CARBONE, 1965; KHAN et al.,
2014; OLIVEIRA et al., 2014).

Os testes de inibicdo de urease de Canavalia ensiformis foram
realizados conforme metodologia descrita por Khan et al. (2014), com algumas
modificacdes. Neste ensaio, a amoénia liberada foi monitorada e quantificada
utilizando o método indofenol (inicialmente descrito por WEATHERBURN, 1967).
Este método baseia-se na quantificagdo do produto de cor azul (indofenol), formado
pela reacdo da amobnia com fenol e hipoclorito de sodio, sob catalise de

nitroprussiato de sodio (Esquema 2). A absorbéancia da solucéo, detectada em 630
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nm, fornece de forma indireta a quantidade de amdnia formada e a porcentagem de
inibicdo da enzima (SERWAR et al., 2009; KHAN et al., 2014).

Indofenol
_ _ [Fe(CN)sNO)?~  _ - _
2 O + NH3 + 3CIO — (@] N O + 2H,0O + HO + 3Cl
HO
Incolor Azul

Esquema 2. Reacao de formacao de indofenol pela reacdo do fenol com aménia, hipoclorito
de sédio e nitroprussiato de sadio.

Os resultados do ensaio de inibicdo enzimatica revelaram que 51
das 65 BTUs testadas inibiram em diferentes extensfes a atividade da urease em
um meio de reacdo contendo 500 yuM da BTU e 10 mM de ureia (Tabelas 3 e 4). Os
compostos 3, 4, 6, 10-12, 14, 16, 19-22, 37, 45, 57, 59 e 60 foram as BTUs mais
ativas frente a urease de Canavalia ensiformis, de acordo com as porcentagens de
inibicdo enzimatica, com valores iguais ou maiores que 40% (Tabela 3 e 4).
Notavelmente, o efeito da BTU 14 sobre a urease de Canavalia ensiformis foi
comparavel ao inibidor de referéncia HU e 3,2 vezes maior que o verificado para o
inibidor TU. Por outro lado, inibicbes menores que 10% categorizam as BTUs 15, 30,
36 e 41 como inibidores fracos desta enzima, com resultados de inibicées inferiores
aTuU (22,6 %).

Dentre as dezessete BTUs encontradas como mais ativas frente a
urease de Canavalia ensiformis tipo Ill, os derivados de cloreto de benzoila ndo
substituidos (BTUs 3, 4, 6, 10-12, 14, 16, 19-22) inibiram a urease em até 73,9%
enquanto os derivados de cloreto de benzoila substituidos (BTUs 45, 57, 59 e 60)
causaram um maximo de 50% de inibicdo da enzima. O composto 37 que possui 0S
grupos p-Cl fenil e m-NO, benzoll, inibiu a atividade de urease em 67%. Para as
BTUs derivadas do cloreto de benzoila ndo substituido, a presenca de anel fenila
contendo grupos p-terc-butil (12), 0-NO;, (22), m-Cl (19), p-Cl (14) ou m-Br (20)
parecem contribuir para a eficiéncia das BTUs contra a urease de Canavalia
ensiformis. Estes resultados corroboram os obtidos por Rauf et al. (2013), em que a
presenca de substituinte halogénio no anel fenila ocasionou uma melhora na
atividade da BTU contra a urease (RAUF et al., 2013. Relatos anteriores também

demonstram que BTUs contendo p-OCOC,Hs fenil como substituinte (R') e grupos p-
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OCH3; ou m,p-diOCHj3; benzoil sdo potentes inibidores de urease (Figura 12) (SAEED

et al., 2014).

Tabela 3. Atividade inibitoria de urease de Canavalia ensiformis frente as

benzoiltioureias (0,5 mM) sintetizadas a partir do cloreto de benzoila, em reacdes

contendo 10 mM de ureia.

Rl

O HN’

©)J\NAS

Composto R Inibicdo da urease (%)
1 H 32,0
2 CHjs 11,2
3 CH,CH3 43,8
4 ‘Bu 44,0
5 CsH11 24,2
6 CeHs 47,4
7 CsHsCH, 27,0
8 CsHs(CH»), 17,7
9 4-OMe-CgH, 31,7

10 4-OH-C¢H, 40,7
11 4-(CH3)-CeH4 51,7
12 4-(C4Hg)-CsH,4 64,2
13 4-NO,-CgH,4 27,3
14 4-Cl-CgH, 73,9
15 4-Br-CgH,4 6,4

16 3-OMe-CgH,4 49,1
17 3-OH-CgH, 24,1
18 3-NO,-CgH,4 32,2
19 3-Cl-C¢H, 60,0
20 3-Br-CgH,4 65,2
21 2-OMe-CgH,4 51,0
22 2-NO,-CgH,4 57,2
23 2-Cl-C¢H, 33,4
24 2-Br-CgH, 19,7
25 2-piridinil NA

26 2-pirimidinil NA

TU - 22,6
HU - 73,6

NA, ndo ativo com respeito a habilidade de inibir a atividade de urease quando testada em
nossas condicbes experimentais. Hidroxiureia (HU) e tioureia (TU) foram utilizadas como
referencias para inibidores de urease.
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Tabela 4. Atividade inibitéria de urease de Canavalia ensiformis frente as
benzoiltioureias (0,5 mM) sintetizadas a partir de cloretos de benzoila mono-
substituidos, em reac¢des contendo 10 mM de ureia.

1

0 I—l R

R?— NS

=
1 2 Inibicdo da
Composto R R urease (%)

27 CsHsCH, 4-NO 17,9
28 4'MeO-C6H4 4-N02 NA
29 4-OH-CgH, 4-NO, NA
30 4-NO,-CgH,4 4-NO, 51
31 4-Cl-CgH, 4-NO, 28,3
32 CeHs 3-NO; NA
33 CsHsCH, 3-NO, 16,3
34 4-MeO-CgH, 3-NO; NA
35 4-OH-CgH, 3-NO; NA
36 4-NO,-CgH,4 3-NO; 8,7
37 4-Cl-CgH, 3-NO; 66,9
38 CeHs 2-NO;, NA
39 CsHsCH, 2-NO;, 29,2
40 4-MeO-CgH, 2-NO; NA
41 4-OH-CgH, 2-NO, 3,8
42 4-NO,-CgH,4 2-NO, NA
43 4-Cl-CgH, 2-NO;, NA
44 CsHs 4-Cl 17,7
45 CsHsCH, 4-Cl 47,6
46 4-MeO-CgH, 4-Cl NA
a7 4-OH-CgH, 4-Cl NA
48 CeHs 3-Cl 13,8
49 CsHsCH, 3-Cl 37,5
50 4-MeO-CgH, 3-Cl NA
51 4-OH-CgH, 3-Cl 28,4
52 4-OH-CgH, 2-Cl 26,5
53 CsHs 4-OMe 33,0
54 CsHsCH, 4-OMe 20,1
55 4-OH-CgH, 4-OMe 39,1
56 4-NO,-CgH,4 4-OMe 17,6
57 CsHs 3-OMe 43,5
58 CsHsCH, 3-OMe 30,6
59 4-OH-CgH, 3-OMe 41,6
60 4-Cl-CgH, 3-OMe 49,3
61 CsHs 2-OMe 22,3
62 CsHsCH, 2-OMe 12,6
63 4-MeO-CgH, 2-OMe 15,2
64 4-OH-CgH, 2-OMe 29,6
65 4-Cl-CgH, 2-OMe 10,8
TU - - 22,6
HU - - 73,6

NA, ndo ativo com respeito a habilidade de inibir a atividade de urease quando testada em
nossas condicbes experimentais. Hidroxiureia (HU) e tioureia (TU) foram utilizadas como
referencias para inibidores de urease.
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4.2.2 Estudo do mecanismo de inibicdo da urease provocada pelas BTUs

Para entender as propriedades cinéticas de uma enzima, devemos
ter em mente o processo de catélise envolvido, que ocorre na forma de um equilibrio
(Equagéo 3). Neste sistema, a enzima (E) inicialmente se combina com o substrato
(S) formando o complexo ES, com uma velocidade k;. Na sequéncia o complexo ES
pode se dissociar, retornando ao estado inicial (E + S), com uma velocidade k., ou
pode prosseguir em direcdo a formacao do produto e regeneracdo da enzima (E +
P), com uma velocidade k;, que pode também retornar para a etapa anterior,
reconstituindo o complexo ES a partir de E + P, sendo a velocidade expressa como
k., (BERG et al., 2008).

M. ES <2~ E+P 3)

E+S <t -

Para simplificar o equilibrio, considera-se a velocidade de reacdo em
um tempo proximo de zero (Vo), onde a formacdo do produto serd muito baixa e
consequentemente a constante k., sera aproximadamente zero (Equacéo 4) (BERG
et al., 2008).

M. s L2 Eup )

E+S

-1

A partir da Equacao 4, pode-se entdo expressar a velocidade de
catalise correlacionada a concentracdo de substrato e de enzima e também as
velocidades das etapas individuais do equilibrio (Equacao 5). Neste caso, assume-
se que E e S se combinardo rapidamente formando o complexo ES e portanto a
concentracdo das outras espécies sera irrelevante (BERG et al., 2008).

Vo = k2 [ES] (5)

Em termos quantitativos, pode-se expressar [ES] em relacdo as

taxas de formacao e quebra de ES conforme as equacdes 6 e 7 (BERG et al., 2008).
Velocidade de formagao de ES = k4 [E] [S] (6)

Velocidade de quebra de ES = (k4 + k») [ES] (7)

Quando as velocidades de quebra e formacdo de ES sao iguais,
tem-se um suposto estado estacionario e as equacdes 6 e 7 podem ser igualadas,
conforme a Equacéo 8 (BERG et al., 2008).

ki [E1[S] = (k1 + ky) [ES] (8)
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Rearranjando a Equacao 8, temos que (k.1 + kz) / ky = Ky, sendo que
Kwm, ou constante de Michaelis (Equacédo 9) € a concentracdo de substrato na qual
metade dos centros cataliticos da enzima estdo ocupados e por consequéncia, nos
fornece um quantitativo da concentracdo necessaria do substrato para que a catalise
ocorra de forma significativa (BERG et al., 2008).

[E1[S] _ (ka*ka) _
[ES] - k»] - KM (9)

Outra importante caracteristica de reacfes enzimaticas € a
velocidade maxima (Vmax), que € atingida quando todos os sitios cataliticos da
enzima estdo saturados com substrato, sendo [ES] = [E]r (Equacdo 10), onde [E]r €
a concentragéo total da enzima (BERG et al., 2008).

Vimax. = K2 [Elr (10)

A equacdo de Michaelis-Menten (Equacdo 11) nos fornece uma
explicacdo do comportamento cinético da maioria das enzimas. Quando a [S] &
muito menor que Ky, tem-se que Vo = (Vmax. / Kv) X [S], uma reacdo de primeira
ordem, com velocidade diretamente proporcional a concentracdo de substrato. A
altas concentracdes de substrato, [S] € muito maior que Ky € Vo = Viax, @ reacéo
sera de ordem zero, ou seja, independente de [S] (BERG et al., 2008).

[S]

Vméx. m (11)

VO =

A relacao entre Vj e [S] pode ser expressa graficamente (Figura 24),
fornecendo uma curva hiperbdlica (para a maioria das enzimas) de onde pode se
extrair os valores de Ky e Vmax/2 (BERG et al., 2008).
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Velocidade de reagéo (V,) —

>

Concentracao de substrato [S] —

Figura 24. Relacao entre V, e [S] na cinética de Michaelis-Menten (adaptado de BERG et
al., 2008).

Nos ensaios realizados para mensurar o efeito de BTUs na cinética
da reacdo promovida por urease de Canavalia ensiformis foram utilizados uma
concentracéo fixa de cada BTU (250 a 500 yM) e ureia em concentracao variavel de
1-32 mM. Este ensaio foi realizado para expandir o conhecimento do tipo de inibicédo
enzimatica exercida pelas BTUs mais ativas. As BTUs que causaram inibicdo da
urease maior que 50%, nomeadamente 11, 12, 14, 19-22 e 37 (Tabela 3 e 4), foram
selecionadas para este estudo do mecanismo de inibicdo da urease. Reacdes livres
de inibidor também foram realizadas como controle em cada experimento, nas
mesmas condi¢des, uma vez que pequenas mudancas nas condicbes de reacgao
podem afetar os parametros cinéticos.

Um gréfico de Vo versus concentracdo de ureia foi obtido, a partir de
dados dos experimentos com a BTU 11 (Figura 25a), para exemplificar o
comportamento da catalise Michaeliana para a urease. Comportamento semelhante
foi observado em ensaios realizados com as outras sete BTUS.

A concentracdo meédia de ureia (Ky ou Ks) que permite que a
velocidade de urease chegue a 0,5 Vnax em reacdes tamponadas com fosfato (pH
7,4) foi 4,2 £ 0,3 mM e a Vnax média para a urease foi encontrada como sendo 10,1
+ 0,3 umol NH,* min™ mg™ proteina.

Os gréaficos de Lineweaver-Burk obtidos (Figura 25b) indicam que

todas as BTUs testadas atuam como inibidores de tipo misto frente a urease, como
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as linhas se cruzam umas com as outras no segundo quadrante. Inibidores de tipo
misto séo definidos por serem capazes de ligar-se tanto a enzima livre (formacéo de
complexo EI) como ao complexo enzima-substrato (formacdo de complexo ESI),
sendo, por conseguinte, associado a duas constantes de equilibrio de dissociacdo
(K para o primeiro e K; para o ultimo complexo). De fato, as constantes de equilibrio
de dissociagao relacionadas aos complexos formados entre urease e cada uma das
BTUs individualmente (valores de K; foram menores do que as constantes de
equilibrio de dissociacdo para os complexos formados entre urease, ureia e a
correspondente BTU (valores de K{’) (Tabela 5).

Os resultados obtidos indicam que a afinidade das BTUs para o sitio
ativo da urease € mais elevada do que para o(s) sitio(s) alostérico(s). A BTU 12 foi a
menos potente no que se refere a ligacdo, tanto ao sitio ativo quanto ao(s) sitio(s)
alostérico(s) da urease. Algumas tioureias N,N’-diaril substituidas de forma néo
simétrica, compostos estruturalmente semelhantes as BTUs, também foram,
recentemente, descritas como inibidores mistos de urease de Canavalia ensiformis
(KHAN et al., 2014).
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Figura 25. Hipérbole representativa de Michaelis-Menten (a) e gréaficos de Lineweaver-Burk
(b) para reacao de hidrélise de ureia promovida por urease de Canavalia ensiformis na
presenca das benzoiltioureias (BTUS). *as reagdes com aumento gradual das concentragdes de
ureia foram incubadas durante 10 minutos contendo a urease na auséncia de inibidor (i-free) ou
presenca de BTU em concentrag8es indicadas. O grafico de v, versus concentracdo de ureia obtidos
a partir dos dados de ensaios com a BTU 11 é mostrado para exemplificar o comportamento
michaeliano de catdlise para a ureia.
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Tabela 5. Efeito de benzoiltioureias (BTUs) nos parametros cinéticos de urease de
Canavalia ensiformis. A ureia (1 a 32 mM) foi incubada por 5 minutos com urease
em presenca ou auséncia de BTU (250 a 500 uM). Os valores de Ky (ou Ks) € Vmax
determinados foram, respectivamente, 4,2 + 0,3 mM e 10,1 + 0,3 umol de NH,"/min/g

de proteina.

K2 K2
BTu (uM) (uM)
11 2837 + 258 631,4 + 65,1
12 1776,6 + 670,0 5170,8 + 524,0
14 166,9 + 66,0 380,2 + 83,2
19 396,7 + 11,1 13254 + 130,2
20 475,2 + 166,0 824.4 + 169,9
21 795,6 + 90,4 1211,9 + 117,1
22 308,7 + 91,8 1257,5+ 99,8
37 4169 + 100,1 1349,9 + 379,6

% K; corresponde a constante de equilibrio de dissociaco para o complexo urease-BTU, enquanto K;’
€ a constante de equilibrio de dissociagéo para o complexo urease-ureia-BTU. Os valores séo a
média + desvio padréo.

4.2.3 Efeito inibitorio de BTUs na atividade ureolitica em solo

Como os resultados dos ensaios de inibicdo in vitro revelaram um
grande potencial das BTUs como inibidores de urease de Canavalia ensiformis,
investigamos também, pioneiramente, o potencial de BTUs como inibidores de
urease de interesse agricola utilizando um solo fértii com manejo constante e
cultivavel, obtido no Cerrado brasileiro. Para estas experiéncias, o tiofosfato de N-
(butiltriamida (NBPT) foi usada como uma referéncia de inibidor de ureases.

A Figura 26 apresenta os resultados para 28 BTUs testadas, estas
inibiram a atividade de ureases contidas no solo em pelo menos 15%. A andlise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de contraste passo a passo permitiram
separar as BTUs em dois grupos de inibidores, sendo que no primeiro (grupo a)
foram incluidos 21 compostos (BTUs 1, 2, 4, 5, 15, 17, 18, 20, 21, 26, 31, 32, 34, 37-
39, 49, 52, 55-57) que se apresentaram tdo potentes quanto o NBPT e no segundo
(grupo b) foram incluidos os compostos mais potentes do que o NBPT (BTUs 3, 6,
10, 12, 16, 19 e 22; P <0,001) (Figura 26). Outras 19 BTUs (BTUs 9, 11, 14, 24, 25,
27, 29, 30, 33, 35, 41-45, 48, 51, 53 e 54) inibiram ureases do solo na faixa de 5% a
10%, enquanto os compostos 7, 8, 13, 23, 28, 36, 40, 46, 47, 50, 58-65 falharam em

inibir a formacéo de amdnia catalisada pelas ureases do solo.
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Figura 26. Inibicdo de ureases do solo desencadeada por benzoiltioureias (BTUS). * Solo
tratado (0,5 g) foi incubado com ureia (72 mM) em presenca ou auséncia dos compostos testados a
0,5 mM. Os resultados séo representativos dos experimentos independentes, cada um realizado em
quadruplicada ou quintuplicada. Os erros padrées foram menores que 11%. NBPT, inibidor de
referéncia para ureases do solo. Letras distintas indicam uma diferenca significativa (P < 0.001) de
acordo com a andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste de contraste.
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Embora a urease de Canavalia ensiformis compartilhe uma elevada
similaridade da sequéncia de aminoacidos com as ureases de outros organismos
(KRAJEWSKA, 2009; BALASUBRAMANIAN e PONNURAJ, 2010), resultados
contrastantes foram obtidos quando se comparam 0s resultados in vitro com os
obtidos em solo. Por exemplo, enquanto as BTUs 26, 32, 34 e 38 apresentaram-se
inativas nos ensaios in vitro (Tabela 3 e 4), estas foram tdo eficazes quanto o NBPT
em inibir as ureases do solo (Figura 26). Sugerindo que os resultados de ensaios in
vitro, por si s6, ndo sao suficientes para garantir potenciais inibidores de ureases de
interesse agricola. No entanto, ensaios realizados com urease purificada séo
ferramentas importantes para gerar uma melhor compreensdo do mecanismo de
acdo de um determinado inibidor, assim como fornecer informacfes estruturais
importantes para a concepc¢ao de inibidores mais potentes. Além disso, a natureza
fisico-quimica e bioldgica complexa da matriz do solo pode culminar na
metabolizacdo de substancias xenobibticas como é o caso de inibidores de urease
sintéticos. TransformacBes quimicas desencadeadas pela microbiota do solo

também podem resultar em perda ou ganho de funcao de alguns xenobibticos.

4.2 .4 Estabilidade térmica das BTUs

As BTUs incluidas no grupo dos melhores inibidores de ureases em
solo (3, 6, 10, 12, 16, 19 e 22) foram avaliadas quanto as suas estabilidades
térmicas, para comprovacdo de suas estabilidades em condi¢cdes de exposicdo a
temperaturas elevadas. As curvas termogravimétricas mostram claramente que
todas as BTUs testadas sdo mais estaveis termicamente do que o NBPT (Figura 27).
O evento de perda de massa para os compostos 10 (BTU mais estavel) e 22 (BTU
menos estavel) comeca a 210 °C e 166 °C, respectivamente, enquanto o NBPT
comeca a perder massa a 151 °C (Figura 27). As outras BTUs (3, 6, 12, 16 e 19)
mostram uma perda de massa na faixa de temperatura de 180 °C a 195 °C. Outras
BTUs séao referidas como sendo resistentes ao aquecimento (SAEED et al., 2014;
MERDIVAN et al., 1999; DEL CAMPO et al., 2002).
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Figura 27. Comportamento termogravimétrico das benzoiltioureias mais promissoras nos
testes envolvendo inibicdo de ureases do solo. NBPT foi utilizado como inibidor referéncia
para ureases do solo.

Cabe ressaltar que as BTUs sintetizadas possuem algumas
caracteristicas importantes para uma possivel aplicacdo como aditivo em
fertilizantes, como por exemplo: (i) os materiais de partida sédo disponiveis
comercialmente, (i) os produtos sdo obtidos em um sé recipiente de reacao
realizada em apenas dois passos, sem necessidade de purificacdo adicional dos
isotiocianatos de benzoila formados como intermediarios, (iii) os produtos sao
facilmente purificados a partir de recristalizacdo e (iv) os produtos sédo solidos e
termicamente estaveis, facilitando o armazenamento e transporte. Estas
propriedades das BTUs sao particularmente interessantes quando comparados com
os de NBPT, um pré-inibidor de ureases utilizado como aditivo em adubos a base de
ureia. Diferentemente das BTUs, o NBPT & dificil de manusear porque é obtido como
um material pegajoso e ceroso (SUTTON e THORNSBERRY, 2013).
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4.3 ESTUDO DE INTERAGCAO ENTRE BENZOILTIOUREIAS E UREASE DE C. ENSIFORMIS POR

TECNICAS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

4.3.1 Estudo modelo e implementacdo da técnica de STD no Laboratério

Multiusuério de Espectroscopia da UEL

Experimentos envolvendo o uso de albumina isolada de soro
humano (HSA) ou isolada de soro bovino (BSA) como macromolécula e triptofano ou
seus derivados sintéticos como ligantes sdo relatados como modelos para
implementacdo da técnica de STD (VIEGAS et al., 2011; ROWE et al., 2015). A
investigacao destes sistemas através de STD constitui uma forma eficaz de validar a
implementacéo desta técnica em laboratérios de RMN.

Em nosso estudo modelo, foi utilizado uma solugdo de BSA (20 uM)
contendo L-triptofano (2 mM) em tampao fosfato (pH 7,4) e solvente D,O. O
experimento de STD foi entdo configurado de acordo com a secéo 3.2.6.

ApOs o processamento, foram obtidos dois espectros fora de
ressonancia (STD.¢) e dois espectros em ressonancia (STDon) sendo seus pares
somados gerando apenas um STDqt € um STD,,. O espectro de STDy pode ser
considerado como um controle negativo, sendo que as intensidades de sinais devem
ser idénticas aos de um experimento de *H convencional. No espectro de STDon
obtido (Figura 28b) verifica-se inicialmente uma ténue reducéo nas intensidades das
ressonancias do ligante, em comparacdo com o espectro de STD (Figura 28a),
devido a transferéncia de saturacao, indicando o carater ligante do L-triptofano com
a BSA. A subtracdo dos espectros STDy - STDon forneceu o espectro de STDygis
(Figura 28c), onde as intensidades das ressonancias podem ser analisadas
qualitativamente pela comparacdo com STDgs, neste sentido pode-se verificar que
as ressonancias dos hidrogénios do L-triptofano interagem de maneira claramente

distinta.
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Figura 28. Representacéo dos espectros obtidos para o sistema L-triptofano/BSA,
evidenciando: (a) Espectro de STD, (referéncia; adquirido com saturagéo fora de
ressonancia) e atribuicdo dos sinais de *H do L-triptofano; (b) Espectro de STD,, (adquirido
com saturacéo seletiva da proteina); (c) Espectro de STDy. Parametros: [BSA] = 20 uM; [L-
triptofano] = 2 mM; tampé&o fosfato deuterado pH 7,4; STD: tsc = 2,5 s; Gauss1.100 = 50 ms;
Sinc1.1000 = 2 ms.

Com o objetivo de otimizar o tempo de saturacdo, foram obtidos uma
série de espectros de STD variando o tempo de saturacdo de 0,5 a 4 s, totalizando 6
experimentos. Para uma analise quantitativa das saturacfes efetivamente
transferidas para cada hidrogénio do ligante, calculou-se o fator de amplificacdo para
cada ressonéncia dos espectros de STD obtidos, utilizando a seguinte formula,

Astp = <|0 - ISAT> X G :;]]> = < ISTDdiﬁ) X razdo molar (L/P) 3)

lo lo

onde as intensidades das resonancias nos espectros de STDys, STDon € STDyir S80
definidas como lg, Isat € Istogirr, respectivamente. Este calculo também permite a
correcdo das discrepancias que possam ter sido geradas durante a aquisicdo de
cada STD, corrigindo também os valores em funcdo da raz&o molar ligante/proteina
(VIEGAS et al., 2011).
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O resultado dos célculos de Astp sdo expressos na Figura 29, onde
se evidencia um aumento na saturagdo dos hidrogénios do L-triptofano com o
aumento do tempo de saturacdo da proteina. A curva chega a um maximo em 2,5 s,
evidenciando que um maximo efeito STD é alcancado neste tempo. Apds 2,5 s 0s
valores tornam-se constantes, com probabilidade de resaturacao do ligante elevada
e que por este motivo ndo se recomenda sua utilizacdo para o célculo do mapa de
epitopos, que serd demonstrado em seguida. Os sinais dos hidrogénios H2, H3 e H5

nao puderam ser calculados separadamente, devido a sobreposicdo destes nos

espectros.
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Figura 29. Fator de amplificacdo em funcdo do tempo de saturagéo para o sistema BSA-

Triptofano. [BSA] = 20 uM; [Triptofano] = 2,0 mM; [EL] = 100; tampé&o fosfato (20 mM, pH

7,4). A proteina foi irradiada com um trem de pulsos Gaussianos em 0,5 ppm na obtencgéo
dos espectros com transferéncia de saturacdo e em 50 ppm nos espectros controle.

Assumindo que todos os hidrogénios do ligante tenham uma
relaxacdo similar, a diferenca entre a resposta do efeito STD para cada hidrogénio
do ligante (L-triptofano) reflete a relativa proximidade destes em relagdo ao sitio de
ligagdo da macromolécula (albumina).

O termo epitopo é frequentemente utilizado na literatura para
caracterizar os hidrogénios do ligante que estdo mais préximos da proteina quando
estes se ligam (ROWE et al., 2015). Para uma melhor interpretacdo do efeito STD,
calculou-se entdo a intensidade relativa de efeito STD a partir dos valores de Astp

(mapa de epitopos considerando o fator de amplificagdo) utilizando o espectro de
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STD com tempo de saturacdo de 1,5 s, pois este corresponde a maxima separacéo
entre os sinais na Figura 30. O sinal com maior Astp foi determinado como 100%
(para os sinais de H2, H3 e H5), conforme equacdo 3, 0 que evidencia uma
interacdo mais efetiva entre estes hidrogénios do ligante e a proteina, sendo o
restante dos sinais calculados em funcdo deste (Figura 30b). O resultado obtido
confirma uma maior interacdo da por¢do aromatica do ligante com a proteina e
interacdo singela para a porcdo alifatica (H7 e H6). Os dois hidrogénios
diastereotopicos (H6) apresentaram um efeito STD ligeiramente diferentes,
entretanto devido a uma baixa intensidade destes sinais no espectro de diferenca,

foram calculados em conjunto.

6

100%

100% N STD (espectro ampliado 15x)

Figura 30. (a) Espectro referéncia e atribuicdo dos sinais de 1H do L-triptofano; (b) Espectro
de STD e mapa de epitopos de L-triptofano interagindo com BSA, determinado através do
fator de amplificacdo. Pardmetros: [BSA] = 20 pyM; [L-triptofano] = 2 mM; tampéo fosfato
deuterado pH 7,4; STD: ts = 1,5 s; Gauss1.100 = 50 ms; Sinc1.1000 = 2 ms.

Todos os dados obtidos foram comparados com os relatados na
literatura e estdo de acordo com os valores descritos (ROWE et al.,, 2015). Esta
evidéncia confirma o sucesso da implementacdo da técnica no equipamento Bruker

Avance 1l operando a 400 MHz. Além disto, foram obtidos bons espectros de STD
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com poucas modificacdes no experimento padréo (stddiffesgp.3, fornecido pelo
fabricante do equipamento - Bruker®. Ver secdo 3.2.6 para maiores detalhes).
Entretanto, apesar do experimento de STD ser relativamente simples, a configuracao
adequada dos parametros deve ser cuidadosamente ajustada para cada sistema em

estudo.
4.3.2 Estudo de interagédo de BTUs com urease de Canavalia ensiformis por STD

Utilizando solucBes de urease Canavalia ensiformis (20 ou 40 uM)
contendo o inibidor BTU 1 (2 mM) (Figura 31) foram obtidos uma série de espectros
de STD para otimizacdo dos seguintes parametros: tempo de saturacao,
concentracdo da enzima, temperatura, forma e comprimento do pulso envolvido na
saturacdo da proteina. O composto BTU 1 foi escolhido para realizacdo destes
experimentos, devido ao fato de este apresentar melhor solubilidade na solucdo da
enzima tamponado em D,0, contendo 10% de metanol deuterado. As concentracdes
acima de 15% de metanol podem ocasionar a inibicdo da enzima e comprometer 0s
resultados (AWLLIA et al., 2015). Todos os espectros de STD relatados nesta secao
foram obtidos utilizando a mesma sonda de 5 mm.

Uma das maiores limitagdes encontradas durante a realizacdo dos
espectros de STD diz respeito a solubilidade dos compostos no meio requerido.
Entretanto, com o aumento da temperatura do experimento, de 25 °C para 35 °C,
nao foi observada formacéo de precipitado e foram obtidos bons espectros de STD
guando utilizadas as BTUs 1, 2, 3 e 10 (Figura 31). Para alguns compostos a
precipitacdo ocorreu instantdneamente apdés a adicdo do inibidor e em outros o
composto precipitou durante a obtencdo dos espectros, sendo os resultados

descartados nestes casos.

/©/OH
O NH, O HN™ O HN™ ™ O HN
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H H H H

1) (2) (3) (10)

Figura 31. Estrutura dos compostos utilizados nos estudos de STD.
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Na sequéncia, os parametros foram otimizados para o0 sistema em
estudo, sendo entdo calculados os fatores de amplificacdo das BTUs 1 e 2 e o0s
mapas de epitopos dos compostos 1, 2, 3 e 10, revelando quais hidrogénios de cada
composto interagem mais eficientemente com a urease de Canavalia ensiformis.

Em todos os espectros de STD obtidos utilizando a urease de
Canavalia ensiformis tipo Ill, foram verificados sinais entre 3,0 e 4,0 ppm, que s&o
correspondentes a glicose, utilizada como estabilizante da formulacdo da enzima
utilizada. A glicose néo interage com a urease e portanto seus sinais ndo devem
estar presentes nos espectros de STDgs. Este principio foi adotado como um

controle negativo em nossos estudos.
4.3.2.1 Efeito da temperatura

A temperatura afeta a cinética do processo de equilibrio e a
dindmica da proteina livre ou complexada com o ligante, gerando um aumento ou
reducdo das taxas de ko e/ou Kon. Devido a isto, a otimizacdo da temperatura do
experimento de STD de modo a se obter maior intensidade de sinal e,
consequentemente, reduzir o tempo do experimento, deve ser previamente avaliada
para verificar se 0 aumento ou reducdo da temperatura ird causar o efeito desejado
(GROVES et al., 2007).

Groves e colaboradores (2007), avaliaram a influéncia da
temperatura no efeito STD, utilizando seis sistemas distintos, relatando um aumento
na intensidade dos sinais do espectro de STD através da reducdo da temperatura
para os sistemas macromoléculas/ligantes: galectina7/lactose, anexinaA6/mistura de
nucleotideos e diidrofolato redutase/trimetoprima (a temperatura foi reduzida de 25
para 8 °C, 37 para 8 °C e 30 para 4 °C, respectivamente). Entretanto, utilizando a
proteina-S como macromolécula e o peptideo-S M13A, ocorreu uma redugdo no
efeito STD quando a temperatura foi reduzida de 37 para 8 °C, com valores de Ko
estimados em 15s*a37°Ce 1,55 a 8 °C (GROVES et al., 2007).

A obtencao de espectros de STD envolvendo o sistema UCE-BTU 1
indicou ocorrer pouca variacao de efeito STD quando a temperatura do experimento
foi aumentada de 25 para 35 °C (Figura 32), entretanto este efeito pode variar

dependendo do inibidor utilizado, devido aos fatores supracitados e também do tipo
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de inibicdo provocada por este, sendo que no caso de inibidores mistos, por
exemplo, a temperatura pode ocasionar mudangas no comportamento de ligacao,
favorecendo a inibicdo alostérica, por exemplo, e como consequéncia pode dificultar

a comparacao do efeito STD entre inibidores deste tipo.

3
M I Referéncia (25 °C)

STD (25 °C)

M ﬂ Referéncia (35 °C)

STD (35 °C)

T T T T T T T T T T T
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura 32. Espectros de STD obtidos em temperaturas de 25 e 35 °C. Parametros: [UCE] =
20 uM; [BTU 1] = 2 mM; tampao fosfato deuterado, pH 7,4; STD: ts; = 2,5 s; Gauss1.100 =
50 ms; Sinc1.1000 = 2 ms; nimero de scans: 64.

4.3.2.2 Efeito da concentracdo da enzima

A concentragdo da proteina deve ser ajustada para se obter um
méaximo efeito STD, entretanto, o aumento da concentragdo da proteina pode
favorecer a ligacdo em sitios nédo especificos (ROWE et al., 2015). Também deve-se
manter sempre uma razao ligante/proteina na ordem de 10 a 100x, devido a fatos ja
citados anteriormente.

Para o nosso sitema, o aumento na concentragdao da UCE de 20
para 40 yM, mantendo a concentragdo do inibidor BTU 1 em 2 mM, provou ser

conveniente para a realizacdo de experimentos robustos, fornecendo espectros de
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STDgir (Figura 33) com resolugcbes aproximadamente duas vezes maiores, 0 que
possibilitou uma reducéo do nimero de acumulagbes e consequentemente do tempo

de aquisicdo dos experimentos subsequentes.

[JBU] = 20 uM
3 [BTU1]=2mM

SIR=7,1

[JBU] = 40 uM
[BTU1]=2mM

S/R=15,2

Figura 33. Espectros de STD, utilizando duas concentracdes diferentes de enzima urease
(20 e 40 uyM), mantendo a concentracdo do ligante (2 mM). S/R = raz&o sinal ruido.
Parametros: tampéo fosfato deuterado, pH 7,4; STD: tsi = 2,5 s; Gauss1.1000 = 50 ms;
Sinc1.1000 = 2 ms; numero de scans: 32.

4.3.2.3 Otimizacdo da forma do pulso de excitacdo seletiva da proteina

Alguns estudos sugerem que o formato do pulso seletivo de
saturacdo da proteina produz melhores resultados quando se utiliza o Eburp2 em
substituicdo ao tradicional Gaussianl (LEY et al., 2014), que possuem diferentes

perfis de excitacao (Figura 34).
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Figura 34. Perfil de excitacdo dos pulsos Gaussian1.1000 e Eburb2.1000 em funcéo da
largura de excitacdo em ppm, tendo como referéncia um espectrémetro Bruker operando a
600 MHz. (Modificado de ROWE et al., 2015).

Para nosso sistema, o pulso Eburp2, apesar de produzir espectros
com melhor resolucdo e maiores relagdes sinal/ruido (Figura 35), aparentemente
causou perturbacdes nas intensidades do sinal da glicose (que ndo € um inibidor da
enzima) quando aplicados pulsos com comprimento entre 50 e 20 ms. Utilizando a
forma de pulso Gaussianl verificou-se uma alta relacdo sinal/ruido (123:1), sem
atenuacao aparente dos sinais da glicose, quando utilizado uma largura de pulso de
10 ms, sendo esta configuracdo adotada entdo nos experimentos descritos a sequir.

O efeito de atenuacéo dos sinais da glicose verificado nos espectros
de STD obtidos utilizando um pulso Eburp2 (Figura 35), pode ser explicado através
do seu perfil de excitacdo (Figura 34). Este formato de pulso gera pequenas regides
de excitacdo em torno da regido central do pulso, que se propagam ao longo de
alguns ppm’s, entretanto a regido de excitagdo maxima é alta, o que explica as
melhores relagbes sinal-ruido obtidas comparando com o formato de pulso
Gaussian, que por sua vez produz um maximo efeito de excitacdo com uma largura
menor (em ppm’s) e um decaimento uniforme ap6s o valor maximo (ROWE et al.,
2015).
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Figura 35. Espectro referéncia (superior) e espectros de STD obtidos utilizando perfis de
excitacdo Eburp2 e Gauss com diferentes larguras de pulso (entre 50 e 20 ms), e respectiva
razao sinal (S/R) ruido obtido em cada experimento. Pardmetros: [UCE] = 40 uM; [BTU 1] =
2 mM; tampao fosfato deuterado, pH 7,4; STD: ts; = 2,5 s; Sinc1.1000 = 2 ms; numero de
scans: 32.

4.3.2.4 Otimizacao da frequéncia de irradiacéo seletiva da enzima

A frequéncia escolhida para a saturacdo da proteina é mais um dos
fatores a ser otimizados, devendo-se considerar que apenas 0s sinais desta devem
ser irradiados, para isto, a distancia entre a regido de irradiacdo e os sinais dos
ligantes deve ser maior que 1 ppm, para evitar a saturacdo cruzada. Para uma
saturacado mais efetiva, recomenda-se que esta escolha seja feita com base em um
espectro de 'H da proteina, devendo-se escolher uma regido onde esta possua
sinais de ressonancia aparentes. Porém, no caso de macromoléculas com massa
molecular elevada (> 100 kDa), como € o caso da UCE (272- 545 kDa), ndo sao
observados sinais da proteina, portanto a otimizacdo deve ser realizada testando

diferentes frequéncias de irradiacdo. Valores entre 1 e -2 ppm sdo 0S mais
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comumente adotados, mas também pode-se saturar a proteina irradiando na regiao
de aromaticos (entre 7 e 8 ppm) se o ligante ndo possuir sinais nesta regiao (ROWE
et al., 2015).

Neste sentido, para a otimizacdo da frequéncia de saturacdo da
UCE, foram testadas trés regides de irradiagéo, 200, 0 e -200 Hz (-0,5, 0 e 0,5 ppm,
respectivamente para espectrometro de 400MHz). Os resultados (Figura 36)
evidenciaram uma maior transferéncia de saturacdo da UCE para o inibidor BTU 1
guando o sistema foi irradiado em 200 Hz, fornecendo a melhor relacéo sinal/ruido

(117:1) dentre os espectros de STD avaliados.

134 Referéncia

Irradiagdo da proteina em -0,5 ppm

SIR=75

Irradiagdo da proteina em O ppm

S/R =105

Irradiagdo da proteina em 0,5 ppm

S/IR =117

T T T T T T T T T T T
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura 36. Espectro referéncia e STD obtidos variando a regido de irradiagdo seletiva da
proteina (-0,5 ppm; 0 ppm; 0,5 ppm) com seus respectivos valores calculados da relacéao
sinal ruido (S/R). Parametros: [UCE] = 40 uM; [BTU 1] = 2 mM; tampé&o fosfato deuterado,
pH 7,4; STD: tsy = 2,5 s; Gauss1.1000 = 10 ms; Sinc1.1000 = 2 ms; numero de scans: 32.

No experimento com irradiagcdo em -200 Hz (Figura 36), se observou
uma reducgéo na intensidade dos sinais do espectro de STD em comparacao com 0S
outros dois experimentos, revelando uma transferéncia de saturacdo da UCE para o

inibidor cerca de duas vezes menor. A irradiacdo em 0 Hz, produziu espectros com
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relacdo sinal/ruido de 105:1, e portanto, para uma melhor resolu¢do dos sinais nos
espectros de STD, a regido de saturacdo seletiva da UCE o6tima foi determinada

como 200 Hz (razao sinal/ruido de 117:1).

4.3.2.5 Fatores de amplificacdo e mapa de epitopos dos sistemas UCE-BTUs

Para obtencdo do fator de amplificacdo da BTU 1 (2 mM) em
presenca da UCE (40 uM - razdo L/E=50), foram obtidos espectros de STD com
tempos de saturacao entre 0,5 e 5,0 s, em um total de cinco pontos para composi¢cao
da curva (Figura 37). Nestes experimentos, constatou-se que até o tempo de 5,0 s
ainda nao alcancou o equilibrio (valores de Astp constantes), entretanto ndo foram
utilizados tempos de saturagdo maiores, devido aos riscos de ocorrer religagao . Nos
tempos de saturacéo de 2,5, 3,5 e 5,0 s, verificou-se uma melhor separacao entre os
fatores de amplificacdo, sendo o espectro obtido com 2,5 s de saturacao utilizado

para o calculo do mapa de epitopos.
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Figura 37. Grafico do fator de amplificacdo em funcéo do tempo de saturacéo para o
sistema Urease-BTU 1 ([Urease] = 40 uM; [BTU 1] = 2,0 mM; [EL] = 50; pH 7,4 tamp&o
fosfato). A proteina foi irradiada com um trem de pulsos Gaussianos em 0,5 ppm na
obtencao dos espectros com transferéncia de satura¢cdo e em 50 ppm nos espectros
controle.

O mapa de epitopos calculado considerando o fator de amplificacao

(Figura 38) revelou uma interacdo similar para ambos os protons do anel aromatico,
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neste caso sendo possivel pressupor uma interagdo do tipo hidrofébica, com maxima
eficiéncia de transferéncia de saturacao observada para o hidrogénio 3 do anel. No
caso dos hidrogénios do nucleo tioureia, estes facilmente sofrem troca isotopica em
presenca de D,O, o que impossibilitou mensurar a interacdo desta porcdo dos

ligantes aqui estudados com a enzima.

3
M Referéncia (Irradiagdo em 50 ppm)

1.000
1.728 —

WWIJ STD (espectro ampliado 9x)
Nl
ololo

Figura 38. Espectro referéncia e atribuicdo dos sinais de 'H do inibidor BTU 1 (a) e mapa de

epitopos da BTU 1 interagindo com a urease, determinado através do espectro de STD (b).

Parametros: [UCE] = 40 uM; [BTU 1] = 2 mM; tampéao fosfato deuterado, pH 7,4; STD: tsy =
2,5 s; Gauss1.1000 = 10 ms; Sinc1.1000 = 2 ms; numero de scans: 32.

Na avaliagdo da interag&o do inibidor BTU 2 (1 mM) com a urease
(UCE, 40 uM - razéo L/E=25), o fator de amplificacdo obtido a partir de cinco tempos
de saturacdo diferentes (0,5, 1,25, 2,5, 3,5 e 5,0 s) (Figura 39), evidenciou uma
diferenca significativa de transferéncia de saturacéo entre os hidrogénios aromaticos
e alifaticos. A melhor separacao entre os valores de Astp foi verificada em um tempo

de 2,5 s, sendo este utilizado na determinagédo do mapa de epitopos.
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Figura 39. Grafico do fator de amplificacdo em fungéo do tempo de saturacéo para o
sistema Urease-BTU 2 ([Urease] = 40 uM; [BTU 2] = 1,0 mM; pH 7,4 tampdo fosfato). A
proteina foi irradiada com um trem de pulsos Gaussianos em 0,5 ppm na obtencéo dos

espectros com transferéncia de saturagdo e em 50 ppm nos espectros controle.

O mapa de epitopos da BTU 2 (Figura 40), revela claramente uma
maior saturacdo dos prétons aromaticos e menor para a metila em N’, indicando uma

menor proximidade da metila com a enzima que possivelmente é efeito de uma

interacdo mais fraca com a UCE.
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Figura 40. Espectro referéncia com atribuicdo dos sinais de *H do inibidor BTU 2 (superior)
e mapa de epitopos da BTU 2 interagindo com a urease, determinado através do espectro
de STD (inferior). Parametros: [UCE] = 20 uM; [BTU 2] = 1 mM; tampéo fosfato deuterado,
pH 7,4; STD: ts3 = 2,5 s; Gauss1.1000 = 10 ms; Sinc1.1000 = 2 ms; numero de scans: 32.
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O espectro de STD, e os calculos para obtencdo do mapa de
epitopos do inibidor BTU 3 (Figura 41) obtido nas mesmas condi¢des revelou uma
interacdo praticamente idéntica para todos os hidrogénios aroméaticos, e uma menor
transferéncia para os hidrogénios alifaticos, com 69% para os metilénicos e 77%
para os metilicos. Entretanto, em comparag¢do com os resultados expressos para a
BTU 2 (55% de efeito STD para a metila) o grupo etila apresentou maiores valores
de efeito STD, evidenciando uma maior contribuicdo da porcéo alifatica para ligacédo

com a UCE.
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Figura 41. Espectro referéncia com atribuicdo dos sinais de *H do inibidor BTU 3 (superior)
e mapa de epitopos da BTU 3 interagindo com a urease, determinado através do espectro
de STD (inferior). Parametros: [UCE] = 40 uM; [BTU 3] = 0,4 mM; tampé&o fosfato deuterado,
pH 7,4; STD: ts = 2,5 s; Gauss1.1000 = 10 ms; Sinc1.1000 = 2 ms; numero de scans: 32.
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Para a BTU 10, o mapa de epitopos considerando o fator de
amplificacdo (Figura 42), revelou uma interacdo similar para ambos os protons
aromaticos, com maior intensidade para o hidrogénio 3, padronizado com 100% de
efeito STD. Para os protons do anel fendlico (4 e 5), os altos valores de efeito STD
observados (97 e 93% respectivamente) evidenciam a importancia da presenca de
um grupo aromatico em N’, visto que nos testes in vitro os inibidores que
demonstraram maior eficacia antiureolitica foram justamente os compostos que
possuem esta configuracdo (inibicdes acima de 50% para os compostos 11, 12, 14,
19-22 e 37), diferindo entre estes, apenas o substituinte e padrao de substituicdo no

grupo fenila.
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Figura 42. Espectro referéncia com atribuicdo dos sinais de *H do inibidor BTU 10 (superior)
e mapa de epitopos da BTU 10 interagindo com a urease, determinado através do espectro
de STD (inferior). Parametros: [UCE] = 40 uM; [BTU 10] = 0,4 mM; tampao fosfato
deuterado, pH 7,4; STD: ts5 = 2,5 s; Gauss1.1000 = 10 ms; Sinc1.1000 = 2 ms; namero de
scans: 32.

Para comparacao do efeito STD provocado nas BTUs 1, 3 e 10 (a
400uM - razdo L/E=10) com os resultados obtidos nos ensaios de inibi¢cao in vitro foi
calculado a porcentagem de efeitos STD relativos para H3 de cada composto
através do seguinte calculo: (1/10)*100%. Os valores obtidos (Tabela 6) revelam uma
concordancia com os valores relatados para a inibicdo da UCE e de ureases

contidas em amostra de solo.

Tabela 6. Comparacéo dos valores do efeito STD observado das BTUs 1,3 e 10 e a
respectiva inibicéo.

Composto Inibicdo da Inibicdo da urease contida Efeito STD
UCE (%) em amostra de solo (%) (%)*
1 32,0 23,0 16,9
3 43,8 41,0 22,0
10 40,7 49,0 36,8

*Efeito STD (%), calculado através da divisdo do efeito STD observado para o H3, que
recebeu maior saturacdo (100% do mapa de epitopos) pela integral do espectro de STDy,
sendo o resultado entdo convertido para porcentagem.



82

Entretanto, uma andlise de correlagcdo de trés pontos, realizada
através do complemento analise de dados do software Microsoft Excel©, mostrou
haver uma melhor correlacdo de dados entre as colunas inibicdo da urease contida
em amostra de solo e efeito STD (correlacdo de 88%) do que quando comparadas
as colunas inibicdo da UCE e efeito STD (correlacdo de 49%). Indicando que
provavelmente as diferencas de temperatura na qual foram realizados os
experimentos (inibicdo da UCE a 25 °C, inibicdo da urease contida em amostras de
solo a 37 °C e efeito STD a 35 °C), exerceram maior influéncia na eficiéncia de
inibicdo, o que pode explicar a melhor correlacdo observada para os experimentos
com amostra de solo e efeito STD.

4.4  AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICOBACTERIANA DE BENZOILTIOUREIAS

A busca de novos protétipos de farmacos para combater a
tuberculose é necessaria, tendo em vista 0s constantes aumentos da resisténcia dos
microorganismos frente aos farmacos comercializados (ZUMLA et al., 2013).

O isoxyl (ISO) € uma droga de segunda escolha que foi utilizado no
tratamento da tuberculose nos anos 1960, este possui em sua estrutura uma tioureia
como grupo farmacoférico (Figura 43). O ISO apresenta alta atividade
antimicobateriana (concentracao inibitoria minima (MIC) de 2,5 pg.mL™) e eficiéncia
comprovada contra cepas multirresistentes aos medicamentos rifampicina e
isoniazida (MIC de 1-10 pg.mL™) (PHETSUKSIRI et al., 1999; WANG e HICKEY,
2010).

Apesar das relevantes propriedades antimicobacterianas do 1SO, o
uso desta droga foi abandonado a cerca de quarenta anos atrds, devido ao baixo
desempenho em testes de triagem clinica (TOUSEK, 1970; KAMPELMANN, 1970).
A baixa solubilidade do ISO em agua € a explicagdo mais plausivel para este
acontecimento, uma vez que este parametro leva a uma baixa dissolucdo e
consequentemente uma baixa bioavaliabilidade oral (WANG et al., 2012). Entretanto,
devido as suas importantes propriedades antimicobacterianas o ISO pode ser
utilizado como prototipo no desenvolvimento de novos compostos lideres com
maiores atividades antimicobacterianas e melhores propriedades farmacoldgicas.

Devido aos fatores supracitados, as benzoiltioureias foram

planejadas pela sua analogia com o isoxil (ISO), sendo subdivididas em duas séries
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(Figura 43). A série A é constituida por benzoiltioureias substituidas em R* por
grupos aromaticos, alifaticos e heteroaromaticos, avaliando assim as influéncias
estéricas e eletrbnicas desta por¢cdo da molécula na atividade antimicobacteriana
dos compostos protoétipos. As BTUs mais eficientes da série A foram, na sequéncia,
selecionadas para o planejamento da série B, onde foram mantidos em R*!
substituintes aromaticos e modificou-se R? com grupos de diferentes caracteristicas
eletrbnicas (MeO, NO,, ClI, Br).

Tioureia:
Grupo farmacoforico

Projeto
Estrutural

Grupos aromaticos:

_§@R R = H, CHs, t-Bu, OH, OMe, CI, Br, NO,

Grupos alifaticos:
H, Me, Et, t-Bu, c-Hex, Bn, CH,Bn

Grupos heteroaromaticos:
@-piridinil, 2-pirimidinil

ﬂREA preliminar

Série A

X

7 N N

OMe, Cl, Br, NO, D=— @ ' H H

=
Série B
Legenda:
REA i_» Conservagao de grupo
O Mudanca de grupo

Q Grupos diferentes

Novos compostos lideres

Figura 43. Planejamento estrutural das duas séries de benzoiltioureias.

O potencial antimicobacteriano das BTUs foi determinado através do
método MABA (Microplate Alamar Blue Assay), que faz uso do sal de resazurina, um

indicador de viabilidade celular, que intracelularmente € reduzido na forma de
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resorufina (fluorescente). Essa conversdo ocorre no citosol e € provocada pela
atividade enzimética mitocondrial por captacdo de elétrons (VEGA-AVILA e
PUGSLEY, 2011). De uma forma resumida, no ensaio em questdo, o sal de
resazurina (azul, ndo fluorescente) age como um indicador, sendo que em presenca
da micobactéria em seu estado viavel, é entdo reduzido a resorufina, que apresenta
uma coloracdo rosa com propriedade fluorescente. Em presenca da micobactéria em
seu estado nao viavel mantém sua coloracao azul inicial, ndo fluorescente (VEGA-
AVILA e PUGSLEY, 2011).

Neste sentido, foi determinada a concentragdo inibitéria minima
(CIM), que é definida como a menor concentracdo do composto em estudo capaz de
inibir o crescimento celular, neste caso, do Mycobacterium tuberculosis H37Rv
(ATTC27294) (CANNETI et al., 1963). A CIM do isoxil (6,2 pM), izoniazida (1,46 uM)
e etambutol (17,1 yM) foram utilizados como referéncia, sendo estes dados obtidos
da literatura (PHETSUKSIRI et al., 1999), onde foi utilizado o mesmo tipo de ensaio
(método MABA). Os valores obtidos foram relatados em pg/mL e uM, sendo que
este Ultimo permite estabelecer um comparativo mais apurado em relagcdo ao
composto de referéncia.

Entre os vinte seis compostos utilizados na triagem inicial (série A -
Tabela 7), os derivados contendo anéis heteroarométicos (BTUs 25 e 26) nédo
apresentaram atividade significativa. Entre as oito substancias alifaticas (1-5, 7 e 8),
duas delas mostraram valores de concentracdo inibitoria minima (CIM) de 190,0
(BTU 5) e 87,9 uM (BTU 8).

Os melhores resultados foram obtidos no subconjunto de derivados
aromaticos (BTUs 9-24), onde quatro deles apresentaram valores de CIM variando
de 183,6 a 37,3 uM. Neste caso, observa-se que existe uma relagéo entre a posicao
do substituinte no anel aromatico e a atividade antimicobacteriana, uma vez que
alguns derivados para-substituidos (10, 12, 14 e 15) foram ativos contra o
Mycobacterium tuberculosis, enquanto que todos o0s compostos orto e meta-
substituidos ndo apresentaram nenhuma atividade. Além disso, as caracteristicas
estereo-eletrbnicas dos substituintes podem ser importantes para a atividade
bioldgica, uma vez que o derivado menos potente (10) possui uma hidroxila ligado
ao grupo fenila, sendo este um grupo polar que promove uma diminuicdo da
lipofilicidade (clogP = 2,64) quando comparado a 14 (4-Cl, clogP = 3,60), 15 (4-Br,
clogP = 3.71) e 12 (4-t-Bu, clogP = 4.57). Além disso, o volume desses substituintes
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e suas deficientes capacidades em atuar como grupos doadores de elétrons podem

contribuir para aumentar a atividade antimicobacteriana.

Tabela 7. Primeira série de benzoiltioureias e respectivas atividades frente ao
Mycobacterium tuberculosis.

1

O HN’

Sa%

CIM

Composto R (wg/mL)®  (uM) clogP®
1 H Res - 0,93
2 CHjs Res - 1,28
3 CH,CH; Res - 1,69
4 '‘Bu Res - 2,43
5 CeH11 50 190,6 3,50
6 CsHs Res - 2,99
7 CeHsCH, Res - 3,00
8 CeHs(CHy)- 25 87,9 3,13
9 4-OMe-CgH, Res - 2,92
10 4-OH-CgH,4 50 183,6 2,64
11 4-(CHg)-CeH4 Res - 3,33
12 4-(C4Hg)-CgHy 12,5 40,0 4,57
13 4-NO,-C¢H, Res - 2,07
14 4-Cl-CgH, 12,5 43,0 3,60
15 4-Br-CgH, 12,5 37,3 3,71
16 3-OMe-Cg¢H, Res - 2,92
17 3-OH-C¢H, Res - 2,64
18 3-NO,-CgH4 Res - 2,07
19 3-CI-CgH4 Res - 3,60
20 3-Br-CgH4 Res - 3,71
21 2-OMe-CgH, Res - 2,92
22 2-NO,-CgH4 Res - 2,07
23 2-CI-CgH4 Res - 3,60
24 2-Br-CgHg, Res - 3,71
25 2-piridinil Res - 2,34
26 2-pirimidinil Res - 1,80
Isoniazida - - 1,46 -1,02
Etambutol - - 17,1 -0,21
ISO - 2,5 6,2 6,12

A concentracdo maxima de cada composto testado foi de 100 ug/mL, sendo qualquer valor acima
deste considerado com resistente (Res). PCalculado utilizando o software OSIRIS Datawarrior. ISO:

Isoxil.

Revelado o potencial das BTUs em

inibir o crescimento do

Mycobacterium tuberculosis e determinados os substituintes (RY) mais ativos foi

planejada uma segunda série de derivados (série B). Onde foram sintetizados 29

compostos, fixando os substituintes R em 4-'BuPh, 4-CIPh e 4-BrPh e variados os
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substituintes em R? Grupos estes possuidores de diferentes caracteristicas
estereoeletrénicas (MeO, NO,, Cl, Br) e padrdes de substituicdo (orto, meta e para).

Os testes de atividade antituberculose da segunda série de BTUs
(Tabela 8) revelaram 10 compostos com atividades relevantes frente ao
Mycobacterium tuberculosis, sendo que a BTU 77 apresentou a melhor atividade
relatada para as BTUs, com um CIM de 9,6 pM, valor este muito proximo ao obtido
para o isoxil (6,2 uM). Os compostos 68, 78, 81 e 89 também apresentaram valores
préximos ao ISO, com CIM’s de 15,1, 16,9, 18,0 e 17,5 uM, respectivamente. Os
compostos 66, 67, 69-72, 74-76, 65, 60, 43 e 83-88 apresentaram-se como nao
ativos nas concentracdes testadas. O composto 82 apresentou-se como insoluvel
nos testes e, portanto, sua avaliacdo nao foi possivel.

Analisando a estrutura dos compostos ativos (Tabela 8), € possivel
verificar que a inclusdo de um substituinte na porgcéo benzoil ocasionou um aumento
na atividade dos protétipos 12, 14 e 15 (CIM de 40, 43, 37,3 uM, respectivamente),
sendo que na segunda série de BTUs, 6 compostos foram mais ativos do que estes.

O subconjunto de derivados contendo o substituinte (RY) 4-
clorofenila (BTUs 31, 37, 43, 60, 65 e 75-79) foi mais promissor que os derivados de
4-bromofenila (BTUs 66-74) e 4-'Bu-fenila (BTUs 80-89), uma vez que o primeiro
subconjunto apresentou cinco compostos ativos (31, 37, 77-79) enquanto nos outros
subconjuntos apenas dois derivados de 4-bromofenila (68 e 73) e trés derivados de
4-'Bu-fenila (80, 81 e 89) apresentaram atividades expressivas. Comparando 0s
subconjuntos de 4-clorofenil e 4-bromofenil, é possivel verificar que a presenca de
alguns grupos retiradores de elétrons, como 4-Cl, 4-Br, 3-NO, e 4-NO; no anel
benzoila, contribuem positivamente para a atividade biolégica. Além disso, dentre
todos os compostos da série B substituidos em R? por grupo doador de elétrons (60,
65, 69-71, 79, 84-86), apenas a BTU 79 (4-OMe) apresentou atividade biologica,
sugerindo que substituintes doadores de elétrons possam desempenhar um papel

relevante na atividade.



Tabela 8. Segunda série de benzoiltioureias e respectivas atividades frente ao
Mycobacterium tuberculosis.

_R?
S
SO
1 2 CIM CIM b

Composto R R (ug/mL)? (M) clogP
66 4-Br-CgH,4 2-Cl Res - 4,32
67 4-Br-CgH, 3-Cl Res - 4,32
68 4-Br-CgH,4 4-Br 6,25 15,1 4,44
69 4-Br-CgH,4 2-OMe Res - 3,64
70 4-Br-CgH, 3-OMe Res - 3,64
71 4-Br-CgH, 4-OMe Res - 3,64
72 4-Br-CgH, 2-NO, Res - 2,79
73 4-Br-C¢H, 3-NO, 25 65,8 2,79
74 4-Br-CgH, 4-NO, Res - 2,79
75 4-CIl-CgH, 2-Cl Res - 4,20
76 4-CIl-CgH, 3-Cl Res - 4,20
77 4-CIl-CgH, 4-Cl 3,12 9,6 4,20
78 4-CIl-CgH, 4-Br 6,25 16,9 4,32
65 4-Cl-CgH, 2-OMe Res - 3,53
60 4-CIl-CgH, 3-OMe Res - 3,53
79 4-CIl-CgH, 4-OMe 12,5 39,0 3,53
43 4-Cl-CgH, 2-NO, Res - 2,67
37 4-CI-CgH, 3-NO, 25 74,5 2,67
31 4-CI-CgH, 4-NO, 12,5 37,2 2,67
80 4-(C4Hy)-CeH4 2-Cl 25 72,1 5,18
81 4-(C4Hg)-CeH, 3-Cl 6,25 18,0 5,18
82 4-(C4Hyg)-CeH4 4-Cl Insoluvel - 5,18
83 4-(C4Hy)-CeH4 4-Br Res - 5,30
84 4-(C4Hg)-CeH, 2-OMe Res - 4,50
85 4-(C4Hg)-CeH, 3-OMe Res - 4,50
86 4-(C4Hg)-CeH, 4-OMe Res - 4,50
87 4-(C4Hg)-CeH, 2-NO, Res - 3,65
88 4-(C4Hg)-CeH, 3-NO, Res - 3,65
89 4-(C4Hg)-CeHa, 4-NO, 6,25 17,5 3,65
Isoniazida - - 1,46 -1,02 -1,02
Etambutol - - 17,1 -0,21 -0,21
ISO - - 2,5 6,2 6,12
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A concentragdo maxima de cada composto testado foi de 100 pg/mL, sendo qualquer valor acima
deste considerado com resistente (Res). PCalculado utilizando o software OSIRIS Datawarrior. ISO:

Isoxil.

Organizando os compostos em ordem de atividade (Figura 44), €

possivel verificar que a maioria (com excecdo de 89) possuem pelo menos um

halogénio (Cl ou Br) em sua estrutura, sendo os mais ativos as BTUs contendo dois

atomos desta classe como substituintes (77, 68 e 78), um na porg¢éao fenil e outro na

porcao benzoil, ambos na posi¢éo para.
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Figura 44. Estrutura das benzoiltioureias da segunda série, e respectivo CIM frente ao
Mycobacterium tuberculosis.

Através dos dados obtidos, é possivel observar que o
comportamento eletrénico dos substituintes do grupo benzoil influencia na inibicao
do crescimento do M. tuberculosis, sendo que dentre os compostos ativos, apenas
um composto possui um grupo doador de elétrons substituindo o grupo benzoil (79)
e outros onze compostos possuem como substituinte do grupo benzoila, grupos
retiradores de elétrons (77, 68, 78, 89, 81, 31, 73, 80 e 37). Nesta série, também nao
foi possivel verificar uma dependéncia da lipofilicidade (clogP) com valor de CIM
frente ao M. tuberculosis.

O composto mais potente (77) € 1,7 vezes mais ativo do que o
farmaco anti-tuberculose de primeira linha etambutol e 0,65 vezes menos ativo do
gue o isoxil, podendo entdo ser considerado como um bom protétipo para ser
submetido a novas modificacdes estruturais na busca de novos medicamentos anti-
TB.

Outra caracteristica importante das benzoiltioureias € a reconhecida
capacidade quelante desta classe de compostos frente a ions metalicos, que sdo
importantes para o crescimento bacteriano, podendo influenciar também no potencial
de inibicdo do crescimento (OTAZO-SANCHEZ et al., 2001). Este fator também pode
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ter contribuido para dificultar a analise de relacdo estrutura-atividade, devido as
diferentes capacidades quelantes de cada BTU que podem estar atuando em

conjunto com outros mecanismos responsaveis pela inibicdo do crescimento do M.
tuberculosis.



90

5.CONCLUSAO

Os resultados obtidos pelo estudo de inibicdo in vitro da atividade
ureolitica demonstram que benzoiltioureias N’-substituidas (BTUs) sdo promissores
inibidores da urease purificada de C. ensiformis e da atividade ureolitica presente em
solo in natura. As variacdes na estrutura dos substituintes das BTUs afetam
fortemente os niveis de sua inibigdo, verificado em ambos os ensaios in vitro (com
enzima purificada e enzima contida em amostras de solo), sendo que grupos fenila
substituidos na posicdo para do anel, se mostraram cruciais para uma inibicdo
satisfatoria. A inclusdo de um substituinte no anel aromatico da porcdo benzoila
acarretou uma reducdo da atividade inibitéria das benzoiltioureias, provavelmente
devido a reducéo da solubilidade destes compostos.

Os estudos cinéticos para um grupo representativo de BTUs
sugerem que 0 mecanismo de inibicdo para esta classe de compostos frente a
urease seja do tipo misto. A extensao da inibicdo em experimentos utilizando urease
purificada nem sempre se correlaciona com os resultados de inibicdo obtidos com
amostras de solo, evidenciando a necessidade de cuidados com o tratamento destes
dados: (i) os experimentos envolvendo o uso de urease purificada permitem a
compreensao da relacdo estrutura-atividade para a concepcdo de inibidores mais
potentes e também podem ser utilizados para predizer o mecanismo de acao de tais
moléculas; (i) experimentos com amostras de solo sdo importantes para o
desenvolvimento de um inibidor de ureases eficiente para sua utilizagdo como aditivo
em formulacdes de fertilizantes agricolas a base de ureia.

Os resultados obtidos através da técnica de RMN STD, confirmam a
otimizacdo dos parametros envolvidos na sequéncia de pulsos do experimento de
STD aplicado para sistemas envolvendo a urease (UCE), além dos fatores externos,
como temperatura e concentragcdo da proteina. Em nossos estudos, quando os
experimentos foram realizados com os parametros originais da sequéncia de pulsos
e um tempo de saturagéo de 2,5 s, o tempo médio de cada experimento era de cerca
de 8h, apds as otimizacbes este tempo foi reduzido para cerca de 2h. Estas
otimizagdes resultaram em espectros de STD com Otima raz&o sinal/ruido mesmo
guando adquirido em sonda de 5mm de detecc¢ao direta.

A técnica de STD também provou ser uma ferramenta util para

estudos de interacdo entre as benzoiltioureias e urease purificada de C. ensiformis
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com as por¢cbes aromaticas dos inibidores 1, 2, 3 e 15 interagindo mais
eficientemente com a enzima. Além disso, o efeito STD observado sugere uma
correlagcdo com as inibicdes verificadas nos experimentos envolvendo o uso de solo
in natura.

A avaliacdo de 55 BTUs frente ao microrganismo Mycobacterium
tuberculosis H37Rv, revelou uma potente atividade para quatro BTUs, sendo
observados melhores resultados para as BTUs com substituintes halogenados nas
posi¢cdes para de ambos os grupos benzoila e fenila, das tioureias. Além disto, um
prototipo apresentou-se tdo potente quanto o isoxil e melhor do que o etambutol
(farmaco de primeira escolha utilizado no tratamento da tuberculose). Estes
resultados evidenciam o potencial desta classe para o desenvolvimento de novos

coadjuvantes no tratamento de tuberculose.
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APENDICE A
Dados de STD

Tabela 9 — Dados da variacdo de Astp com o0 tempo de saturacao para o sistema
BSA-Triptofano.

Tempo de AsTp
saturacgao (s) H1 H2, H3 e H5 H4 H6 H7
0,5 0,58 1,09 0,58 0,18 0,80
0,75 0,77 1,56 1,28 0,23 0,57
1,0 1,18 2,09 1,98 0,38 1,06
1,5 1,66 2,85 2,66 0,43 0,77
2,5 2,40 3,80 3,89 0,65 0,81
4,0 2,42 3,94 3,96 0,48 0,98

Referéncia
(sat. fora de ressonéancia)

T T T T T T T T T T T
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura 45. Espectro referéncia e STD’s nos tempos de saturagao entre 0,5e 4,0 s, para o
sistema BSA-Triptofano.
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APENDICE B

Dados de caracterizagcdo dos compostos, com respectivos espectros de IV e RMN
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(1) N-benzoil-tioureia:

1)
Recristalizado em etanol com rendimento de 50%. PF: 170 °C. IV (KBr, cm™): 3307,
3226, 3153, 1679, 1604, 1537, 1409, 1236, 1107, 1008, 781, 709, 659, 619. RMN de
'H (400 MHz, CDCl; / DMSO-dg) &: 7,50 (2H, t, 33 7,3 Hz), 7,61 (1H, t, 3J 7,3 Hz),
7,92 (2H, d, 3J 7,1 Hz), 8,89 (1H, s, largo, CONH), 10,05 (2H, s, largo, CSNH). RMN
de *C e DEPT 135 (100 MHz, CDCl; / DMSO-dg) &: 127,7(+) (CH), 128,4(+) (CH),
131,7 (C), 133,0(+) (CH), 167,0 (C=0), 182,1 (C=S).
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Figura 46. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 1.
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Figura 48. Espectro de *C e DEPT-135 do composto 1 adquirido em espectrémetro Bruker

avance lll operando a 100 MHz (solvente DMSO-de/CDCl; 1:4).
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(2) N-benzoil-N’-metil-tioureia:

-~

O HN

Shs

@)
Recristalizado em etanol com rendimento 38%. PF: 147 °C. IV (KBr, cm™): 3240,
3012, 2931, 1666, 1566, 1519, 1419, 1326, 1261, 1199, 1145, 1049, 883, 736, 702,
659, 617. RMN de *H (400 MHz, CDCls) &: 3,21 (3H, d, J 4,8 Hz), 7,46 (2H, t, %) 7,3
Hz), 7,58 (1H, t, *J 7,3 Hz), 7,78 (2H, d, ®J 7,1 Hz), 9,09 (1H, s, largo, CONH), 10,66
(1H, s, largo, CSNH). RMN de **C e DEPT 135 (100 MHz, CDCls) &: 32,5(+) (CHs),
127,6(+) (CH), 129,2(+) (CH), 131,9 (C), 133,6(+) (CH), 167,0 (C=0), 180,9 (C=S).
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Figura 49. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 2.
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Figura 51. Espectro de **C e DEPT-135 do composto 1 adquirido em espectrémetro Bruker
avance |l operando a 100 MHz (solvente CDCly).
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(3) N-benzoil-N’-etil-tioureia:

J

O HN

Sh%

3)

Recristalizado em etanol com rendimento de 58%. PF: 125 °C. IV (KBr, cm™): 3247,
3055, 2970, 2927, 2866, 1674, 1527, 1442, 1261, 1195, 1064, 941, 867, 802, 713,
659, 609. RMN de *H (400 MHz, CDCls) &: 1,30 (3H, t, 3J 7,4 Hz), 3, 70 (2H, m), 7,47
(2H, t, 33 7,4 Hz), 7,58 (1H, t, 3J 7,4 Hz), 7,79 (2H, d, J 7,3 Hz), 9,01 (1H, s, largo,
CONH), 10,65 (1H, s, largo, CSNH). RMN de **C e DEPT 135 (100 MHz, CDCl,) &:
13,7(+) (CHs), 40,9(-) (CHy), 127,6(+) (CH), 129,3(+) (CH), 132,0 (C), 133,7(+) (CH),
167,0 (C=0), 179,7 (C=S).
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Figura 52. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 3.
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Figura 53. Espectro de *H do composto 3 adquirido em espectrdmetro Bruker avance lll

operando a 400 MHz (solvente CDCl3).
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Figura 54. Espectro de **C e DEPT-135 do composto 3 adquirido em espectrémetro Bruker
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(4) N-benzoil-N’-tercbutil-tioureia:
o} HNJ<

Sh%

4)

Recristalizado em metanol/etanol com rendimento de 58%. PF: 124-125 °C. IV (KBr,
Cm'l): 3228, 3054, 2978, 2930, 1669, 1544, 1477, 1395, 1355, 1248, 1210, 1151,
1083, 1025, 872, 801, 710, 669, 626, 516, 435. RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg) o:
1,54 (9H, s, 3xCHg), 7,51 (2H, t, 3 7,2 Hz), 7,63 (1H, t, 33 7,2 Hz), 7,90 (2H, d, 33 7,2
Hz), 10,99 (1H, s, largo, CONH), 11,14 (1H, s, largo, CSNH). RMN de *C e DEPT
135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 27,5(+) (CH3), 53,8 (C), 128,4(+) (CH), 128,4(+) (CH),
132,3 (C), 132,9(+) (CH), 168,5 (C=0), 178,4 (C=S).
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Figura 55. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 4.
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(5) N-benzoil-N’-cicloexil-tioureia:

A

(5)

Recristalizado em éter de petréleo/diclorometano com rendimento de 90%. P.F: 64
°C. IV (KBr, cm™): 3226, 3170, 3047, 2927, 2854, 1672, 1542, 1448, 1342, 1263,
1170, 1083, 1024, 900, 842, 777, 709, 665, 420. RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg) &:
1,20-1,50 (5H, m), 1,50-1,60 (1H, m), 1,60-1,75 (2H, m), 1,90-2,05 (2H, m), 4,10-4,03
(1H, m), 7,51 (2H, t, °J 7,6 Hz), 7,63 (1H, t, 33 7,5 Hz), 7,92 (2H, d, J 7,5 Hz), 10,96
(1H, d, 33 7,6 Hz, largo, CONH), 11,27 (1H, s, largo, CSNH). RMN de **C e DEPT
135 (100 MHz, DMSO-de) 8: 24,0(-) (CHy), 25,0(-) (CH,), 30,8(-) (CH,), 53,0(+) (HC-
N), 128,4(+) (CH), 128,5(+) (CH), 132,2 (C), 133,0(+) (CH), 168,4 (C=0), 178,8
(C=S).
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Figura 58. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 5.
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(6) N-benzoil-N’-fenil-tioureia:

S

(6)

Recristalizado em etanol com rendimento de 79%. P.F: 146 °C. IV (KBr, cm™): 3276,
2993, 1676, 1606, 1554, 1529, 1359, 1259, 1145, 1080, 1027, 939, 904, 840, 792,
752, 682, 609, 540, 503, 453. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d¢) &: 7,28 (1H, t, %1 7,3
Hz), 7,43 (2H, t, 3J 7,8 Hz), 7,55 (2H, t, 33 7,8 Hz), 7,64-7,72 (3H, m), 7,99 (2H, d, 3J
7,4 Hz), 11,57 (INH, s, largo, CONH); 12,63 (INH, s, largo, CSNH). RMN de *C e
DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 124,3(+) (CH), 126,3(+) (CH), 128,4(+) (CH),
128,7(+) (CH), 132,2 (C), 133,1(+) (CH), 138,0 (C), 168,3 (C=0), 179,1 (C=S).
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Figura 61. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 6.
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(7) N-benzoil-N’-benzil-tioureia:

0 HN/\©
o
)
Recristalizado em diclorometano/éter de petréleo com rendimento de 80%. PF: 120-
121 °C. IV (KBr, Cm'l): 3264, 3169, 3053, 2936, 1672, 1551, 1320, 1252, 1166, 1065,
1027, 945, 882, 777, 737, 696, 659, 617, 514, 470; RMN de 'H (400 MHz, CDCIl3) é:
4,91 (2H, d, 3J 5,0 Hz), 7,28-7,43 (5H, m), 7,50 (2H, t, °J 7,2 Hz), 7,61 (1H, t, %) 7,3
Hz), 7,83 (2H, d, 3J 7,3 Hz), 9,11 (INH, s, largo, CONH), 11,02 (1NH, s, largo,
CSNH). RMN de **C e DEPT 135 (100 MHz, CDCls) &: 50,0(-) (H.C-N), 127,6(+)
(CH), 128,1(+) (CH), 128,1(+) (CH), 129,1(+) (CH), 129,3(+) (CH), 131,9 (C), 133,8
(CH), 136,3 (C), 167,0 (C=0), 180,2 (C=S).
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Figura 64. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 7.
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(8) N-benzoil-N’-fenetil-tioureia:

A

8)

Recristalizado em etanol com rendimento de 86%. PF: 104-105 °C. IV (KBr, cm™):
3404, 3178, 3063, 3035, 2929, 2868, 1675, 1554, 1530, 1491, 1453, 1320, 1253,
1216, 1155, 1099, 1011, 828, 778, 749, 701, 667, 605, 497. RMN de 'H (400 MHz,
CDCls) &: 3,02 (2H, t, 33 7,3 Hz), 3,91-3,98 (2H, m), 7,21-7,35 (5H, m), 7,48 (2H, t, 3J
7,5 Hz), 7,59 (1H, t, 33 7,5 Hz), 7,79 (2H, %J 7,5 Hz), 8,99 (1H, s, largo, CONH),
10,74 (1H, s, largo, CSNH). RMN de *C e DEPT 135 (100 MHz, CDCl3) &: 34,5(-)
(CHy), 47,4(-) (NCHy), 126,9(+) (CH), 127,6(+) (CH), 128,9(+) (CH), 128,9 (+) (CH),
129,3 (+) (CH), 132,0 (C), 133,7(+) (CH), 138,4 (C), 166,9 (C=0), 180,1 (C=S).
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Figura 67. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 8.
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(9) N-benzoil-N’-(4-metoxifenil)-tioureia:

O HN
(j)l\N/gS
H

9)

Recristalizado em etanol com rendimento de 92%. PF: 145 °C. IV (KBr, cm™): 3238,
3033, 2964, 2935, 2842, 1669, 1596, 1538, 1339, 1270, 1185, 1155, 1085, 1028,
931, 834, 792, 707, 672, 617, 535, 429; RMN de 'H (400 MHz, DMSO-de) &: 3,78
(3H, s), 6,98 (2H, d, %3 9,0 Hz), 7,51-7,59 (4H, m), 7,66 (1H, t, 3J 7,5 Hz), 7,98 (2H, d,
33 7,6 Hz), 11,51 (1H, s, largo, CONH), 12,47 (1H, s, largo, CSNH). RMN de *C e
DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 55,3(+) (H3C-0), 113,8(+) (CH), 126,0(+) (CH),
128,4(+) (CH), 128,6(+) (CH), 130,9 (C), 132,2 (C), 133,1(+) (CH), 157,5 (C), 168,3
(C=0), 179,2 (C=S).
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Figura 70. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 9.
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Figura 71. Espectro de *H do composto 9 adquirido em espectrdmetro Bruker avance lll
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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(10) N-benzoil-N’-(4-hidroxifenil)-tioureia:

(10)

Recristalizado em etanol com rendimento de 96%. PF: 159-161 °C. IV (KBr, cm™):
3359, 3128, 3041, 1674, 1602, 1546, 1514, 1436, 1334, 1261, 1213, 1153, 838, 742,
703, 518. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) &: 6,80 (2H, d, 3J 8,8 Hz), 7,44 (2H, d, 3J
8,8 Hz), 7,54 (2H, t, 33 7,7 Hz), 7,66 (1H, t, *J 7,5 Hz), 7,98 (2H, d, 3J 7,7 Hz), 9,58
(1H, s, OH), 11,46 (1H, s, largo, CONH), 12,42 (1NH, s, largo, CSNH). RMN de *C
e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 115,1(+) (CH), 126,0(+) (CH), 128,4(+) (CH),
128,6(+) (CH), 129,4 (C), 132,2 (C), 133,1(+) (CH), 155,8 (C), 168,3 (C=0), 179,0
(C=S).
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Figura 73. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 10.
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Figura 74. Espectro de *H do composto 10 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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(11) N-benzoil-N’-(4-metilfenil)-tioureia:

(11)

Recristalizado em etanol com rendimento de 94%. P.F: 155-156 °C. IV (KBr, cm™):
3259, 3030, 3002, 2925, 1673, 1599, 1558, 1533, 1356, 1296, 1265, 1149, 1083,
1025, 937, 817, 794, 699, 672, 611, 508, 439. RMN de 'H (400 MHz, CDCl5) &: 2,35
(3H, s), 7,20 (2H, d, %J 8,2 Hz), 7,49-7,57 (4H, m), 7,63 (1H, t, 33 7,5 Hz), 7,87 (2H, d,
33 7,5 Hz), 9,09 (1H, s, largo, CONH), 12,47 (1H, s, largo, 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), 135,3 (C), 137,1 (C), 167,1
(C=0), 178,6 (C=S).
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Figura 76. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 11.
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(12) N-benzoil-N’-(4-terc-butilfenil)-tioureia:

(12)

Recristalizado em etanol com rendimento de 79%. PF: 113-114 °C. IV (KBr, cm™):
3228, 3031, 2958, 2866, 1666, 1581, 1527, 1326, 1261, 1153, 1014, 856, 763, 705,
605, 543, 459. RMN de *H (400 MHz, CDCls) &: 1,32 (9H, s), 7,42 (2H, d, %J 8,6 Hz),
7,52 (2H, t, 3J 7,7 Hz), 7,63 (3H, m), 7,87 (2H, m, 3J 7,7 Hz), 9,09 (1H, s, largo,
CONH), 12,52 (1H, s, largo, CSNH). RMN de **C e DEPT 135 (100 MHz, CDCls) &:
31,5(+) (CH3), 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=S).
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Figura 79. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 12.
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(13) N-benzoil-N’-(4-nitrofenil)-tioureia:

(13)

Recristalizado em etanol/DMF com rendimento de 93%. PF: 178-179 °C. IV (KB,
cm™): 3262, 3111, 3076, 3035, 2976, 1683, 1609, 1558, 1510, 1326, 1264, 1166,
1108, 1049, 862, 746, 690, 611, 496, 420; RMN de *H (400 MHz, DMSO-de) &: 7,56
(2H, t, 33 7,5 Hz), 7,68 (1H, t, *J 7,5 Hz), 8,00 (2H, d, 3J 7,5 Hz), 8,09 (2H, d, 3J 8,1
Hz), 8,29 (2H, d, 3J 8,1 Hz), 11,77 (1H, s, largo, CONH); 12,87 (1H, s, largo, CSNH).
RMN de **C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 123,9(+) (CH), 124,3(+) (CH),
128,4(+) (CH), 128,8(+) (CH), 132,0 (C), 133,3(+) (CH), 144,0 (C), 144,3 (C), 168,1
(C=0), 179,3 (C=S).
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Figura 82. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 13.
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(14) N-benzoil-N’-(4-clorofenil)-tioureia:

(14)

Recristalizado em etanol/diclometano/DMF com rendimento de 97%. PF:. 135-136
°C. IV (KBr, cm™): 3397, 3266, 3011, 1677, 1601, 1536, 1490, 1335, 1261, 1145,
1092, 1011, 930, 827, 764, 683, 597, 504, 431; RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) :
7,48 (2H, d, 33 8,7 Hz), 7,55 (2H, t, 33 7,5 Hz), 7,67 (1H, t, J 7,5 Hz), 7,73 (2H, d, 3J
8,7 Hz), 7,99 (2H, t, 3J 7,5 Hz), 11,63 (INH, s, largo, CONH), 12,58 (1NH, s, largo,
CSNH). RMN de *C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 126,2(+) (CH), 128,4(+)
(CH), 128,6(+) (CH), 128,7(+) (CH), 130,3 (C), 132,1 (C), 133,2(+) (CH), 137,0 (C),
168,2 (C=0), 179,4 (C=S).
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Figura 85. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 14.
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Figura 86. Espectro de *H do composto 14 adquirido em espectrémetro Bruker avance I

operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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(15) N-benzoil-N’-(4-bromofenil)-tioureia:

(15)

Recristalizado em etanol com rendimento de 85%. PF: 142-144 °C. IV (KBr, cm™):
3357, 3230, 3029, 1666, 1598, 1533, 1487, 1350, 1259, 1149, 1072, 1002, 848, 821,
757, 702. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 7,50-7,56 (4H, m), 7,59-7,67 (3H, m),
7,86 (2H, d, %J 7,6 Hz), 9,08 (1H, s, largo, CONH), 12,59 (1H, s, largo, CSNH). RMN
de °C e DEPT 135 (100 MHz, CDCls) &: 120,2 (C), 125,8(+) (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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Figura 88. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 15.
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(16) N-benzoil-N’-(3-metoxifenil)-tioureia:

(16)

Recristalizado em etanol com rendimento de 87%. P.F: 105 °C. IV (KBr, cm™): 3363,
308, 2935, 2835, 1666, 1604, 1558, 1535, 1481, 1357, 1326, 1261, 1195, 1141,
1045, 860, 806, 682, 605, 528, 447. RMN de H (400 MHz, CDCls) &: 3,81 (3H, s),
6,81 (1H, dd, 3J 8,3 Hz, *J 2,5 Hz), 7,20 (1H, d, 3J 8,1 Hz), 7,29 (1H, t, J 8,1 Hz),
7,47 (1H, t, %3 2,4 Hz), 7,52 (2H, t, 3] 7,5 HZ), 7,63 (1H, t, 33 7,5 Hz), 7,87 (2H, m, 3J
7,5 Hz), 9,08 (1H, s, largo, CONH), 12,60 (1H, s, largo, CSNH). RMN de *C e DEPT
135 (100 MHz, CDCls) &: 55,6 (+) (CHs), 109,6(+) (CH), 113,0(+) (CH), 116,3(+)
(CH), 127,7(+) (CH), 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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Figura 91. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 16.
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(17) N-benzoil-N’-(3-hidroxifenil)-tioureia:

(17)

Recristalizado em etanol com rendimento de 70%. PF: 184 °C. IV (KBr, cm™): 3325,
3116, 3028, 1674, 1600, 1527, 1330, 1292, 1238, 1141, 1080, 987, 898, 813, 736,
686, 597, 528. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 6,69 (1H, dd, 3J 8,1 Hz, “J 1,8
Hz), 7,07 (1H, d, 3J 8,1 Hz), 7,21 (1H, t, 3J 8,0 Hz), 7,30 (1H, s), 7,54 (2H, t, *J 7,5
Hz), 7,66 (1H, t, 3J 7,6 Hz), 7,99 (2H, d, 3J 7,5 Hz), 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-dg) 8: 110,9(+) (CH), 113,4(+) (CH), 114,5(+) (CH), 128,4(+) (CH), 128,7(+)
(CH), 129,5(+) (CH), 132,2 (C), 133,1(+) (CH), 138,9 (C), 157,5 (C), 168,3 (C=0),
178,6 (C=S).
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Figura 94. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 17.
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(18) N-benzoil-N’-(3-nitrofenil)-tioureia:

NO,

(18)

Recristalizado em etanol/acetona com rendimento de 89%. PF: 158 °C. IV (KBr, cm’
1): 3240, 3097, 2989, 1666, 1604, 1566, 1527, 1346, 1265, 1157, 1080, 891, 806,
740, 682, 601, 532, 451. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 7,52-7,60 (3H, m), 7,66
(1H, t, %3 7,5 Hz), 7,89 (2H, d, 3J 7,5 Hz), 8,05 (1H, dd, 3J 8,1 Hz, “J 2,2 Hz), 8,11
(1H, dd, 3J 8,2 Hz, *J 2,2 Hz), 8,73 (1H, t, J 2,2 Hz), 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), 130,0(+) (CH),
131,4 (C), 134,3(+) (CH), 138,9 (C), 148,5 (C), 167,4 (C=0), 179,1 (C=S).
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Figura 97. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 18.
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Figura 98. Espectro de *H do composto 18 adquirido em espectrémetro Bruker avance I
operando a 400 MHz (solvente CDCl3).
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(19) N-benzoil-N’-(3-clorofenil)-tioureia:

19)

Recristalizado em etanol com rendimento de 99%. PF: 125 °C. IV (KBr, cm™): 3299,
2988, 1670, 1591, 1555, 1529, 1472, 1351, 1303, 1258, 1144, 1082, 1024, 935, 871,
816, 791, 709, 607, 534, 424; RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 7,21-7,25 (1H, m),
7,32 (1H, t, 33 8,1 Hz), 7,50-7,59 (3H, m), 7,64 (1H, t, 33 7,5 Hz), 7,82-7,89 (3H, m),
9,11 (1H, s, largo, CONH), 12,64 (1H, s, largo, CSNH). RMN de *C e DEPT 135
(100 MHz, CDClg) &: 122,3(+) (CH), 124,2(+) (CH), 127,1(+) (CH), 127,7(+) (CH),
129,5(+) (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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Figura 100. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 19.
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(20) N-benzoil-N’-(3-bromofenil)-tioureia:

(20)

Recristalizado em etanol com rendimento de 85%. PF: 129 °C. IV (KBr, cm™): 3355,
2986, 1670, 1577, 1531, 1477, 1335, 1255, 1189, 1145, 1080, 1024, 867, 773, 704,
673, 602, 529, 438. RMN de *H (400 MHz, CDCls) &: 7,27 (1H, t, 3J 8,0 Hz), 7,40 (1H,
ddd, 33 8,0 Hz, *J 2,0 Hz, *J 1,0 Hz), 7,54 (2H, t, %3 7,5 Hz), 7,62-7,68 (2H, m), 7,85-
7,89 (2H, m), 7,97 (1H, t, *J 2,0 Hz), 9,07 (1H, s, largo, CONH), 12,63 (1H, s, largo,
CSNH). RMN de **C e DEPT 135 (100 MHz, CDCls) &: 122,5 (C), 122,8 (+) (CH),
127,1 (+) (CH), 127,7 (+) (CH), 129,5 (+) (CH), 130,1 (+) (CH), 130,3 (+) (CH), 131,6
(C), 134,1 (+) (CH), 139,0 (C), 167,2 (C=0), 178,6 (C=S).
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Figura 103. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 20.
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(21) N-benzoil-N’-(2-metoxifenil)-tioureia:
MeO
O HN]ij
e
(21)
Recristalizado em etanol com rendimento de 92%. PF: 150 °C. IV (KBr, cm™): 3271,
3120, 3020, 2943, 2842, 1677, 1596, 1558, 1488, 1353, 1319, 1249, 1157, 1026,
925, 848, 790, 756, 694, 613, 528, 443. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) &: 3,94 (3H,
s), 6,95 (1H, d, 3J 8,3 Hz), 7,01 (1H, dt, 3J 7,8 Hz, %J 7,6 Hz), 7,20 (1H, dt, 3J 7,9 Hz,
337,6 Hz), 7,51 (2H, t, %3 7,5 Hz), 7,60 (1H, t, J 7,5 Hz); 7,89 (2H, d, 3J 7,4 Hz), 8,73
(1H, dd, 3 8,1 Hz, *J 1,6 Hz), 9,05 (1H, s, largo, CONH), 12,84 (1H, s, largo, CSNH).
RMN de *3C 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=S).
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Figura 106. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 21.
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(22) N-benzoil-N’-(2-nitrofenil)-tioureia:
e
O HN

(22)

Recristalizado em etanol/acetona com rendimento 64%. PF: 146 °C. IV (KBr, cm™):
3328, 3093, 3031, 1674, 1512, 1346, 1315, 1249, 1149, 1080, 860, 775, 694, 586.
RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 7,40 (1H, t, %3 8,2 Hz), 7,52 (2H, t, *J 7,6 Hz), 7,61-
7,69 (2H, m), 7,91 (2H, d, %J 7,5 Hz), 8,10 (1H, dd, 3J 8,3 Hz, *J 1,7 Hz), 8,43 (1H, d,
33 8,3 Hz), 9,21 (1H, s, largo, CONH), 13,39 (1H, s, largo, CSNH). RMN de *3C e
DEPT 135 (100 MHz, CDCls) & 1254(+) (CH), 127,2(+) (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), 179,8 (C=S).
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Figura 109. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 22.
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(23) N-benzoil-N’-(2-clorofenil)-tioureia:

(23)

Recristalizado em etanol com rendimento de 74%. PF: 141-142 °C. IV (KBr, cm™):
3312, 3141, 3109, 3031, 1671, 1594, 1547, 1516, 1444, 1330, 1253, 1192, 1155,
1033, 848, 751, 700, 671, 639, 591, 537, 444. RMN de *H (400 MHz, CDCl,) &: 7,22
(1H, dt, 33 7,8 Hz, *J 1,6 Hz), 7,33 (1H, dt, 3J 7,9 Hz, *J 1,7 Hz), 7,46 (1H, dd, 3J 8,0
Hz, *J 1,5 Hz), 7,53 (2H, t, J 7,5 Hz), 7,64 (1H, t, 33 7,5 Hz), 7,90 (2H, d, 3J 7,4 Hz),
8,38 (1H, dd, 3J 8,2 Hz, “J 1,6 Hz), 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), 128,2 (C), 129,4(+) (CH), 129,9(+) (CH), 131,7
(C), 134,0(+) (CH), 135,2 (C), 166,9 (C=0), 178,9 (C=S).
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Figura 112. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 23.
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(24) N-benzoil-N’-(2-bromofenil)-tioureia:

(24)

Recristalizado em etanol com rendimento de 86%. PF: 133-134 °C. IV (KBr, cm™):
3301, 3060, 3020, 1677, 1602, 1546, 1440, 1319, 1263, 1191, 1155, 1081, 1026,
943, 846, 752, 698. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 7,16 (1H, dt, 3] 7,8 Hz, *J 1,6
Hz), 7,35-7,40 (1H, m), 7,54 (2H, t, °J 7,5 Hz), 7,62-7,67 (2H, m), 7,90 (2H, d, 3J 7,4
Hz), 8,23 (1H, dd, 3J 8,1 Hz, *J 1,5 Hz), 9,15 (1H, s, largo, CONH), 12,58 (1H, s,
largo, CSNH). RMN de *3C e DEPT 135 (100 MHz, CDCls) & 118,9 (C), 127,3(+)
(CH), 127,8(+) (CH), 127,8(+) (CH), 128,5(+) (CH), 129,5(+) (CH), 131,7 (C),
133,2(+) (CH), 134,1(+) (CH), 136,7 (C), 166,9 (C=0), 179,2 (C=S).
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Figura 115. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 24.
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(25) N-benzoil-N’-(2-piridinil)-tioureia:

(25)

Recristalizado em etanol com rendimento de 71%. PF: 136-137 °C. IV (KBr, cm™):
3279, 3004, 1678, 1557, 1523, 1437, 1340, 1285, 1251, 1157, 1084, 1025, 938, 840,
779, 713, 652, 612, 551, 514. RMN de *H (400 MHz, CDCls) &: 7,15 (1H, dd, 33 7,1
Hz, 33 4,7 Hz), 7,51 (2H, t, 3] 7,6 Hz), 7,62 (1H, t, 3J 7,5 Hz), 7,76 (1H, dt, 3J 8,4 Hz,
43 1,9 Hz), 7,89 (2H, d, *J 7,6 Hz), 8,42 (1H, d, 3J 4,4 Hz), 8,79 (1H, d, 3J 8,4 Hz),
9,10 (1H, s, largo, CONH), 13,12 (1H, s, largo, CSNH). RMN de *3C 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).
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Figura 118. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 25.
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(26) N-benzoil-N’-pirimidinil-tioureia:

(26)

Recristalizado em etanol/acetona com rendimento de 73%. PF: 175-176 °C. IV (KBr,
cm™): 3170, 3053, 2994, 2937, 1714, 1591, 1507, 1441, 1416, 1329, 1263, 1238,
1194, 1170, 1089, 907, 799, 704, 645, 526. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) o:
7,32 (1H, t, 33 4,9 Hz), 7,61 (2H, t, *J 7,5 Hz), 7,70 (1H, t, 3 7,4 Hz), 8,00 (2H, d, 3J
7.4 Hz), 8,80 (2H, d, 3J 4,9 Hz), 12,13 (1H, s, largo, CONH), 13,60 (1H, s, largo,
CSNH). RMN de **C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 117,2(+) (CH), 128,0(+)
(CH), 128,9(+) (CH), 133,0(+) (CH), 133,3 (C), 157,0 (C), 158,5(+) (CH), 165,6
(C=0), 178,0 (C=S).
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Figura 121. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 26.
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Figura 122. Espectro de *H do composto 26 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI
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(27) N-(4-nitrobenzoil)-N’-benzil-tioureia

o) HN/\©
o
H
0N 27)

Recristalizado em etanol com rendimento de 49%. PF: 143 °C. IV (KBr, cm™): 3193,
3115, 3080, 3032, 2920, 2861, 1671, 1603, 1529, 1447, 1350, 1264, 1158, 1116,
1074, 1014, 869, 790, 725, 700, 551. RMN de *H (400 MHz, DMSO-de) &: 4,89 (2H,
d, 3J 5,7 Hz), 7,30 (1H, t, 3J 7,0 Hz), 7,35-7,42 (4H, m), 8,13 (2H, d, 3J 8,8 Hz), 8,32
(2H, d, %J 8,8 Hz), 11,09 (1H, t,%J 5,7 Hz, CSNH), 11,81 (1H, s, CONH). RMN de *C
e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-ds) &: 48,2(-) (CH.), 123,3(+) (CH), 127,3(+) (CH),
127,7(+) (CH), 128,5(+) (CH), 130,2(+) (CH), 137,2 (C), 138,1 (C), 149,7 (C), 166,6
(C=0), 180,2 (C=S).
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Figura 124. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 27.



160

o Ao MOAALTNMNOOOAN o Q
e 00 00 00 M MMNSMNSMNNSN~IN~ < <
N TSN \%
:88 o - < N NOONL O oo
— oo Mo — XYM M o ©
N | Nl | |
I
Iy |
ppm 8.3 8.2 ppm 714 ‘ppm 4.‘90 ppm

T T T T T T T T T T T T T
14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

2k 2 e

Figura 125. Espectro de *H do composto 27 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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(28) N-(4-nitrobenzoil)-N’-(4-metoxifenil)-tioureia

Recristalizado em etanol/acetona com rendimento de 76%. PF: 149 °C. IV (KBr, cm’
1Y: 3368, 3164, 3035, 2944, 1681, 1598, 1513, 1348, 1267, 1173, 1136, 1109, 1030,
863, 796, 706, 607, 516, 438. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d¢) &: 3,78 (3H, s), 6,98
(2H, d, 33 9,0 Hz), 7,57 (2H, d, 3J 9,0 Hz), 8,17 (2H, d, 3J 9,0 Hz), 8,34 (2H, d, 3 9,0
Hz), 11,90 (1H, s, CONH), 12,26 (1H, s, CSNH). RMN de *C e DEPT 135 (100 MHz,
DMSO-ds) &: 55,3(+) (CHas), 113,8(+) (CH), 123,3(+) (CH), 125,9(+) (CH), 130,2(+)
(CH), 130,8 (C), 138,1 (C), 149,8 (C), 157,5 (C), 166,7 (C=0), 178,8 (C=S).
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Figura 127. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 28.
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(29) N-(4-nitrobenzoil)-N’-(4-hidroxifenil)-tioureia:

(29)
Recristalizado em etanol com rendimento de 68%. PF: 172 °C. IV (KBr, cm™): 3495,
3169, 3106, 3055, 2976, 2900, 1676, 1602, 1532, 1450, 1347, 1264, 1156, 1038,
867, 840, 811, 743, 700, 603, 515, 436. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 6,80
(2H, d, 3J 8,8 Hz), 7,43 (2H, d, 3J 8,8 Hz), 8,16 (2H, d, 3J 8,9 Hz), 8,33 (2H, d, 33 8,9
Hz), 9,60 (1H, s, OH), 11,85 (1H, s, CONH), 12,21 (1H, s, CSNH). RMN de *C e
DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 115,1(+) (CH), 123,3(+) (CH), 125,9(+) (CH),
129,3 (C), 130,2(+) (CH), 138,2 (C), 149,8 (C), 155,9 (C), 166,7 (C=0), 178,6 (C=S).
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Figura 130. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 29.
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Figura 131. Espectro de *H do composto 29 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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Figura 132. Espectro de **C e DEPT-135 do composto 29 adquirido em espectrémetro
Bruker avance Ill operando a 100 MHz (solvente DMSO-dg).
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(30) N-(4-nitrobenzoil)-N’-(4-nitrofenil)-tioureia

H
O,N

(30)

Recristalizado em etanol/acetona com rendimento de 95%. PF: 192 °C. IV (KBr, cm’
1): 3237, 3115, 3082, 3027, 2853, 1681, 1601, 1551, 1518, 1320, 1261, 1145, 1111,
856, 738, 709, 611, 494, 447. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) &: 8,08 (2H, d, 3J 8,4
Hz), 8,18 (2H, d, 3J 8,4 Hz), 8,30 (2H, d, J 8,6 Hz), 8,36 (2H, d, °J 8,6 Hz), 12,13
(1H, s, CONH), 12,59 (1H, s, CSNH). RMN de *3C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-ds)
§: 123.4(+) (CH), 124,1(+) (CH), 124,4(+) (CH), 130,3(+) (CH), 138,0 (C), 144,0 (C),
144,4 (C), 149,9 (C), 166,5 (C=0), 179,0 (C=S).
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Figura 133. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 30.
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Figura 134. Espectro de *H do composto 30 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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(31) N-(4-nitrobenzoil)-N’-(4-clorofenil)-tioureia:

H
O,N

(31)

Recristalizado em etanol/acetona com rendimento de 83%. PF: 173 °C. IV (KBr, cm’
1): 3266, 3163, 3063, 1682, 1591, 1538, 1401, 1349, 1262, 1148, 1084, 1009, 942,
868, 844, 765, 729, 612, 549, 499. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d¢) &: 7,49 (2H, d,
33 8,7 Hz), 7,72 (2H, d, 33 8,7 Hz), 8,17 (2H, d, 3J 8,7 Hz), 8,35 (2H, d, 3J 8,7 Hz),
11,99 (1H, s, CONH), 12,34 (1H, s, CSNH). RMN de **C e DEPT 135 (100 MHz,
DMSO-ds) &: 123,4(+) (CH), 126,3(+) (CH), 128,7(+) (CH), 130,3(+) (CH), 130,4 (C),
137,0 (C), 138,1 (C), 149,9 (C), 166,6 (C=0), 179,1 (C=S).
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Figura 136. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 31.
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Figura 137. Espectro de *H do composto 31 adquirido em espectrémetro Bruker avance Il|
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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(32) N-(3-nitrobenzoil)-N’-fenil-tioureia:

O HN :

(32)

Recristalizado em etanol com rendimento de 73%. PF: 149 °C. IV (KBr, cm™): 3365,
3061, 1672, 1599, 1531, 1437, 1348, 1251, 1146, 1072, 902, 833, 786, 711, 681,
607, 511, 460. RMN de *H (400 MHz, DMSO-de) &: 7,29 (1H, t, 33 7,3 Hz), 7,44 (2H,
t, 33 7,7 Hz), 7,70 (2H, d, 33 7,7 Hz), 7,83 (1H, t, 3J 7,9 Hz), 8,37 (1H, d, 3J Hz), 8,49
(1H, d,3J 7,9 Hz), 8,79 (1H, s), 12,03 (1H, s, CONH), 12,44 (1H, s, CSNH). RMN de
13C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 123,7(+) (CH), 124,3(+) (CH), 126,4(+)
(CH), 127,3(+) (CH), 128,7(+) (CH), 130,1(+) (CH), 133,9 (C), 135,1(+) (CH), 137,9
(C), 147,4 (C), 166,3 (C=0), 178,9 (C=S).
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Figura 139. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 32.
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Figura 140. Espectro de *H do composto 32 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI

operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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(33) N-(3-nitrobenzoil)-N’-benzil-tioureia:

0 HN@
02N©)kN/§S

N

(33)
Recristalizado em etanol com rendimento de 73%. PF: 104 °C. IV (KBr, cm™): 3176,
3056, 3035, 2936, 1670, 1616, 1550, 1524, 1350, 1262, 1165, 1071, 910, 859, 787,
742, 704, 648, 597, 472, 423. RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg) &: 4,90 (2H, d, 3J 5,4
Hz), 7,30 (1H, t, 3J 7,0 Hz), 7,35-7,42 (4H, m), 7,80 (1H, t, 3J 8,1 Hz), 8,33 (1H, d, 3J
7,0 Hz), 8,46 (1H, d, 3J 8,1 Hz), 8,74 (1H, s), 11,12 (1H, t, 3J 5,4 Hz, CSNH), 11,89
(1H, s, CONH). RMN de *C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 123,6(+) (CH),
127,2(+) (CH), 127,3(+) (CH), 127,6(+) (CH), 128,5(+) (CH), 130,1(+) (CH), 133,9
(C), 135,0(+) (CH), 137,3 (C), 147,3 (C), 166,1 (C=0), 180,3 (C=S).
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Figura 142. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 33.
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Figura 143. Espectro de *H do composto 33 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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(34) N-(3-nitrobenzoil)-N’-(4-metoxifenil)-tioureia:

O HN
O5N
2 OAH*S

(34)

Recristalizado em etanol com rendimento de 77%. PF: 156 °C. IV (KBr, cm™): 3373,
3244, 3170, 3082, 3014, 2835, 1678, 1603, 1536, 1351, 1266, 1246, 1153, 1077,
904, 837, 712, 658, 523. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 3,78, (3H, s, OCHs),
6,99 (2H, d, %J 8,9 Hz), 7,57 (2H, d, 3J 8,9 Hz), 7,83 (1H, t, °J 8,1 Hz), 8,36 (1H, d, 3J
8,1 Hz), 8,48 (1H, d, 3J 8,1 Hz), 8,78 (s, 1H), 11,98 (s, 1H, CONH), 12,30 (s, 1H,
CSNH). RMN de *C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 55,3(+) (OCHs), 113,8(+)
(CH), 123,7(+) (CH), 126,0(+) (CH), 127,3(+) (CH), 130,1(+) (CH), 130,8 (C), 133,9
(C), 135,1(+) (CH), 147,4 (C), 157,5 (C), 166,2 (C=0), 178,9 (C=S).
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Figura 145. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 34.
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Figura 146. Espectro de *H do composto 34 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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Figura 147. Espectro de **C e DEPT-135 do composto 34 adquirido em espectrémetro
Bruker avance Il operando a 100 MHz (solvente DMSO-ds).
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(35) N-(3-nitrobenzoil)-N’-(4-hidroxifenil)-tioureia:

o
O HN
O,5N

(35)

Recristalizado em etanol com rendimento de 81%. PF: 195 °C. IV (KBr, cm™): 3305,
3201, 3085, 1702, 1614, 1520, 1347, 1275, 1164, 942, 894, 851, 811, 695, 615, 507,
442. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 6,80 (2H, d, 3J 8,6 Hz), 7,43 (2H, d, %) 8.6
Hz), 7,83 (1H, t, 3J 7.9 Hz), 8,36 (1H, d, %J 7.9 Hz), 8,48 (1H, d, %J 7.9 Hz), 8,77 (1H,
s), 9,61 (1H, s, OH), 11,94 (1H, s, CONH), 12,24 (1H, s, CSNH). RMN de C e
DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 115,1(+) (CH), 123,7(+) (CH), 126,0(+) (CH),
127,3(+) (CH), 129,3 (C), 130,1(+) (CH), 134,0 (C), 135,1(+) (CH), 147,4 (C), 155,9
(C), 166,3 (C=0), 178,7 (C=S).
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Figura 148. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 35.
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Figura 149. Espectro de *H do composto 35 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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(36) N-(3-nitrobenzoil)-N’-(4-nitrofenil)-tioureia:

O HN
O->N

(36)

Recristalizado em etanol/acetona com rendimento de 89%. PF: 173 °C. IV (KBr, cm’
1Y: 3243, 3077, 3030, 1688, 1613, 1569, 1530, 1326, 1256, 1164, 1106, 1074, 902,
855, 750, 713, 681. RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg) &: 7,85 (1H, t, 37,9 Hz), 8,08
(2H, d, 3J 8,9 Hz), 8,29 (2H, d, 3J 8,9 Hz), 8,38 (1H, d, 3J 7,9 Hz), 8,50 (1H, d, 23 7,9
Hz), 8,79 (1H, s), 12,21 (1H, s, CONH), 12,67 (1H, s, CSNH). RMN de *C e DEPT
135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 123,7(+) (CH), 124,0(+) (CH), 124,4(+) (CH), 127,5(+)
(CH), 130,2(+) (CH), 133,7 (C), 135,2(+) (CH), 144,0 (C), 144,4 (C), 147,4 (C), 166,1
(C=0), 179,1 (C=S).
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Figura 151. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 36.
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(37) N-(3-nitrobenzoil)-N’-(4-clorofenil)-tioureia:

I
O HN

(37)

Recristalizado em etanol/acetona com rendimento de 89%. PF: 155 °C. IV (KBr, cm’
1): 3214, 3080, 3019, 1673, 1608, 1563, 1526, 1490, 1405, 1353, 1263, 1152, 1112,
1012, 915, 825, 803, 713, 679, 604, 500, 437. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) &:
7,49 (2H, d, %) 8,5 Hz), 7,72 (2H, d, 3J 8,5 Hz), 7,83 (1H, t, °J 7,9 Hz), 8,37 (1H, d, 3J
7,9 Hz), 8,49 (1H, d, 3J 7.9 Hz), 8,78 (1H, s), 12,08 (1H, s, CONH), 12,40 (1H, s,
CSNH). RMN de *3C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 123,7(+) (CH), 126,2(+)
(CH), 127,4(+) (CH), 128,6(+) (CH), 130,2(+) (CH), 130,4 (C), 133,8 (C), 135,1(+)
(CH), 136,9 (C), 147,4 (C), 166,2 (C=0), 179,1 (C=S).
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Figura 154. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 37.
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Figura 155. Espectro de *H do composto 37 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI

operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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(38) N-(2-nitrobenzoil)-N’-fenil-tioureia:

NO, O HN’ i

N S
H

(38)

Recristalizado em etanol com rendimento de 82%. PF: 172 °C. IV (KBr, cm™): 3173,
3029, 2868, 1692, 1596, 1531, 1353, 1258, 1174, 1063, 865, 735, 697, 496, 458.
RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg) &: 7,29 (1H, t, °J 7,4 Hz), 7,44 (2H, t, 33 7,8), 7,71
(2H, d, 33 7,6), 7,81 (2H, m), 7,91 (1H, m), 8,23 (2H, d, 3J 8,2 Hz), 12,17 (1H, s,
CONH), 12,28 (1H, s, CSNH). RMN de *C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &:
124,2(+) (CH), 124,4(+) (CH), 126,5(+) (CH), 128,8(+) (CH), 129,5(+) (CH), 130,6
(C), 131,7(+) (CH), 134,6(+) (CH), 137,8 (C), 145,5 (C), 167,6 (C=0), 178,6 (C=S).
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Figura 157. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 38.
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Figura 158. Espectro de *H do composto 38 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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(39) N-(2-nitrobenzoil)-N’-benzil-tioureia:
NO, O HN@
caa

(39)
Recristalizado em etanol com rendimento de 60%. PF: 156 °C. IV (KBr, cm™): 3248,
3164, 3032, 1699, 1566, 1530, 1429, 1346, 1254, 1173, 1115, 1065, 970, 886, 857,
795, 728, 699, 641, 427. RMN de *H (400 MHz, DMSO-de) &: 4,90 (2H, d, J 5,5 Hz),
7,30 (1H, t, 33 6,7 Hz), 7,36-7,42 (4H, m), 7,74-7,79 (2H, m), 7,87 (1H, t, 33 7,3 Hz),
8,20 (1H, d, 3J 8,0 Hz), 10,90 (1H, t, 33 5,5 Hz, CSNH), 11,97 (1H, s, CONH). RMN
de 3C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 48,0(-) (CH>), 124,2(+) (CH), 127,3(+)

(CH), 127,7(+) (CH), 128,5(+) (CH), 129,4(+) (CH), 130,7 (C), 131,6(+) (CH),
134,6(+) (CH), 137,4 (C), 145,5 (C), 167,2 (C=0), 180,1 (C=S).
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Figura 160. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 39.
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(40) N-(2-nitrobenzoil)-N’-(4-metoxifenil)-tioureia:

NO, O HN

N S
H

(40)

Recristalizado em etanol/acetona com rendimento de 76%. PF: 179 °C. IV (KBr, cm’
1): 3383, 3177, 3054, 3025, 2961, 2925, 2831, 1702, 1611, 1513, 1348, 1246, 1156,
1023, 838, 789, 744, 701, 661, 598. RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg) 6: 3,79 (3H, s,
OCHs), 6,99 (2H, d, 23 9,0 Hz), 7,58 (2H, d, 3J 9,0 Hz), 7,78-7,82 (2H, m), 7,91 (1H, t,
33 7,4 Hz), 8,23 (1H, d, 3J 7,4 Hz), 12,11 (1H, s, CONH), 12,12 (1H, s, CSNH). RMN
de *C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 55,3(+) (OCHs), 113,9(+) (CH), 124,2(+)
(CH), 126,0(+) (CH), 129,5(+) (CH), 130,6 (C), 131,7(+) (CH), 134,6(+) (CH), 145,5
(C), 157,5 (C), 167,5 (C=0), 178,7 (C=S).
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Figura 163. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 40.
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(41) N-(2-nitrobenzoil)-N’-(4-hidroxifenil)-tioureia:

cr
NO, O HN

N S
H

(42)

Recristalizado em etanol com rendimento de 73%. PF: 215 °C. IV (KBr, cm™): 3490,
3157, 3069, 3013, 1693, 1602, 1523, 1354, 1280, 1171, 1069, 868, 795, 744, 703,
650, 507, 440. RMN de *H (400 MHz, DMSO-de) &: 6,81 (2H, d, %J 8,8 Hz), 7,45 (2H,
d, %3 8,8 Hz), 7,77-7,81 (2H, m), 7,90 (1H, t, 3J 7,3 Hz), 8,22 (1H, d, 33 7,8 Hz), 12,06
(1H, s, CONH), 12,07 (1H, s, CSNH). RMN de *3C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-ds)
8: 115,2(+) (CH), 124,2(+) (CH), 126,0(+) (CH), 129,1 (C), 129,5(+) (CH), 130,7 (C),
131,7(+) (CH), 134,6(+) (CH), 145,5 (C), 155,9 (C), 167,5 (C=0), 178,5 (C=S).
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Figura 166. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 41.
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Figura 168. Espectro de **C e DEPT-135 do composto 41 adquirido em espectrémetro
Bruker avance Il operando a 100 MHz (solvente DMSO-ds).



189

(42) N-(2-nitrobenzoil)-N’-(4-nitrofenil)-tioureia:

NO, O HN

N S
H

(42)

Recristalizado em etanol/acetona com rendimento de 43%. PF: 216 °C. IV (KBr, cm’
1Y: 3160, 3067, 3013, 1694, 1597, 1529, 1344, 1257, 1164, 1109, 856, 793, 742, 703,
641. RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg) &: 7,82-7,84 (2H, m), 7,93 (1H, t, 3J 7,6 Hz),
8,09 (2H, d, 3J 8,9 Hz), 8,25 (1H, d, %J 7,6 Hz), 8,30 (2H, d, 3J 8,9 Hz), 12,35 (1H, s,
CONH), 12,54 (1H, s, CSNH). RMN de **C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &:
124,3(+) (CH), 124,3(+) (CH), 124,4(+) (CH), 129,5(+) (CH), 130,4 (C), 131,9(+)
(CH), 134,7(+) (CH), 143,8 (C), 144,5 (C), 145,5 (C), 167,4 (C=0), 178,7 (C=S).
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Figura 169. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 42.
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Figura 170. Espectro de *H do composto 42 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI
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Figura 171. Espectro de **C e DEPT-135 do composto 42 adquirido em espectrémetro
Bruker avance Il operando a 100 MHz (solvente DMSO-ds).
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(43) N-(2-nitrobenzoil)-N’-(4-clorofenil)-tioureia:

I
NO, O HN

N S
H

(43)

Recristalizado em etanol/acetona com rendimento de 77%. PF: 202 °C. IV (KBr, cm’
1Y: 3162, 3030, 1692, 1546, 1343, 1255, 1164, 1088, 1012, 944, 864, 791, 745, 700,
643, 489. RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg) &: 7,49 (2H, d, 23 8,9 Hz), 7,73 (2H, d, 3J
8,9 Hz), 7,79-7,82 (2H, m), 7,92 (1H, t, 33 7,9 Hz), 8,23 (1H, d, 3J 7,9 Hz), 12,21 (1H,
s, CONH), 12,23 (1H, s, CSNH). RMN de *C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &
124.2(+) (CH), 126,4(+) (CH), 128,6(+) (CH), 129,5(+) (CH), 130.4 (C), 130,5 (C),
131,8(+) (CH), 134,6(+) (CH), 136,8 (C), 145,5 (C), 167,4 (C=0), 178,8 (C=S).
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Figura 172. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 43.
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Figura 173. Espectro de *H do composto 43 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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Figura 174. Espectro de **C e DEPT-135 do composto 43 adquirido em espectrémetro
Bruker avance Il operando a 100 MHz (solvente DMSO-ds).
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(44) N-(4-clorobenzoil)-N’-fenil-tioureia:

(44)

Recristalizado em etanol com rendimento de 99%. PF: 144 °C. IV (KBr, cm™): 3331,
3029, 1666, 1593, 1558, 1482, 1400, 1350, 1260, 1184, 1147, 1093, 1009, 849, 800,
745, 655, 600, 543. RMN de *H (400 MHz, CDCls) &: 7,27 (1H, t, *J 7,5 Hz), 7,40 (2H,
t, 3J 7,7 Hz), 7,49 (2H, d, 3J 8,6 Hz), 7,67 (2H, d, %J 7,7 Hz), 7,82 (2H, d, 3J 8,6 Hz),
9,12 (1H, s, CONH), 12,49 (1H, s, CSNH). RMN de **C e DEPT 135 (100 MHz,
CDCls) &: 124,3(+) (CH), 127,2(+) (CH), 129,1(+) (CH), 129,2(+) (CH), 129,7(+) (CH),
130,1 (C), 137,6 (C), 140,5 (C), 166,1 (C=0), 178,4 (C=S).
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Figura 175. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 44.
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(45) N-(4-clorobenzoil)-N’-benzil-tioureia:

o) HN/\©
o
H
Cl

(45)
Recristalizado em etanol com rendimento de 77%. PF: 120 °C. IV (KBr, cm™): 3260,
3081, 3032, 2931, 1674, 1559, 1422, 1327, 1263, 1167, 1089, 1014, 962, 886, 846,
767, 733, 608, 549, 486, 447. RMN de *H (400 MHz, DMSO-de) &: 4,88 (2H, d, %J 5,6
Hz), 7,29 (1H, t, 3 6,9 Hz), 7,34-7,41 (4H, m), 7,58 (2H, d, 3J 8,2 Hz), 7,95 (2H, t, °J
8,4 Hz), 11,17 (1H, s, CONH), 12,53 (1H, s, CSNH). RMN de **C e DEPT 135 (100
MHz, DMSO-dg) &: 48,1(-) (CHy), 127,3(+) (CH), 127,6(+) (CH), 128,5(+) (CH),
128,5(+) (CH), 130,6(+) (CH), 131,1 (C), 137,3 (C), 137,8 (C), 167,1 (C=0), 180,4
(C=S).
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Figura 178. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 45.
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(46) N-(4-clorobenzoil)-N’-(4-metoxifenil)-tioureia:

O HN
D)kNAS
H
Cl

(46)
Recristalizado em etanol com rendimento de 99%. PF: 146 °C. IV (KBr, cm™): 3317,
3033, 2957, 2838, 1674, 1616, 1561, 1507, 1359, 1302, 1246, 1174, 1147, 1094,
1030, 829, 796, 743, 639, 592, 542. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 3,80 (3H, s,
OCHs), 6,92 (2H, d, 33 8,9 Hz), 7,48 (2H, d, 3J 8,6 Hz), 7,52 (2H, d, 3J 8,9 Hz), 7,81
(2H, d, 33 8,6 Hz), 9,12 (1H, s, CONH), 12,31 (1H, s, CSNH). RMN de *C e DEPT
135 (100 MHz, CDCls) & 55,7(+) (OCHs3), 114,3(+) (CH), 126,0(+) (CH), 129,1(+)

(CH), 129,7 (+) (CH), 130,2 (C), 130,6 (C), 140,5 (C), 158,5 (C), 166,1 (C=0), 178,6
(C=S).
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Figura 181. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 46.
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operando a 400 MHz (solvente CDCl3).
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(47) N-(4-clorobenzoil)-N’-(4-hidroxifenil)-tioureia:

(47)

Recristalizado em etanol com rendimento de 99%. PF: 186 °C. IV (KBr, cm™): 3389,
3034, 1675, 1614, 1543, 1511, 1354, 1311, 1269, 1216, 1151, 1097, 1011, 832, 746,
542, 488. RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg) &: 6,79 (2H, d, %J 8,8 Hz), 7,43 (2H, d, 3J
8,8 Hz), 7,60 (2H, d, %J 8,6 Hz), 7,98 (2H, d, 3J 8,6 Hz), 9,59 (1H, s, OH), 11,59 (1H,
s, CONH), 12,33 (1H, s, CSNH). RMN de *C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &:
115,1(+) (CH), 126,0(+) (CH), 128,5(+) (CH), 129,3 (C), 130,7(+) (CH), 131,1 (C),
137,9 (C), 155,8 (C), 167,2 (C=0), 178,9 (C=S).
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Figura 184. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 47.
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(48) N-(3-clorobenzoil)-N’-fenil-tioureia:

A

(48)

Recristalizado em etanol com rendimento de 68%. PF: 135 °C. IV (KBr, cm™): 3220,
3158, 3034, 1672, 1596, 1533, 1408, 1332, 1250, 1157, 1062, 996, 918, 869, 811,
764, 692, 659, 614, 545, 492, 446. RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg) &: 7,28 (1H, t, 3J
7.4 Hz), 7,43 (2H, t, 33 7,8 Hz), 7,57 (1H, t, %3 7,8 Hz), 7,71 (3H, m), 7,92 (1H, d, 3J
7.8 Hz), 8,04 (s, 1H), 11,73 (s, 1H, CONH), 12,49 (s, 1H, CSNH). RMN de *C e
DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) & 124.3(+) (CH), 126,4(+) (CH), 127,4(+) (CH),
128,5(+) (CH), 128,7(+) (CH), 130,4(+) (CH), 132,8(+) (CH), 133,1 (CH), 134,2 (CH),
138,0 (CH), 166,9 (C=0), 178,9 (C=S).
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Figura 187. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 48.
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(49) N-(3-clorobenzoil)-N’-benzil-tioureia:

0 HN/\©
C|\©)ku/&s
(49)
Recristalizado em etanol com rendimento de 72%. PF: 126 °C. IV (KBr, cm™): 32009,
3053, 2940, 1676, 1542, 1322, 1252, 1170, 1077, 956, 803, 747, 696, 620. RMN de
'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 4,88 (2H, d, 3J 5,5 Hz), 7,29 (1H, t, %J 6,9 Hz), 7,35-7,41
(4H, m), 7,54 (1H, t, 33 7.9 Hz), 7,70 (1H, d, 33 7,9 Hz), 7,87 (1H, d, 3J 7,9 Hz), 7,99
(1H, s), 11,14 (1H, t, 33 5,5 Hz, CSNH), 11,59 (1H, s, CONH). RMN de *C e DEPT
135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 48,1(-) (CH,), 127,3(+) (CH), 127,3(+) (CH), 127,6(+)
(CH), 128,4(+) (CH), 128,5(+) (CH), 130,3(+) (CH), 132,6(+) (CH), 133,1 (C), 134,3
(C), 137,3 (C), 166,7 (C=0), 180,3 (C=S).
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Figura 190. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 49.



Ba59
e
-
\ N
ﬂjg @® © O O NAHDAINL OO0 ! D 0
oo @ @© ~NO VI MMNMOANN @ @
— N~ o~ N~~~ V\I\V\I\I\ITI\I\I\I\ < <
NN N NN \/
|
|
T T T T T T T T T T
ppm 79 78 7.7 76 75 7.4 7.3 ppm 4.9 ppm
|
|
!
|
|
|
|
J J L L J
T T T T T T T T T T T
14 13 12 11 10 9 6 5 4 3 2 ppm

el

204

Figura 191. Espectro de *H do composto 49 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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Figura 192. Espectro de **C e DEPT-135 do composto 49 adquirido em espectrémetro
Bruker avance Il operando a 100 MHz (solvente DMSO-ds).



(50) N-(3-clorobenzoil)-N’-(4-metoxifenil)-tioureia:

O HN
Cl
\\[:::::r/JL\PJ/JEES
H

(50)

205

Recristalizado em etanol/acetona com rendimento de 79%. PF: 128 °C. IV (KBr, cm’
1Y: 3240, 3042, 2936, 2838, 1668, 1596, 1539, 1471, 1354, 1302, 1248, 1157, 1087,
1033, 873, 832, 725, 690, 612, 522, 424. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 3,78
(3H, s, OCHs), 6,98 (2H, d, %3 9,0 Hz), 7,55-7,59 (3H, m), 7,72 (1H, d, 3J 8,0 Hz),
7,91 (1H, d, 3J 8,0 Hz), 8,03 (1H, s), 11,67 (1H, s, CONH), 12,34 (s, 1H, CSNH).
RMN de **C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) §: 55,3(+) (OCHs), 113,8(+) (CH),
125,9(+) (CH), 127,4(+) (CH), 128,4(+) (CH), 130,3(+) (CH), 130,8 (C), 132,7(+)

(CH), 133,1 (C), 134,3 (C), 157,5 (C), 166,8 (C=0), 178,9 (C=S).
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Figura 193. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 50.
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Figura 194. Espectro de *H do composto 50 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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Bruker avance Il operando a 100 MHz (solvente DMSO-ds).
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(51) N-(3-clorobenzoil)-N’-(4-hidroxifenil)-tioureia:

cr
O HN
C|\©)J\N/&S
H

(51)

Recristalizado em etanol com rendimento de 75%. PF: 182 °C. IV (KBr, cm™): 3381,
3140, 3063, 1673, 1602, 1550, 1441, 1358, 1268, 1222, 1152, 1112, 876, 833, 748,
673, 599, 512. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) &: 6,80 (2H, d, 3J 8,4 Hz), 7,43 (2H,
d, 33 8,4), 7,56 (1H, t, 33 7,9 Hz), 7,72 (1H, d, 33 7,9 Hz), 7,91 (1H, d, 33 7,9 Hz), 8,02
(1H, s), 9,59 (1H, s, OH), 11,64 (1H, s, CONH), 12,28 (1H, s, CSNH). RMN de *C e
DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 115,1(+) (CH), 125,9(+) (CH), 127,4(+) (CH),
128,4(+) (CH), 129,3 (C), 130,3(+) (CH), 132,7(+) (CH), 133,1 (C), 134,3 (C), 155,8
(C), 166,8 (C=0), 178,8 (C=S).
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Figura 196. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 51.
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Figura 197. Espectro de *H do composto 51 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI

operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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(52) N-(2-clorobenzoil)-N’-(4-hidroxifenil)-tioureia:

o
Cl O HN

A

N S
H

(52)

Recristalizado em etanol com rendimento de 78%. PF: 198 °C. IV (KBr, cm™): 3405,
3236, 3015, 1688, 1604, 1547, 1449, 1344, 1255, 1155, 1103, 1044, 863, 832, 749,
650, 513. RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg) &: 6,80 (2H, d, 3J 8,9 Hz), 7,42-7,46 (3H,
m), 7,50-7,58 (2H, m), 7,62 (1H, d, 3J 8,9 Hz), 9,59 (1H, s, OH), 11,90 (1H, s,
CONH), 12,16 (1H, s, CSNH). RMN de C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &:
115,1(+) (CH), 126,0(+) (CH), 127,1(+) (CH), 129,2 (C), 129,3(+) (CH), 129,5(+)
(CH), 130,0 (C), 132,0(+) (CH), 134,4 (C), 155,8 (C), 167,7 (C=0), 178,5 (C=S).
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Figura 199. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 52.
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(53) N-(4-metoxibenzoil)-N’-fenil-tioureia:

O HN :
/J:::::T/JL\N'/EES
H
MeO

(53)

Recristalizado em etanol com rendimento de 98%. PF: 123 °C. IV (KBr, cm™): 3297,
3117, 3011, 2972, 2839, 1661, 1592, 1530, 1500, 1334, 1253, 1179, 1149, 1026,
908, 840, 739, 691, 601, 498. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 3,86 (3H, s,
OCHz), 7,07 (2H, d, 33 8,9 Hz), 7,27 (1H, t, 3J 7,4 Hz), 7,43 (2H, t, 3J 7,8 Hz), 7,70
(2H, d, J 7,8 Hz), 8,03 (2H, d, 3J 8,9 Hz), 11,38 (1H, s, CONH), 12,74 (1H, s,
CSNH). RMN de *C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 55,6(+) (OCHs), 113,8(+)
(CH), 123,8 (C), 124,3(+) (CH), 126,2(+) (CH), 128,6(+) (CH), 131,0(+) (CH), 138,0
(C), 163,2 (C), 167,5 (C=0), 179,2 (C=S).
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Figura 202. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 53.
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(54) N-(4-metoxibenzoil)-N’-benzil-tioureia:

0 HN/\O
o
MeO (54)

Recristalizado em etanol com rendimento de 94%. PF: 126 °C. IV (KBr, cm™): 3413,
3251, 3197, 3033, 2934, 2840, 1665, 1601, 1558, 1506, 1425, 1328, 1254, 1175,
1104, 1017, 963, 888, 843, 764, 699, 600, 429. RMN de *H (400 MHz, CDCly) &: 3,85
(3H, s, OCHs), 4,89 (2H, d, 3J 5,3 Hz, CH,), 6,95 (2H, d, 3J 8,7 Hz), 7,25-7,37 (5H,
m), 7,78 (2H, d, 3J 8,7 Hz), 9,03 (1H, s, CONH), 11,07 (1H, s, CSNH). RMN de *C e
DEPT 135 (100 MHz, CDCls) &: 49,9(-) (CH,), 55,8(+) (OCHa), 114,6(+) (CH), 123,8
(C), 128,1(+) (CH), 129,0(+) (CH), 129,8(+) (CH), 136,4 (C), 164,1 (C), 166,4 (C=0),
180,4 (C=S).
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Figura 205. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 54.
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(55) N-(4-metoxibenzoil)-N’-(4-hidroxifenil)-tioureia:

oy
O HN
/Ej)J\N/gS
H
MeO

(55)

Recristalizado em etanol com rendimento de 81%. PF: 170 °C. IV (KBr, cm™): 3425,
3377, 3133, 2836, 1665, 1602, 1544, 1508, 1314, 1264, 1152, 1015, 840, 763, 636,
474. RMN de *H (400 MHz, DMSO-d¢) &: 3,85 (3H, s, OCHz), 6,80 (2H, d, 3J 8,9 Hz),
7,06 (2H, d, 3J 8,9 Hz), 7,43 (2H, d, 3J 8,9 Hz), 8,01 (2H, d, 3J 8,9 Hz), 9,60 (1H, s,
OH), 11,29 (1H, s, CONH), 12,53 (1H, s, CSNH). RMN de *C e DEPT 135 (100
MHz, DMSO-de) &: 55,6(+) (OCHa3), 113,8(+) (CH), 115,1(+) (CH), 123,9 (C), 126,0(+)
(CH), 129,4 (C), 131,0(+) (CH), 155,8 (C), 163,2 (C), 167,5 (C=0), 179,1 (C=S).
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Figura 208. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 55.
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(56) N-(4-metoxibenzoil)-N’-(4-nitrofenil)-tioureia:

O HN
/Ej)J\N/gS
H
MeO

(56)

Recristalizado em etanol com rendimento de 95%. PF: 180 °C. IV (KBr, cm™): 3299,
3116, 3077, 3008, 2930, 2835, 1665, 1568, 1526, 1325, 1257, 1176, 1114, 1029,
846, 747, 680, 608, 495. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 3,86 (3H, s, OCHs),
7,08 (2H, d, 33 8,5 Hz), 8,03 (2H, d, 3J 8,5 Hz), 8,09 (2H, d, %J 8,7 Hz), 8,28 (2H, d, 3J
8,7 Hz), 11,60 (1H, s, CONH), 13,02 (1H, s, CSNH). RMN de *C e DEPT 135 (100
MHz, DMSO-ds) &: 55,6(+) (OCH3), 113,8(+) (CH), 123,6 (C), 123,8 (C), 124,3(+)
(CH), 131,1(+) (CH), 144,0 (C), 144,2 (C), 163,4 (C), 167,4 (C=0), 179,4 (C=S).
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Figura 211. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 56.
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(57) N-(3-metoxibenzoil)-N’-fenil-tioureia:

O HN :

(57)

Recristalizado em etanol, com rendimento de 82%. PF: 103 °C. IV (KBr, cm™): 3300,
3014, 2962, 2839, 1675, 1603, 1534, 1485, 1354, 1275, 1142, 1039, 906, 796, 740,
684, 524. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 3,86 (3H, s, OCHs), 7,22 (1H, dd, 3J
8,2 Hz), 7,28 (1H, t, 33 7,5 Hz), 7,41-7,47 (3H, m), 7,55-7,59 (2H, m), 7,70 (2H, d, 3J
7,5 Hz), 11,59 (1H, s, CONH), 12,63 (1H, s, CSNH). RMN de *C e DEPT 135 (100
MHz, DMSO-dg) 8: 55,5(+) (OCHs), 113,3(+) (CH), 119,4(+) (CH), 121,0(+) (CH),
124,3(+) (CH), 126,3(+) (CH), 128,7(+) (CH), 129,6(+) (CH), 133,5 (C), 138,0 (C),
159,0 (C), 168,0 (C=0), 179,1 (C=S).
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Figura 214. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 57.
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(58) N-(3-metoxibenzoil)-N’-benzil-tioureia:

0 HN/\O
Me0\©)ku/§s
(58)
Recristalizado em etanol, com rendimento de 76%. PF: 85 °C. IV (KBr, cm™): 3287,
3165, 3003, 2937, 2832, 1674, 1539, 1433, 1323, 1271, 1162, 1043, 908, 758, 697.
RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 3,84 (3H, s, OCHs), 4,89 (2H, d, 3 5,5 Hz, CHy),
7,19 (1H, d, 3J 8,2 Hz), 7,28-7,32 (1H, m), 7,36-7,44 (5H, m), 7,51-7,54 (2H, m),
11,26 (1H, t, *J 5,5 Hz, CSNH), 11,45 (1H, s, CONH). RMN de **C e DEPT 135 (100
MHz, DMSO-dg) &: 48,1(-) (CH.), 55,4(+) (OCHa), 113,1(+) (CH), 119,3(+) (CH),
120,9(+) (CH), 127,3(+) (CH), 127,7(+) (CH), 128,5(+) (CH), 129,6(+) (CH), 133,5
(C), 137,3 (C), 159,0 (C), 167,8 (C=0), 180,5 (C=S).
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Figura 217. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 58.



222

89
88
- —384

C’:gs\lr < N A TANONO NO - O O 0 D 0
oo LY YOO M OON NN @ @
— [ e T S S S S S [N < <
NN LTV N NP \/
T T
ppm 7.5 7.4 7.3 7.2 ppm ppm
|
'\
|
JUL ‘H‘M‘
M |

T T T T T T T T
14 13 12 11 10 9 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura 218. Espectro de *H do composto 58 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).

0 © o MO~ MO M
o N~ o2} NMNOONNOOM N
s} © In NONANNNN A N 0
i - i e n <
I NN [T e e emns
~ ™ o O I~ I~
%) %) AN NN
- - e
|
|
Iy
|
|
! |
I I ! T T
| | J H ‘ 135 130 ppm

OO MN~NMO M- on~m
A¥RRNESY 5 o SENK
L I I I R R | Te} < o
N | VAV I/

|

|

| h

H ‘ 11?5 1éO ppm

T T
90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 ppm

T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100

Figura 219. Espectro de **C e DEPT-135 do composto 58 adquirido em espectrémetro
Bruker avance Il operando a 100 MHz (solvente DMSO-ds).



223

(59) N-(3-metoxibenzoil)-N’-(4-hidroxifenil)-tioureia:

oy
O HN

MeO

e Q)ku)%

(59)

Recristalizado em etanol com rendimento de 74%. PF: 177 °C. IV (KBr, cm™): 3357,
3289, 3143, 3073, 1662, 1592, 1544, 1338, 1271, 1219, 1148, 1024, 907, 844, 784,
748, 662, 587, 513, 437. RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg) &: 3,85 (3H, s, OCHs3),
6,80 (2H, d, J 8,2 Hz), 7,21 (1H, d, 33 8,2 Hz), 7,42-7,46 (m, 3H), 7,54-7,57 (2H, m),
9,59 (1H, s, OH), 11,49 (1H, s, CONH), 12,43 (1H, s, CSNH). RMN de *C e DEPT
135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 55,5(+) (OCHs), 113,2(+) (CH), 115,1(+) (CH), 119,4(+)
(CH), 121,0(+) (CH), 126,0(+) (CH), 129,4 (C), 129,6(+) (CH), 133,5 (C), 155,8 (C),
159,0 (C), 168,0 (C=0), 179,0 (C=S).
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Figura 220. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 59.
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(60) N-(3-metoxibenzoil)-N’-(4-clorofenil)-tioureia:

oy
O HN

MeO

e Q)LHAS

(60)

Recristalizado em etanol com rendimento de 96%. PF: 123 °C. IV (KBr, cm™): 3301,
3016, 2838, 1671, 1602, 1529, 1491, 1350, 1273, 1145, 1097, 1040, 908, 824, 749,
689, 504. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 3,85 (3H, s, OCHs), 7,22 (1H, d, % 8,1
Hz), 7,43-7,49 (3H, m), 7,55-7,58 (2H, m), 7,73 (2H, d, 3J 8,5 Hz), 11,65 (1H, s,
CONH), 12,58 (1H, s, CSNH). RMN de *C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &:
55,4(+) (OCHs), 113,3(+) (CH), 119,4(+) (CH), 121,0(+) (CH), 126,2(+) (CH),
128,6(+) (CH), 129,7(+) (CH), 130,3 (C), 133,4 (C), 137,0 (C), 159,0 (C), 167,9
(C=0), 179,4 (C=S).
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Figura 223. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 60.



226

9 0
0 © TNQOUWANDMM® 1o}
o i IR RN ©
— — NNNNNNNNNNNNN ™
l
I
NN WO DN~ ® Mmoo
~N RN NN
NN NSNS NSNS NN~ N
| | VLV N
I I |
T T T T T T
7.7 7.6 75 7.4 7.3

14 10 9

T T T T T
13 12 11 8 7
o] ] clelee
o [=) aleifod ]
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Bruker avance Il operando a 100 MHz (solvente DMSO-ds).



227

(61) N-(2-metoxibenzoil)-N’-fenil-tioureia:

OMe O HN :

N S
H

(61)

Recristalizado em etanol com rendimento de 78%. PF: 139 °C. IV (KBr, cm™): 3316,
2994, 2839, 1666, 1596, 1560, 1518, 1486, 1363, 1292, 1254, 1145, 1084, 1019,
855, 752, 686, 464. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 4,02 (3H, s, OCHa), 7,17
(1H, t, 33 7,4 Hz), 7,27-7,31 (2H, m), 7,44 (2H, t, *J 7,8 Hz), 7,65-7,72 (3H, m), 7,93
(1H, dd, 33 7,8 Hz, “J 1,7 Hz), 11,24 (1H, s, CONH), 12,56 (1H, s, CSNH). RMN de
13C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) 8: 56,7(+) (OCHs), 112,9(+) (CH), 119,5 (C),
121,3(+) (CH), 124,2(+) (CH), 126,5(+) (CH), 128,7(+) (CH), 131,2(+) (CH), 135,1(+)
(CH), 137,8 (C), 157,6 (C), 165,3 (C=0), 178,0 (C=S).
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Figura 226. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 61.
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Figura 227. Espectro de *H do composto 61 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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(62) N-(2-metoxibenzoil)-N’-benzil-tioureia:

N
(62)

Recristalizado em etanol com rendimento de 69%. PF: 96 °C. IV (KBr, cm™): 3334,
3253, 3055, 2888, 1681, 1597, 1520, 1479, 1261, 1211, 1164, 1092, 1031, 1008,
933, 869, 758, 693, 656, 497, 453. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 3,99 (3H, s,
OCHs), 4,88 (2H, d, %J 5,8 Hz), 7,14 (1H, t, % 7,6 Hz), 7,25-7,31 (2H, m), 7,35-7,41
(4H, m), 7,63 (1H, t, 3J 8,0 Hz), 7,88 (1H, d, 3J 8,0 Hz), 11,08 (1H, s, CONH), 11,11
(1H, t, 3J 5,8 Hz, CSNH). RMN de **C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-d¢) &: 48,2(-)
(CH,), 56,6(+) (OCHa), 112,8(+) (CH), 119,6 (C), 121,3(+) (CH), 127,3(+) (CH),
127,7(+) (CH), 128,5(+) (CH), 131,1(+) (CH), 134,9(+) (CH), 137,3 (C), 157,4 (C),
164,9 (C=0), 179,5 (C=S).
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Figura 229. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 62.
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(63) N-(2-metoxibenzoil)-N’-(4-metoxifenil)-tioureia:

OMe O HN

N S
H

(63)

Recristalizado em etanol com rendimento de 95%. PF: 116 °C. IV (KBr, cm™): 3312,
3010, 2935, 2834, 1665, 1597, 1565, 1510, 1463, 1364, 1304, 1249, 1180, 1150,
1082, 1032, 832, 755, 726, 689, 636, 533, 431. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) o:
3,78 (3H, s, OCHa), 4,01 (3H, s, OCHs), 6,98 (2H, d, 3 9,0 Hz), 7,17 (1H,t, %) 7,5
Hz), 7,29 (1H, d, 3J 8,4 Hz), 7,59 (2H, d, 3J 9,0 Hz), 7,64-7,68 (1H, m), 7,93 (1H, dd,
33 75 Hz, *J 1,7 Hz), 11,18 (1H, s, CONH), 12,40 (1H, s, CSNH). RMN de *C e
DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 55,3(+) (OCHs), 56,7(+) (OCHs), 112,8(+) (CH),
113,8(+) (CH), 119,5 (C), 121,3(+) (CH), 125,8(+) (CH), 130,7 (C), 131,2(+) (CH),
135,1(+) (CH), 157,5 (C), 165,2 (C=0), 178,0 (C=S).
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Figura 232. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 63.
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Figura 233. Espectro de *H do composto 63 adquirido em espectrémetro Bruker avance |l|

operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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Figura 234. Espectro de *C e DEPT-135 do composto 63 adquirido em espectrémetro
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(64) N-(2-metoxibenzoil)-N’-(4-hidroxifenil)-tioureia

o
OMe O HN

N S
H

(64)

Recristalizado em etanol com rendimento de 82%. PF: 184 °C. IV (KBr, cm™): 3296,
3265, 3176, 3077, 3025, 2990, 2947, 1662, 1599, 1549, 1516, 1480, 1435, 1341,
1287, 1254, 1222, 1181, 1153, 1084, 1016, 867, 818, 758, 719, 653, 593, 515, 439,
RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg) &: 4,01 (3H, s, OCHs); 6,80 (2H, d, J 8,5 Hz), 7,16
(1H, t, 33 7,5 Hz), 7,28 (1H, d, %J 8,5 Hz), 7,46 (2H, d, 3J 8,5 Hz), 7,66 (1H,t, 3] 7,5
Hz), 7,93 (2H, d, 3J 7,5 Hz), 9,63 (1H, s, OH); 11,15 (1H, s, CONH), 12,35 (1H, s,
CSNH). RMN de *C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 56,7(+) (OCHs), 112,8(+)
(CH), 115,1(+) (CH), 119,5 (C), 121,3(+) (CH), 125,8(+) (CH), 129,2 (C), 131,2(+)
(CH), 135,1(+) (CH), 155,9 (C), 157,5 (C), 165,2 (C=0), 177,8 (C=S).
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Figura 235. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 64.
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Figura 236. Espectro de *H do composto 64 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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(65) N-(2-metoxibenzoil)-N’-(4-clorofenil)-tioureia:

iop
OMe O HN

N S
H

(65)

Recristalizado em etanol com rendimento de 76%. PF: 145 °C. IV (KBr, cm™): 3299,
3031, 2947, 2836, 1665, 1592, 1557, 1519, 1483, 1347, 1296, 1255, 1191, 1151,
1083, 1019, 830, 754, 690, 651, 508, 424. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) &: 4,01
(3H, s, OCHg), 7,17 (1H, t, 33 7,5 Hz), 7,29 (1H, d, J 8,7 Hz), 7,49 (2H, d, 3J 8,7 Hz),
7,67 (1H, t, 3J 7.8 Hz), 7,74 (2H, d, 33 8,7 Hz), 7,91 (1H, d, 33 7,5 Hz), 11,27 (1H, s,
CONH), 12,52 (1H, s, CSNH). RMN de *C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &:
56,7(+) (OCHj3), 112,8(+) (CH), 119,5 (C), 121,3(+) (CH), 126,1(+) (CH), 128,6(+)
(CH), 130,4 (C), 131,1(+) (CH), 135,1(+) (CH), 136,8 (C), 157,5 (C), 165,3 (C=0),
178,3 (C=S).
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Figura 238. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 65.
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Figura 239. Espectro de *H do composto 65 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).

™ (2] n OV AATO©O ML
P B~ PRI P e B ~
~ (o] n NDOMOOMOMOMOANNNAA [{e]
- - - L e B e I B I | n 00— <O ™ w0
G Ao w6 oo
\ | N 885888 I3
L B e B I I | — -
| o
VN |
|
|
|
| 1, e
| | ' | | T T T T
‘ M l } 135 130 125 ppm
_— N
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O ppm
O AMm [ee]
B HwO o N ~
S3998 o et < H©od o
\N\N /] m 88
| ] - ~ -
! .
|
| | ’ J
T T T T
135 130 125 ppm
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O ppm
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(66) N-(2-clorobenzoil)-N’-(4-bromofenil)-tioureia:

(66)

Recristalizado em etanol com rendimento de 54%. PF: 174-176 °C (decompde). IV
(KBr, Cm'l): 3380, 3207, 3054, 3001, 1696, 1590, 142, 1335, 1253, 1160, 1107,
1048, 1011, 940, 860, 828, 748, 715, 613, 575, 511, 460. RMN de *H (400 MHz,
DMSO-de) &: 7,44-7,64 (6H, m), 7,68 (2H, d, 3J 8,7 Hz), 12,06 (1H, s, CONH), 12,32
(1H, s, CSNH). RMN de *3C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 31,1(+) (3xCHs3),
34,3 (C), 123,9(+) (CH), 124,2(+) (CH), 125,5(+) (CH), 129,5(+) (CH), 130,6 (C),
131,7(+) (CH), 134,6(+) (CH), 135,2 (C), 145,5 (C), 148,9 (C), 167,5 (C=0), 178,4
(C=S).
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Figura 241. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 66.
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Figura 242. Espectro de *H do composto 66 adquirido em espectrdmetro Bruker avance lII
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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Figura 243. Espectro de **C e DEPT-135 do composto 66 adquirido em espectrémetro
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(67) N-(3-clorobenzoil)-N’-(4-bromofenil)-tioureia:

cr
O HN
H

(67)

Recristalizado em etanol com rendimento de 71%. PF: 173-175 °C (decompde). IV
(KBr, cm™): 3216, 3050, 1666, 1602, 1564, 1537, 1485, 1358, 1261, 1162, 1073,
1004, 902, 874, 824, 695, 605, 499, 427. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 7,55-
7,62 (3H, m), 7,67 (2H, d, 33 8,6 Hz), 7,72 (1H, d, 33 7,9 Hz), 7,91 (1H, d, %J 7,9 Hz),
8,03 (1H, s), 11,78 (1H, s, CONH), 12,44 (1H, s, CSNH). RMN de *C e DEPT 135
(100 MHz, DMSO-dg) & 118,6 (C), 126,5(+) (CH), 127,4(+) (CH), 128,5(+) (CH),
130,4(+) (CH), 131,5(+) (CH), 132,8(+) (CH), 133,1 (C), 134,2 (C), 137,4 (C), 166,8
(C=0), 179,1 (C=S).
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Figura 244. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 67.
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Bruker avance Ill operando a 100 MHz (solvente DMSO-dg).
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(68) N-(4-bromobenzoil)-N’-(4-bromofenil)-tioureia:

7
O HN
iea
H
Br

(68)

Recristalizado em etanol/acetona com rendimento de 64%. PF: 195-196 °C. IV (KBr,
cm™): 3348, 3146, 3023, 1669, 1601, 1531, 1482, 1345, 1256, 1149, 1113, 1068,
1008, 821, 763, 589, 500, 427. RMN de *H (400 MHz, DMSO-de) &: 7,61 (2H, d, 3J
8,5 Hz), 7,67 (2H, d, %3 8,5 Hz), 7,75 (2H, d, 33 8,5 Hz), 7,91 (2H, d, 3 8,5 Hz), 11,72
(1H, s, CONH), 12,47 (1H, s, CSNH). RMN de *3C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-ds)
8: 118,6 (C), 126,5(+) (CH), 127,1 (C), 130,8(+) (CH), 131,3 (C), 131,5(+) (CH),
131,5(+) (CH), 137,4 (C), 167,3 (C=0), 179,1 (C=S).
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Figura 247. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 68.
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Figura 248. Espectro de *H do composto 68 adquirido em espectrdmetro Bruker avance llI
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(69) N-(2-metoxibenzoil)-N’-(4-bromofenil)-tioureia:

r
OMe O HN

N S
H

(69)

Recristalizado em etanol com rendimento de 52%. PF: 132-133 °C. IV (KBr, cm™):
3300, 3027, 2946, 2837, 1664, 1595, 1555, 1518, 1485, 1346, 1295, 1254, 1190,
1151, 1073, 1018, 826, 752, 648, 506. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 4,01 (3H,
s, OCHg), 7,17 (1H, t, 33 7,5 Hz), 7,29 (1H, d, 3J 8,4 Hz), 7,60-7,70 (5H, m), 7,91 (1H,
d, 3 7,5 Hz, “J 1,7 Hz), 11,26 (1H, s, CONH), 12,52 (1H, s, CSNH). RMN de *3C e
DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) 8: 56,7(+) (OCH3), 112,8(+) (CH), 118,7 (C), 119,5
(C), 121,3(+) (CH), 126,4(+) (CH), 131,1(+) (CH), 131,5(+) (CH), 135,1(+) (CH),
137,2 (C), 157,5 (C), 165,2 (C=0), 178,2 (C=S).
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Figura 250. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 69.
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Figura 251. Espectro de *H do composto 69 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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Figura 252. Espectro de **C e DEPT-135 do composto 69 adquirido em espectrémetro
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(70) N-(3-metoxibenzoil)-N’-(4-bromofenil)-tioureia:

7
O HN

MeO

e Q)LHAS

(70)

Recristalizado em etanol com rendimento de 60%. PF: 144-146 °C. IV (KBr, cm™):
3243, 3016, 2945, 2837, 1661, 1587, 1558, 1529, 1487, 1344, 1273, 1249, 1221,
1151, 1072, 1035, 910, 860, 831, 755, 695, 606, 501, 417. RMN de 'H (400 MHz,
DMSO-dg) &: 3,85 (3H, s, OCH3), 7,22 (1H, dd, 3J 8,3 Hz, *J 2,1 Hz), 7,45 (1H, t, °J
8,2 Hz), 7,54-7,62 (4H, m), 7,67 (2H, d, 3J 8,3 Hz), 11,62 (1H, s, CONH), 12,58 (1H,
s, CSNH). RMN de *C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 55,5(+) (OCHs),
113,3(+) (CH), 118,6 (C), 119,5(+) (CH), 121,0(+) (CH), 126,5(+) (CH), 129,7(+)
(CH), 131,5(+) (CH), 133,4 (C), 137,4(C), 159,0(C), 167,9 (C=0), 179,3 (C=S).
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Figura 253. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 70.
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operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).

oo
NI

T
7
ﬁﬁ
Qe
|

™ o o
S F 8 595%839s9 o
— — — B R e I I IO I :m'\g O_Lo.g : [Te}
. NNV 88’8 885 9|
| | |
| VIO N
[ |
‘ l J l “1
| |
| | | T T
! ‘ “ 130 120
L |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 60 50 40 30 20 10 0 ppm
Tol SNTo N NTo N )
0O dnm 0
ONNNA A )
B R (R S | nwN~O owWw ™ Ty)
NV 288§ 52 9 |
/ MANN No o
l B N R
| |
\/ ‘ Vo ‘
|
T T
130 120
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 60 50 40 30 20 10 0 ppm

Figura 255. Espectro de **C e DEPT-135 do composto 70 adquirido em espectrémetro
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(71) N-(4-metoxibenzoil)-N’-(4-bromofenil)-tioureia:

(71)

247

Recristalizado em etanol/acetona com rendimento de 73%. PF: 192 °C. IV (KBr, cm’
1): 3381, 3026, 2936, 2840, 1665, 1594, 1538, 1503, 1343, 1313, 1251, 1175, 1151,
1123, 1073, 1024, 820, 751, 632, 600, 500, 417. RMN de *H (400 MHz, DMSO-d) &:
3,86 (3H, s, OCHa), 7,07 (2H, d, 3J 8,9 Hz), 7,60 (2H, d, 3J 8,7 Hz), 7,67 (2H, d, 3J
8,7 Hz), 8,02 (2H, d, 33 8,9 Hz), 11,43 (1H, s, CONH), 12,69 (1H, s, CSNH). RMN de
13C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 55,6(+) (OCH3), 113,8(+) (CH), 118,5 (C),

123,8 (C), 126,5(+) (CH), 131,0(+) (CH), 131,5(+) (CH), 137,5 (C), 163,3 (C), 167,5
(C=0), 179,4 (C=S).
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Figura 256. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 71.



248

) [v)
© < M 00 OO (o]
ai — QQo©Vuowonoo @
— — 000N NNNNIN ™

_—8.03
—~8.01
_—7.08
T~7.06

4
=

80 78 76 74 72 ppm

14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

gk S g

Figura 257. Espectro de *H do composto 71 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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(72) N-(2-nitrobenzoil)-N’-(4-bromofenil)-tioureia:

7
NO, O HN

N S
H

(72)

Recristalizado em etanol com rendimento de 50%. PF: 213-215 °C (decompde). IV
(KBr, cm™): 3158, 3033, 1690, 1547, 1523, 1343, 1256, 1163, 1065, 1009, 945, 864,
827, 791, 741, 699, 610, 503, 427. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-de) &: 7,62 (2H, d,
33 8,8 Hz), 7,68 (2H, d, 3J 8,8 Hz), 7,79-7.82 (2H, m), 7,91 (1H, t, 3J 7,5 Hz), 8,23
(1H, d, 3J 8,1 Hz) 12,20 (1H, s, CONH), 12,22 (1H, s, CSNH). RMN de *C e DEPT
135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 118,7 (C), 124,2(+) (CH), 126,6(+) (CH), 129,5(+) (CH),
130,5 (C), 131,6(+) (CH), 131,8(+) (CH), 134,6(+) (CH), 137,2 (C), 145,5 (C), 167,4
(C=0), 178,7 (C=S).
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Figura 259. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 72.
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Figura 260. Espectro de *H do composto 72 adquirido em espectrdmetro Bruker avance lII

operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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Figura 261. Espectro de **C e DEPT-135 do composto 72 adquirido em espectrémetro
Bruker avance Ill operando a 100 MHz (solvente DMSO-dg).
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(73) N-(3-nitrobenzoil)-N’-(4-bromofenil)-tioureia:

or
O HN
O5N
ACSn

(73)

Recristalizado em etanol/acetona com rendimento de 53%. PF: 173-175 °C
(decompée). IV (KBr, cm™): 3200, 3083, 1682, 1616, 1538, 1149, 1256, 1163, 1114,
1063, 1011, 944, 897, 842, 768, 702, 607. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d¢) &: 7,62
(2H, d, 3J 8,6 Hz), 7,67 (2H, d, 3J 8,6 Hz), 7,83 (1H, t, 3 8,0 Hz), 8,36 (1H, d, 3J 7,7
Hz), 8,49 (1H, d, J 8,1 Hz), 8,78 (1H, s), 12,06 (1H, s, CONH), 12,39 (1H, s, CSNH).
RMN de **C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 118,7 (C), 123,7(+) (CH), 126,5(+)
(CH), 127,3(+) (CH), 130,1(+) (CH), 131,5(+) (CH), 133,8 (C), 135,1(+) (CH), 137,3
(C), 147,4 (C), 166,1 (C=0), 179,0 (C=S).
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Figura 262. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 73.
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Figura 263. Espectro de *H do composto 73 adquirido em espectrdmetro Bruker avance llI
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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Figura 264. Espectro de **C e DEPT-135 do composto 73 adquirido em espectrémetro
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(74) N-(4-nitrobenzoil)-N’-(4-bromofenil)-tioureia:

H
O,N

(74)

Recristalizado em etanol/acetona com rendimento de 56%. PF: 185-186 °C. IV (KBr,
cm™): 3239, 3196, 3061, 1690, 1592, 1546, 1346, 1259, 1163, 1073, 1008, 940, 861,
826, 745, 714, 499. RMN de *H (400 MHz, DMSO-d) &: 7,62 (2H, d, 3387 Hz), 7,67
(2H, d, 33 8,7 Hz), 8,17 (2H, d, 3J 8,6 Hz), 8,35 (2H, d, 3J 8,6 Hz), 11,99 (1H, s,
CONH), 12,34 (1H, s, CSNH). RMN de **C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &:
118,7 (C), 123,4(+) (CH), 126,5(+) (CH), 130,3(+) (CH), 131,5(+) (CH), 137,4 (C),
138,1 (C), 149,8 (C), 166,6 (C=0), 179,0 (C=S).
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Figura 265. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 74.
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Figura 266. Espectro de *H do composto 74 adquirido em espectrdmetro Bruker avance llI
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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Figura 267. Espectro de **C e DEPT-135 do composto 74 adquirido em espectrémetro
Bruker avance Ill operando a 100 MHz (solvente DMSO-dg).
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(75) N-(2-clorobenzoil)-N’-(4-clorofenil)-tioureia:

(75)

Recristalizado em etanol com rendimento de 88%. PF: 177-178 °C. IV (KBr, cm™):
3157, 3055, 3020, 1682, 1593, 1538, 1492, 1434, 1344, 1253, 1163, 1092, 1047,
1014, 952, 854, 831, 754, 731, 647, 505, 462, 429. RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg)
81 7,44-7,58 (5H, m), 7,63 (1H, d, 3 7,4 Hz), 7,73 (2H, d, 3J 8,5 Hz), 12,07 (1H, s,
CONH), 12,33 (1H, s, CSNH). RMN de *C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &:
126,3(+) (C), 127,1(+) (C), 128,6(+) (C), 129,3(+) (C), 129,6(+) (C), 130,0 (C), 130,4
(C), 132,2(+) (C), 134,3 (C), 136,8 (C), 167,6 (C=0), 178,9 (C=S).
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Figura 268. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 75.



256

e il i |

T T T T T T T T T T T T T T T
14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

0|© oo|lo
olo [ 11"e}

Figura 269. Espectro de *H do composto 75 adquirido em espectrdmetro Bruker avance llI
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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Figura 270. Espectro de **C e DEPT-135 do composto 75 adquirido em espectrémetro
Bruker avance Ill operando a 100 MHz (solvente DMSO-dg).
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(76) N-(3-clorobenzoil)-N’-(4-clorofenil)-tioureia:

0 Hr\|/<j/cI
C|\©)ku/§s

(76)

Recristalizado em etanol/acetona com rendimento de 77%. PF: 162-163 °C. IV (KBr,
cm™): 3213, 3048, 1666, 1605, 1565, 1542, 1489, 1359, 1262, 1164, 1090, 875, 826,
698, 605, 504, 424. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-de) &: 7,48 (2H, d, %J 8,6 Hz), 7,57
(1H, t, 33 7,8 Hz), 7,70-7,74 (3H, m), 7,91 (1H, d, 3J 7,8 Hz), 8,03 (1H, s), 11,80 (1H,
s, CONH), 12,44 (1H, s, CSNH). RMN de **C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &:
126,2(+) (CH), 127,5(+) (CH), 128,5(+) (CH), 128,6(+) (CH), 130,3 (C), 130,4(+)
(CH), 132,8(+) (CH), 133,1 (C), 134,2 (C), 137,0 (C), 166,8 (C=0), 179,2 (C=S).
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Figura 271. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 76.
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Figura 272. Espectro de *H do composto 76 adquirido em espectrdmetro Bruker avance llI
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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Figura 273. Espectro de **C e DEPT-135 do composto 76 adquirido em espectrémetro
Bruker avance Ill operando a 100 MHz (solvente DMSO-dg).
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(77) N-(4-clorobenzoil)-N’-(4-clorofenil)-tioureia:

0 HN/O/CI
jonn

(77)

Recristalizado em etanol/acetona com rendimento de 99%. PF: 194 °C. IV (KBr, cm’
1): 3275, 3095, 3014, 1672, 1591, 1562, 1488, 1403, 1349, 1261, 1154, 1093, 1011,
849, 823, 766, 667, 608, 540, 504, 441. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) 6: 7,48
(2H, d, 3J 8,7 Hz), 7,61 (2H, d, 3J 8,5 Hz), 7,72 (2H, d, 33 8,5 Hz), 7,99 (2H, d, 33 8,7
Hz), 11,74 (1H, s, CONH), 12,49 (1H, s, CSNH). RMN de *3C e DEPT 135 (100 MHz,
DMSO-dg) 8: 126,2(+) (CH), 128,5(+) (CH), 128,6(+) (CH), 130,3 (C), 130,7(+) (CH),
131,0 (C), 137,0 (C), 138,1 (C), 167,2 (C=0), 179,3 (C=S).
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Figura 274. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 77.
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Figura 275. Espectro de *H do composto 77 adquirido em espectrdmetro Bruker avance lII
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Figura 276. Espectro de **C e DEPT-135 do composto 77 adquirido em espectrémetro
Bruker avance Ill operando a 100 MHz (solvente DMSO-dg).
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(78) N-(4-bromobenzoil)-N’-(4-clorofenil)-tioureia:

or
O HN
oy
H
Br

(78)

Recristalizado em etanol/acetona com rendimento de 81%. PF: 183-185 °C. IV (KBr,
cm™): 3349, 3135, 3025, 1669, 1531, 1484, 1345, 1256, 1151, 1081, 1008, 940, 853,
824, 768, 663, 590, 503, 463. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) &: 7,48 (2H, d, %185
Hz), 7,70-7,76 (4H, m), 7,91 (2H, d, %J 8,5 Hz), 11,72 (1H, s, CONH), 12,48 (1H, s,
CSNH). RMN de **C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-d) &: 126,2(+) (CH), 127,1 (C),
128,6(+) (CH), 130,3 (C), 130,8(+) (CH), 131,3 (C), 131,5(+) (CH), 136,9 (C), 167,3
(C=0), 179,2 (C=S).
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Figura 277. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 78.
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Figura 278. Espectro de *H do composto 78 adquirido em espectrdmetro Bruker avance llI
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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Figura 279. Espectro de **C e DEPT-135 do composto 78 adquirido em espectrémetro
Bruker avance Ill operando a 100 MHz (solvente DMSO-dg).
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(79) N-(4-metoxibenzoil)-N’-(4-clorofenil)-tioureia:

(79)

Recristalizado em etanol/acetona com rendimento de 85%. PF: 146 °C. IV (KBr, cm’
1Y: 3391, 3029, 2839, 1664, 1594, 1540, 1503, 1344, 1252, 1175, 1148, 1023, 824,
756, 632, 600, 500, 435. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 3,86 (3H, s, OCHs),
7,07 (2H, d, 33 8,5 Hz), 7,48 (2H, d, 3J 8,2 Hz), 7,73 (2H, d, 3 8,2 Hz), 8,02 (2H, d, 3J
8,5 Hz), 11,46 (1H, s, CONH), 12,70 (1H, s, CSNH). RMN de *C e DEPT 135 (100
MHz, DMSO-dg) 8: 55,6(+) (OCHa), 113,8(+) (CH), 123,8 (C), 126,2(+) (CH), 128,6(+)
(CH), 130,2 (C), 131,0(+) (CH), 137,0 (C), 163,3 (C), 167,5 (C=0), 179,5 (C=S).
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Figura 280. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 79.
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Figura 281. Espectro de *H do composto 79 adquirido em espectrdmetro Bruker avance llI
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Figura 282. Espectro de **C e DEPT-135 do composto 79 adquirido em espectrémetro
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(80) N-(2-clorobenzoil)-N’-(4-tercbutilfenil)-tioureia:

(80)

Recristalizado em etanol com rendimento de 58%. PF: 115-117 °C. IV (KBr, cm™):
3164, 3038, 2966, 2866, 1675, 1595, 1540, 1351, 1282, 1253, 1156, 1102, 1046,
950, 840, 757, 695, 649, 550, 464, 425. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-de) &: 1,31
(9H, 3xCHa), 7,43-7,65 (8H, m), 11,98 (1H, s, CONH), 12,32 (1H, s, CSNH). RMN de
13C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-ds) &: 124,0(+) (CH), 125,5(+) (CH), 127,2(+)
(CH), 129,4(+) (CH), 129,6(+) (CH), 130,0 (C), 132,2(+) (CH), 134,3 (C), 135,3 (C),
148,9 (C), 167,8 (C=0), 178,5 (C=S).
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Figura 283. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 80.
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Figura 284. Espectro de *H do composto 80 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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Figura 285. Espectro de **C e DEPT-135 do composto 80 adquirido em espectrémetro
Bruker avance Il operando a 100 MHz (solvente DMSO-ds).
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(81) N-(3-clorobenzoil)-N’-(4-tercbutilfenil)-tioureia:

O HN

(81)

Recristalizado em etanol com rendimento de 69%. PF: 154-155 °C. IV (KBr, cm™):
3181, 3038, 2964, 2869, 1671, 1537, 1341, 1258, 1159, 1110, 1016, 877, 842, 783,
712, 603, 536, 482. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 1,30 (9H, 3xCHa), 7,44 (2H,
d, 3J 8,6 Hz), 7,54-7,62 (3H, m), 7,72 (1H, d, 3J 8,1 Hz), 7,92 (1H, d, 3J 8,1 Hz), 8,04
(1H,s), 11,70 (1H, s, CONH), 12,46 (1H, s, CSNH). RMN de **C e DEPT 135 (100
MHz, DMSO-ds) &: 31,1(+) (3XCHs), 34,3 (C), 123,9(+) (CH), 125,4(+) (CH), 127,4(+)
(CH), 128,5(+) (CH), 130,3(+) (CH), 132,7(+) (CH), 133,1 (C), 134,3 (C), 135,4 (C),
148,8 (C), 166,9 (C=0), 178,7 (C=S).
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Figura 286. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 81.
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Figura 287. Espectro de *H do composto 81 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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Figura 288. Espectro de **C e DEPT-135 do composto 81 adquirido em espectrémetro

Bruker avance Il operando a 100 MHz (solvente DMSO-ds).
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(82) N-(4-clorobenzoil)-N’-(4-tercbutilfenil)-tioureia:

O HN

T

(82)

Recristalizado em etanol com rendimento de 68%. PF: 149-151 °C. IV (KBr, cm™):
3173, 3047, 2968, 2904, 2866, 1675, 1599, 1535, 1356, 1268, 1169, 1091, 1016,
947, 837, 768, 723, 552, 469. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 1,30 (9H, 3xCHy),
7,44 (2H, d, %J 8,6 Hz), 7,58-7,62 (4H, m), 7,99 (2H, d, 3J 8,6 Hz), 11,64 (1H, s,
CONH), 12,50 (1H, s, CSNH). RMN de *C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &:
31,1(+) (3XCHa), 34,3 (C), 123,9(+) (CH), 125,4(+) (CH), 128,5(+) (CH), 130,7(+)
(CH), 131,0 (C), 135,4 (C), 138,0 (C), 148,8 (C), 167,3 (C=0), 178,8 (C=S).
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Figura 289. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 82.
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Figura 290. Espectro de *H do composto 82 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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Figura 291. Espectro de **C e DEPT-135 do composto 82 adquirido em espectrémetro
Bruker avance Il operando a 100 MHz (solvente DMSO-ds).
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(83) N-(4-bromobenzoil)-N’-(4-tercbutilfenil)-tioureia:

O HN

o

(83)

Recristalizado em etanol com rendimento de 70%. PF: 151-152 °C. IV (KBr, cm™):
3208, 3034, 2963, 2902, 2868, 1679, 1592, 1527, 1395, 1341, 1261, 1161, 1111,
1083, 1009, 947, 862, 839, 768, 701, 597, 538, 483, 456. RMN de 'H (400 MHz,
CDCls) &: 1,34 (9H, s, 3xCHs), 7,44 (2H, d, %J 8,8 Hz), 7,62 (2H, d, 3J 8,8 Hz), 7,68
(2H, d, %3 8,8 Hz), 7,77 (2H, d, J 8,8 Hz), 9,14 (1H, s, CONH), 12,45 (1H, s, CSNH).
RMN de *3C (100 MHz, CDCl,) &: 31,4, 34,8, 123,8, 126,0 129,1, 129,2, 130,7, 132,7,
135,0, 150,2, 166,2 (C=0), 178,1 (C=S).
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Figura 292. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 83.
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Figura 293. Espectro de *H do composto 83 adquirido em espectrdmetro Bruker avance lII
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Figura 294. Espectro de **C do composto 83 adquirido em espectrémetro Bruker avance llI
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273

(84) N-(2-metoxibenzoil)-N’-(4-tercbutilfenil)-tioureia:

OMe O HN

N S
H

(84)

Recristalizado em etanol com rendimento de 55%. PF: 103-104 °C. IV (KBr, cm™):
3309, 3210, 3122, 3037, 2961, 2899, 2864, 1653, 1583, 1538, 1483, 1343, 1287,
1240, 1147, 1083, 1014, 863, 841, 758, 726, 549, 472. RMN de 'H (400 MHz,
DMSO-de) 8: 1,30 (9H, 3xCHs), 4,02 (3H, s, OCHg), 7,17 (1H, d, 3J 7,7 Hz), 7,29 (1H,
d, 33 8,5 Hz), 7,44 (2H, d, %J 8,5 Hz), 7,61-7,69 (3H, m), 7,94 (1H, dd, 3J 7,7 Hz, *J
1,7 Hz), 11,20 (1H, s, CONH), 12,52 (1H, s, CSNH). RMN de **C e DEPT 135 (100
MHz, DMSO-dg) &: 31,1(+) (3XCHs), 34,3 (C), 56,7(+) (OCHa), 112,9(+) (CH), 119,4
(C), 121,3(+) (CH), 123,7(+) (CH), 125,4(+) (CH), 131,2(+) (CH), 135,1(+) (CH),
135,2 (C), 148,9 (C), 157,6 (C), 165,2 (C=0), 177,8 (C=S).
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Figura 295. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 84.
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Figura 296. Espectro de *H do composto 84 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI
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Figura 297. Espectro de **C e DEPT-135 do composto 84 adquirido em espectrémetro
Bruker avance Ill operando a 100 MHz (solvente DMSO-dg).
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(85) N-(3-metoxibenzoil)-N’-(4-tercbutilfenil)-tioureia:

O HN

(85)

Recristalizado em etanol com rendimento de 70%. PF: 145-146 °C. IV (KBr, cm™):
3217, 3121, 2964, 2867, 2832, 1665, 1596, 1535, 1465, 1339, 1272, 1220, 1152,
1036, 909, 853, 806, 755, 683, 610, 541. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 1,30
(9H, 3xCHa), 3,85 (3H, s, OCHs), 7,22 (1H, dd, 3J 8,3 Hz, *J 2,0 Hz), 7,42-7,47 (3H,
m), 7,53-7,63 (4H, m), 11,53 (1H, s, CONH), 12,59 (1H, s, CSNH). RMN de *C e
DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 31,1(+) (3XCHs), 34,3 (C), 55,5(+) (OCHa),
113,3(+) (CH), 119,5(+) (CH), 121,0(+) (CH), 123,9(+) (CH), 125,4(+) (CH), 129,7(+)
(CH), 133,5 (C), 135,4 (C), 148,8 (C), 159,1 (C), 168,0 (C=0), 178,9 (C=S).
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Figura 298. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 85.
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Figura 299. Espectro de *H do composto 85 adquirido em espectrdmetro Bruker avance llI
operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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Figura 300. Espectro de **C e DEPT-135 do composto 85 adquirido em espectrémetro
Bruker avance Ill operando a 100 MHz (solvente DMSO-dg).
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(86) N-(4-metoxibenzoil)-N’-(4-tercbutilfenil)-tioureia:

o) HN@
//[::::::[//”\\PQ//LE}ES
H
MeO

(86)

Recristalizado em etanol com rendimento de 63%. PF: 149-151 °C. IV (KBr, cm™):
3278, 3007, 2959, 2868, 2849, 1669, 1593, 1556, 1502, 1346, 1255, 1176, 1147,
1028, 838, 753, 674, 607, 550, 503, 417. RMN de *H (400 MHz, CDCls) &: 1,33 (9H,
s, 3xCHs), 3,89 (3H, s, OCHs3), 7,00 (2H, d, 3J 8,9 Hz), 7,43 (2H, d, 3J 8,6 Hz), 7,63
(2H, d, J 8,6 Hz), 7,86 (2H, d, J 8,9 Hz), 9,03 (1H, s, CONH), 12,61 (1H, s, CSNH).
RMN de *3C (100 MHz, CDCls) &: 31,4 (3xCHs), 34,8, 55,8, 114,6, 123,7, 123,8,
125,9, 128,8, 135,2, 150,0, 164,2, 166,4 (C=0), 178,5 (C=S).
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Figura 301. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 86.
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Figura 302. Espectro de *H do composto 86 adquirido em espectrdmetro Bruker avance llI
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Figura 303. Espectro de **C do composto 86 adquirido em espectrémetro Bruker avance llI
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(87) N-(2-nitrobenzoil)-N’-(4-tercbutilfenil)-tioureia:

NO, O HN

N S
H

(87)
Recristalizado em etanol com rendimento de 49%. PF: 190-192 °C. IV (KBr, cm™):
3220, 3162, 3013, 2963, 2903, 2867, 1691, 1588, 1523, 1343, 1257, 1164, 1110,
1066, 1016, 947, 866, 834, 787, 749, 699, 647, 552, 468, 404. RMN de 'H (400 MHz,
DMSO-ds) &: 1,31 (9H, 3xCHa), 7,45 (2H, d, 33 8,7 Hz), 7,62 (2H, d, 3J 8,7 Hz), 7,78-
7,82 (2H, m), 7,91 (1H, t, 3J 7,5 Hz), 8,23 (1H, d, 3J 8,1 Hz), 12,12 (1H, s, CONH),
12,23 (1H, s, CSNH). RMN de **C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &: 31,1(+)
(3XCHs), 34,3 (C), 123,9(+) (CH), 124,2(+) (CH), 125,5(+) (CH), 129,5(+) (CH), 130,6

(C), 131,7(+) (CH), 134,6(+) (CH), 135,2 (C), 1455 (C), 148,9 (C), 167,5 (C=0),
178,4 (C=S).
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Figura 304. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 87.
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Figura 305. Espectro de *H do composto 87 adquirido em espectrémetro Bruker avance IlI

operando a 400 MHz (solvente DMSO-dg).
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Figura 306. Espectro de **C e DEPT-135 do composto 87 adquirido em espectrémetro
Bruker avance Il operando a 100 MHz (solvente DMSO-ds).
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(88) N-(3-nitrobenzoil)-N’-(4-tercbutilfenil)-tioureia:

O HN

CDZPd\\[::::::J///”\\Fj’/Ltbss

(88)

Recristalizado em etanol/acetona com rendimento de 72%. PF: 197-198 °C. IV (KBr,
cm™): 3166, 3038, 2962, 2868, 1672, 1532, 1344, 1262, 1165, 1113, 1014, 899, 851,
772, 731, 704, 647, 602, 545, 469, 421. RMN de *H (400 MHz, DMSO-de) &: 1,30
(9H, 3xCHa), 7,45 (2H, d, 23 8,5 Hz), 7,61 (2H, d, 3J 8,5 Hz), 7,83 (1H, t, 3J 8,0 Hz),
8,37 (1H, d, 3 8,0 Hz), 8,48 (1H, dd, J 8,3 Hz, *J 1,4 Hz), 8,78 (1H, s), 11,99 (1H, s,
CONH), 12,40 (1H, s, CSNH). RMN de *C e DEPT 135 (100 MHz, DMSO-dg) &:
31,1(+) (3xCHa), 34,4 (C), 123,7(+) (CH), 123,9(+) (CH), 125,5(+) (CH), 127,3(+)
(CH), 130,2(+) (CH), 133,9 (C), 135,1(+) (CH), 135,4 (C), 147,4 (C), 148,9 (C), 166,3
(C=0), 178,7 (C=S).
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Figura 307. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 88.
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(89) N-(4-nitrobenzoil)-N’-(4-tercbutilfenil)-tioureia:

o) HN@
s
H
O,N

(89)

Recristalizado em etanol/acetona com rendimento de 60%. PF: 184-186 °C. IV (KBr,
cm™): 3193, 3052, 2964, 2869, 1680, 1603, 1529, 1405, 1345, 1257, 1157, 1109,
1013, 940, 866, 827, 765, 700, 598, 543, 495, 449. RMN de *H (400 MHz, CDCls) &:
1,34 (9H, 3xCHs), 7,45 (2H, d, 33 8,6 Hz), 7,61 (2H, d, J 8,6 Hz), 8,09 (2H, d, 31 8,8
Hz), 8,38 (2H, d, 3J 8,8 Hz), 9,29 (1H, s, CONH), 12,34 (1H, s, CSNH). RMN de *C
(100 MHz, CDCls) &: 31,4 (3xCHs), 34,8 (C), 123,8, 124,4, 126,1, 129,0, 134,8,
137,3, 150,5, 150,8, 165,2 (C=0), 177,6 (C=S).
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Figura 310. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 89.
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Figura 311. Espectro de *H do composto 89 adquirido em espectrdmetro Bruker avance llI
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