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Resumo
Ureases sao enzimas hidroliticas dependentes de niquel, que impactam
negativamente tanto a producdo agricola quanto a saude humana e animal. Estas
enzimas hidrolisam a ureia - o fertilizante nitrogenado mais utilizado no mundo -
levando a formagao de amoénia e gas carbdnico que sdo gases associados aos efeitos
estufa e chuva acida. Ureia é também utilizada por bactérias ureoliticas como uma
estratégia de sobrevivéncia destes microrganismos em ambientes extremamente
hostis - como por exemplo o estébmago (pH 1,5-2,0). Nestes contextos, o
desenvolvimento de novos inibidores de urease podem eventualmente mitigar a
producao de gases nocivos ao ambiente favorecendo a permanéncia de nitrogénio no
solo para a nutricdo vegetal, além de combater microrganismos patogénicos para
humanos e animais. Este trabalho teve como objetivo a obtengdo e avaliagdo anti-
ureolitica de heterociclicos derivados de aminoacidos e de anilinas aromaticas em
testes in vitro frente a enzima urease isolada de Canavalia ensiformis e a elaboragao
de um experimento de quantificagdo da amdnia, volatilizada a partir da ureia, em um
sistema de fluxo continuo de ar em camara fechada. A motivacdo da escolha dos
derivados de aminoacidos sob forma de tioidantoinas, deu-se pela reconhecida
atividade antibacteriana desses compostos e a facilidade de obtencao, nao exigindo
procedimentos complexos de purificagdo. Foram sintetizadas e avaliadas treze
tioidantoinas derivadas da valina (Val), triptofano (Trp) e treonina (Thr), com
rendimentos que variaram de 48 a 94%. Em relacdo a atividade anti-ureolitica, além
dos derivados de aminoacidos foram testados os aminoacidos precursores: (i) L-
valina, D-valina, L/D-valina (ii) L-triptofano, D-triptofano, L/D-triptofano (iii) L-Treonina.
Todos os aminoacidos e sete dos seus derivados apresentaram valores de ICso
comparaveis ao inibidor de referéncia, hidroxiureia (HU, ICso = 559 uM), destacando-
se as tioidantoinas derivadas da valina que foram significativamente mais potentes
(ICs0 = 332, 433, 448 uM). Ja a motivagédo da escolha dos derivados de anilina sob a
forma de hibridos benzimidazois-benzoiltioureias e benzotiazois-benzoiltioureias deu-
se pela reconhecida capacidade de ambas as classes em inibir as enzimas ureases.
Foi estabelecido assim, uma rota sintética viavel para a sintese do primeiro precursor,
2-aminobenzotiazol, com rendimento de 88%. Dentre os produtos propostos, os
hibridos benzotiazol-benzoiltioureias (HBTs) com substituintes na posigao meta e para
foram obtidos com rendimentos que variaram de 47 a 78%. A maioria dos compostos
sintetizados apresentaram valores de ICso comparaveis ao inibidor de referéncia, HU.



Palavras chaves: fertilizantes, tioidantoinas, benzotiazois, benzoiltioureias,
volatilizag&o, agronegdcio.



Abstract

Ureases are nickel-dependent hydrolytic enzymes, which negatively impact both
agricultural production and human and animal health. These enzymes hydrolyze urea
— the most widely used nitrogen fertilizer in the world — leading to the formation of
ammonia and carbon dioxide, which are gases associated with greenhouse effects and
acid rain. Urea is also used by ureolytic bacteria as a survival strategy for these
microorganisms in extremely hostile environments — such as the stomach (pH 1.5-2.0).
In these contexts, the development of new urease inhibitors may eventually mitigate
the production of harmful gases to the environment, in addition to combating
pathogenic microorganisms for humans and animals. This work aimed to obtain and
evaluate anti-ureolytic heterocyclics derived from amino acids and aromatic anilines in
vitro tests against the urease enzyme isolated from Canavalia ensiformis. The
motivation for choosing amino acid derivatives in the form of thioidantoins was due to
the recognized antibacterial activity of these compounds and the ease of obtaining
them, not requiring complex purification procedures. Thirteen thioidantoins derived
from valine (Val), tryptophan (Trp) and threonine (Thr) were synthesized and
evaluated, with yields ranging from 48 to 94%. In relation to anti-ureolytic activity, in
addition to amino acid derivatives, precursor amino acids were tested: (i) L-valine, D-
valine, L/D-valine (ii) L-tryptophan, D-tryptophan, L/D- tryptophan (iii) L-Threonine. All
amino acids and seven of their derivatives showed ICso values comparable to the
reference inhibitor, hydroxyurea (HU, I1Cso = 559 uM), with the valine-derived
thioidantoins being significantly more potent (ICs0 = 332, 433, 448 uM). The motivation
for choosing aniline derivatives in the form of benzimidazole-benzoylthioureas and
benzothiazol-benzoylthioureas hybrids was given by the recognized ability of both
classes to inhibit urease enzymes. Thus, a viable synthetic route for the synthesis of
the first precursor, 2-aminobenzothiazole, with 88% yield was established. Among the
proposed products, only the benzothiazol-benzoylthioureas (HBTs) hybrids with meta
and para substituents were obtained with yields ranging from 47 to 78%. Most of the
synthesized compounds had ICso values comparable to the reference inhibitor,
hydroxyurea. This work also aimed to develop an experiment to quantify ammonia,
volatilized from urea, in a continuous air flow system in a closed chamber, in which one

compound of each class synthesized in this work was evaluated.



Keywords: fertilizers, amino acids, thioidantoins, benzothiazoles, benzoylthioureas,

volatilization, agribusiness.
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1. Introducao Geral

1.1 Urease

O estudo das ureases curiosamente esta envolvido em pelo menos trés fatos
histéricos que contribuiram de forma imensuravel para o avango da ciéncia. A ureia,
principal substrato da urease, foi descoberta na urina humana por Hillaire M. Rouelle
(1773) e foi sintetizada por Wohler (1828) se destacando como a primeira molécula
orgéanica obtida a partir de compostos inorganicos.'-3 A urease foi a primeira enzima
obtida sob a forma de cristal (1926) por James B. Summer, em um estudo que
comprovou a hatureza proteica das enzimas e, mais tarde, em 1946, rendeu ao
pesquisador um dos prémios mais cobicados pela comunidade cientifica, o prémio
Nobel em quimica.* Em 1975, o grupo do professor Australiano Zerner, dando
continuidade ao trabalho de Summer contribuiu para o inicio da elucidagao estrutural
da enzima urease isolada de Canavalia ensiformes (Jack Bean) ao descobrir a
presencga de dois atomos de niquel na estrutura enzimatica, sendo o primeiro registro
desse metal como cofator de enzimas.®

A ureia € um composto altamente estavel em solugdes aquosas apresentando
um tempo de meia-vida de aproximadamente 40 anos a 25 °C na auséncia de
ureases.®’ Essa estabilidade é decorrente das estruturas de ressonancia envolvendo
os pares de elétrons livres dos atomos de nitrogénio e da ligagéo = da carbonila. Esta
ressonancia diminui a eletrofilia do carbono carbonilico, tornando a molécula menos

propensa a ataques nucleofilicos (Esquema 1).8

Esquema 1. Representacao das estruturas de ressonancia da molécula de ureia

o ., :o'_.. .'O'D :..:
C)Ol\h - Hf\%(im - M. <« Q

H,N" "NH, NH, HoN" NH; HaN™ “NH,

Mesmo com essa estabilidade, em meio aquoso, pode ocorrer a eliminagao de
amoénia da ureia, resultando na formacao de isocianato que, em uma etapa de
hidrélise, fornece amdnia e acido carbdnico que se decompdem espontaneamente em
CO2 e H20. Na presencga da enzima urease, a reagdo é cerca de 10" vezes mais
rapida e gera como intermediarios carbamato e amoénia que, apods hidrdlise, forma

acido carbonico e amoénia (Esquema 2).3
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Esquema 2. Equagdes envolvidas na degradagao da ureia

Jiy wesse, ] o
urease 2
HN” ONH, t 20 HQNJ\OH * NHg H,CO3 T 2NH,

reacao sem
catalisador

H,0 H,CO; + NH;

HN=C=0 + NH,

O avanco nas elucidagbdes das estruturas tridimensionais completas das
enzimas ureases isoladas de Klebsiella aerogenes®, Bacillus pasteurii'® e Helicobacter
pylori'* e a melhor compreenséo do sitio ativo das respectivas enzimas, contribuiram
para formulagbes de diferentes propostas do mecanismo destas enzimas.?'213 As
ureases pertencem ao grupo das amido-hidrolases (enzimas que auxiliam na clivagem
de ligagdes amidicas pela molécula de agua) e sdo encontradas em plantas, bactérias,
fungos, algas e invertebrados.?? Cerca de 43 estruturas cristalinas de ureases foram
isoladas.’® A maioria das ureases bacterianas existem sob a forma de trimeros de trés
subunidades (afy)s com excegado da enzima urease isolada de H. pylori, que é
composta por duas subunidades. Ureases de plantas e fungos sao geralmente
compostas por apenas uma subunidade estruturalmente sob a forma de trimeros do

tipo (a)3 (Figura 1, pg. 22)."3
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Figura 1. (A) Estrutura do oligdmero (ay)s da urease de B. pasteurii. (B) Esquema de fita do oligdmero
(aPy)s da urease de K. aerogenes. (C) Estrutura do oligbmero [(ap)s3]s da urease de H. pylori. (D)
Estrutura do oligbmero [(a)s]2 da urease de C. ensiformis. Os atomos de Niquel sdo apresentados como
esferas vermelhas. Reproduzido com permissdo de Copyright (2014) American Chemical Society'3

Apesar da variagao na estrutura quaternaria das enzimas ureases, cerca de
55% da identidade em suas sequéncias primarias estabelecem a relagao evolutiva
entre elas, sendo assim, 0 mecanismo da atividade enzima/substrato pode ser
extrapolado para as demais ureases uma vez que as disposigdes do sitio ativo das

enzimas sdo semelhantes.8°
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1.2 Urease na agricultura

Na agricultura, a urease esta envolvida no ciclo do nitrogénio. A urease é
fundamental na etapa de transformacdo de nitrogénio “organico” em nitrogénio
“inorganico”, para assimilagao de nitrogénio pelas plantas.'#15

E crescente a necessidade de utilizagéo de fertilizantes na producéo alimenticia
pois os nutrientes disponiveis no solo ndo sao suficientes para a atual demanda de
produgdo.'® Dentre os fertilizantes nitrogenados, a ureia é o mais utilizado,
representando cerca de 56% do consumo mundial.'”-'® O Brasil ocupa a terceira
posicao no ranking dos maiores consumidores desta classe de fertilizantes. No ano
de 2017, o Brasil teve um consumo aparente de 5,6 milhdes de toneladas de ureia,
dos quais 85% sao provenientes de importagédo (Figura 2) sendo em grande maioria
proveniente da Argélia, Russia e Catar. A elevada utilizagdo da ureia frente aos
demais fertilizantes deve-se ao baixo custo por unidade de nitrogénio, estabilidade
quimica, alta solubilidade em agua, biocompatibilidade com outros fertilizantes e a

facilidade de fabricagao e transporte.319.20

Figura 2. Consumo nacional de fertilizantes nitrogenados no ano de 2017

M Sulfato de Amonio
M Ureia
Nitrato de Amonio

Fosfato diamonio -
DAP

M Fosfato
monoamaonio -
MAP

85% provem de importagao
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Como as plantas ndo sao capazes de assimilar o nitrogénio organico, o
principal papel da urease na agricultura € permitir que os organismos usem a ureia
como fonte de nitrogénio, sendo responsavel em acelerar a transformagdo do
nitrogénio organico da ureia em nitrogénio inorganico sob a forma de amonia.?! Nesse
sentido, a urease presente no solo € essencial para o uso da ureia como fertilizante
nitrogenado. Além disso, esta enzima é uma das hidrolases mais eficientes, sendo
capaz de acelerar a velocidade de hidrdlise da ureia por um fator de 10" (cem trilhdes)
em relagdo a decomposigao da ureia na auséncia desta enzima (Esquema 2, pg. 21).22

A reacao de hidrdlise catalisada pela urease produz amonia e cerca de 40-70%
€ volatilizada para a atmosfera, tornando-se portanto, uma massa de nitrogénio
improdutiva, pois ndo sera assimilada pelas plantas.'®23 Além disso, essa perda de
amonia pode aumentar o pH do solo prejudicando a assimilagao de alguns nutrientes
e, consequentemente, levando a perdas no cultivo.’® Além do prejuizo econémico,
uma vez que grande parte do nitrogénio aplicado esta sendo perdido, tem-se ainda o
impacto ambiental correspondente a elevada emissdo do gas amoénia para a
atmosfera.

Em 1989, Newbould abordou a necessidade da utilizagcdo de fertilizantes
nitrogenados na producao de alimentos e, sob o ponto de vista ambientalista, advogou
sobre a proibicao do uso desta classe de fertilizantes por contribuirem para formacgéao
de gases responsaveis pela chuva acida' e de derivados de nitrogénio (NOx), os
quais estéo associados ao agravamento do efeito estufa e eutrofizagdo de lagos.?42°

Como a mitigacao do uso de fertilizantes nitrogenados nao € uma opgao viavel
para os agricultores, estratégias que visam um melhor aproveitamento desses
fertilizantes nitrogenados sao largamente estudadas a fim de se obter boas praticas
agricolas e sustentabilidade ambiental. Melhores praticas de manejo abordam a
maneira de se aplicar os fertilizantes, como no caso da incorporagao da ureia no solo
(5 cm) a fim reduzir em até 90% a perda de nitrogénio. No entanto, esses processos
possuem elevado custo operacional uma vez que necessitam de um manejo do solo
e existem culturas que impossibilitam tal incorporagéo, como por exemplo em culturas
perenes, plantas com ciclo de vida mais longos que n&o precisam ser replantadas
apo6s término do ciclo produtivo. Outras alternativas, além da utilizacdo de diferentes
fontes nitrogenadas, sdo o uso de ureia revestida para liberagdo lenta, o uso de
supergranulos de ureia e a adi¢ao de inibidores de urease, tém se mostrado o método

mais eficiente e largamente utilizado no mercado global. 420
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1.3 Urease em sistemas bioldgicos

Os estudos envolvendo ureases em sistemas bioldgicos tiveram um expressivo
aumento no século XX, decorrente da descoberta da H. pylori e 0 seu papel no
desenvolvimento de inflamagdes gastricas.?® Em 2005, essa descoberta resultou no
laureamento do prémio Nobel de Medicina para os pesquisadores Warren e Marshall.
Existe uma ampla variedade de enzimas ureoliticas que, apesar das diversificadas
origens, possuem a mesma capacidade de catalisar a hidrolise da ureia para produzir
amoOnia e carbamato, que se decompde espontaneamente para produzir uma segunda
molécula de amoénia e acido carbdnico (Esquema 2, pg. 21). Os efeitos decorrentes
da aménia produzida colocam a urease como um fator de viruléncia para uma
variedade de patdogenos humanos.??’

A ureia é o principal produto nitrogenado proveniente da sintese de catabdlicos
que contenham nitrogénio em animais vertebrados, sendo que um humano saudavel
pode produzir cerca de 10 Kg de ureia por ano.'®?8 Produzida no figado, a ureia é
transportada na corrente sanguinea até os rins onde é excretada através da urina.?’
A concentragao da ureia no sangue (concentragao sérica) € de 1 a 10 mM, ja na urina
pode-se exceder 0,5 M.?° Apesar do sistema digestivo ndo estar envolvido no percurso
de excregdo, a concentragdo da ureia no estdmago € de 1,7 a 3,4 mM.3 Isto se deve
ao fato de a ureia estar presente nas secregcoes das glandulas exdécrinas em
concentracdes de 3 a 10 mM, sendo a saliva a maior representante dessas secregoes
com, em meédia, um litro por dia, justificando assim, a presenga da ureia no sistema
digestivo.?7:30

Como a ureia é o substrato da enzima urease, todo local do organismo que tenha
a passagem ou presenga desta, esta sujeito a agdo da enzima urease caso haja
“‘contaminacédo” por bactérias ureoliticas. A infeccdo do trato urinario € uma das
principais patogéneses relacionada a enzima urease e as espécies ureoliticas mais
comuns isoladas no trato urinario sao, Proteus mirabilis e Staphylococcus
saprophyticus.?>?” Com a liberagido de amoénia resultante da hidrolise da ureia, tem-se
o0 aumento no valor do pH da urina, tipicamente neutra ou ligeiramente acida. O meio
alcalino provoca a precipitagdo de complexos anteriormente soluveis, resultando
assim na formagao de calculos urinarios, sendo a estruvita (Mg(NH4)PO4+6H20) e
carbonato de apatita [Ca10(PO4)sCO3] os mais comuns.?33

Além da contribuicdo na formacao de calculos urinarios, as ureases também

podem estar associadas a formacao de pielonefrite aguda, infec¢ao grave associada
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a capacidade de incorporagao de outras bactérias patogénicas nos calculos
formados.3? Algumas alternativas para controlar a formagéo dos calculos urinarios
baseiam-se em restricdes alimentares, dietas, maior consumo de liquidos e até
mesmo o consumo de alimentos acidos a fim de alterar o pH da urina.3' Estudos est&o
sendo desenvolvidos para compreender a interagao entre as bactérias com o sistema
urindrio e possiveis formas de combate as mesmas.3:32

O interesse cientifico por ureases microbianas esta relacionado com a
descoberta da H. pylori e, consequentemente, a necessidade de compreensiao do
mecanismo de interagdo da bactéria, pois as doencgas relacionadas a H. pylori
representaram elevado gasto financeiro com saude publica por diversos paises no
final do século XX.3334 Durante anos, acreditava-se que o estbmago nao poderia ser
ocupado por microrganismos devido ao baixo valor de pH, 1-2, que impossibilitaria a
manutengdo e o crescimento microbiano.?” No entanto, na presenca da ureia a agéo
das enzimas ureases colaboram para o aumento do pH no microambiente das
bactérias (Figura 3, pg. 26) contribuindo para o seu crescimento. Em 2001
Montecucco e Rappuoli abordaram, em um artigo de revisdo, como a H. pylori

sobrevive nas condigdes hostis do estdbmago.3®

Figura 3. (a) Micrografia eletrbnica de varredura de H.
pylori. (b) Representacdo esquematica mostrando o
canal de entrada da ureia e a produgcdo de amdnia,
que neutraliza o ambiente acido, em amarelo,
favorecendo o aumento de pH no ambiente ao redor
da bactéria (azul claro). Reproduzido com permissao
da referéncia (2001) Nature Reviews Molecular Cell
Biologys®

A H. pylori é a principal bactéria ureolitica que infecta o trato gastrointestinal. Nao
ha certeza sobre quando ocorreu a primeira infecgao por esse microrganismo, mas 0s
primeiros relatos de dores estomacais ocorreram por médicos gregos em 1586.3° A
infecgao por H. pylori € considerada uma infec¢ao crénica e, mesmo que o contato

com O microrganismo ocorra nos primeiros anos de vida, as consequéncias podem
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ser assintomaticas ou capazes de gerar moderadas infecgbes gastricas.3%36 Estima-
se que 50% da populacado mundial esta infectada com H. pylori e que 15 a 20% desse
montante sofrem por doengas mais graves associadas a esse microrganismo.3%37

As patologias associadas a H. pylori, tais como gastrite, ulcera peptidica, ulceras
gastroduodenais, entre outras, ndo se limitando a colonizagdo bacteriana mas
também aos efeitos citotdxicos provenientes da amdnia gerada pela urease no meio
e a resposta imunoldgica do organismos frente a infecgdo.3® A aménia pode reagir
com mediadores formados pelo sistema imunoldgico, gerando monocloroamina que
esta relacionada com a indugé&o de danos mutagénicos ao DNA, contribuindo para o
desenvolvimento do cancer de estbmago.> Como resposta, os estudos envolvendo o
combate a H. pylori vem sendo desenvolvidos, uma vez que os tratamentos
disponiveis atualmente sio dispendiosos, demorados e passiveis de elevada
possibilidade de ocorrer reinfecgdo.?’

Ultimamente, a terapia de primeira linha recomendada para a erradicagao da H.
pylori consiste em uma associagdo de medicamentos com dois antibidticos
(claritromicina e amoxicilina) e um inibidor de bomba de prétons (IBP, omeprazol),3”
porém o efeito de resisténcia da H. pylori aos antibidticos esta bem documentado.38-
40 Entretanto, a terapia sequencial tem mostrado resultados promissores. Ela consiste
em um programa de 10 dias, em duas etapas, consistindo na administragdo de um
IBP com amoxicilina durante os primeiros 5 dias, seguido por terapia tripla por mais 5
dias. Dentre os tratamentos citados, nenhum apresenta uma eficacia de 100% na
erradicacéo do H. pylori, além de serem passiveis de resisténcia e efeitos adversos.*°

No entanto, no que concerne as resisténcias aos multiplos farmacos tem-se o
crescente empenho no estudo de novas estratégias para combate a esse
microrganismo.3” Dentre essas estratégias enquadra-se o desenvolvimento de
vacinas com o uso de subunidades recombinantes isoladas de diferentes ureases. As
vacinas tém apresentado respostas imunoldgicas e baixos efeitos adversos e ja estdo
sendo testadas em humanos.?”#' Qutra alternativa ¢ utilizacdo de compostos
quimicos que agem com a finalidade de inibir a urease presente na bactéria
combatendo assim, indiretamente, o crescimento do microrganismo. Os estudos que
abordam essa ultima alternativa serdo apresentados na secdo 1.4, pg. 28 desse
trabalho.

A geragcdo de amdnia nédo traz apenas maleficios. Existem duas principais

vertentes em que as ureases apresentam pontos positivos.#? A primeira é associada
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a cavidade bucal onde, na presenca de bactérias ureoliticas como a Streptococcus
salivarius, tem-se o0 aumento do pH proveniente da ureia secretada na saliva, 3 a 10
mM. O aumento do pH contribui para a manutengdo dos biofiimes dentarios
prevenindo a formacao de caries dentarias uma vez que assim dificulta o crescimento
de bactérias que vivem em baixos valores de pH.3°

A segunda associagcdo € a presenga das bactérias ureoliticas no rumen de
bovinos e ovinos. Atualmente, a ureia tem sido utilizada como fonte nitrogenada pois
apresenta um menor custo se comparada as proteinas, na alimentacdo de ruminantes.
Apesar de ja validada para tal aplicacédo, estudos evidenciam danos associados a
utilizagcao de ureia na alimentagao de bovinos pois a taxa de formagao de aménia é
superior ao seu consumo, causando toxicidade por aménia e prejudicando a saude do

animal.43-45

1.4 Inibidores de ureases

Decorrente da necessidade de controlar doencas que envolvam enzimas
ureoliticas e prejuizos ambientais e econdmicos associados na agricultura, ha um
grande interesse na pesquisa e obtencao de inibidores de urease. Estes inibidores
tem como objetivo se ligarem a enzima urease, seja no sitio ativo (inibigdo competitiva)
ou em um sitio alostérico (inibigdo ndo competitiva) contribuindo, assim, para
permanéncia da ureia no meio.*¢ Ao contrario da aplicagdo medicinal, na agricultura a
inibicdo ndo pode ser total, uma vez que o nitrogénio € absorvido pela planta sob a
forma de amonio."”

ApOs a descoberta da primeira estrutura cristalina da ureia (1926), e anterior as
elucidacdes estruturais das ureases (1995), ja haviam varios estudos envolvendo
inibidores de urease.*? Um dos primeiros artigos, publicado em 1944 por Turner et al.
abordou evidéncias experimentais que sugerem a possivel inibicdo da enzima urease
pela penicilina.#” No entanto, os proprios autores descrevem a necessidade da
melhoria tecnologica nos testes e uma certa dificuldade na interpretacdo dos
resultados alcangados. Compostos de fluor, enxofre e fosfatos também foram
estudados entre 1943 e 1949 e os tipos de inibicdo por competi¢ao ja eram discutidos
para os compostos fostatados.43:48.49

O estudo de compostos com semelhanca estrutural a ureia € uma alternativa na
busca por novas substancias com atividade inibitéria e um exemplo disso € o acido

hidroxamico (Figura 4, pg. 29) e seus derivados, desenvolvidos desde 1962 por
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Kobashi et al.%° e Amtul et al.*6 Esses pesquisadores descreveram um compilado de
bactérias e os melhores inibidores derivados do acido hidroxdamico até o ano de
2002.%6 Essa classe de compostos € sintetizada até o presente momento, destacando-
se o composto 1 (Figura 4) obtido por Xiao et al., no ano de 2013 com a concentragao
necessaria para inibir 50% da enzima (ICso, do inglés half maximal inhibitory
concentration) de 0,083 uM frente a enzima urease isolada de H. pylori.>* Shaw provou
que os grupos sulfidrilas dos residuos de cistinas presentes no sitio ativo da enzima
interagem com ions metalicos por meio da formagao de sulfetos metalicos inativando
a enzima. Desse modo, determinou uma ordem crescente de inibicdo da enzima
urease a partir de ions metalicos: Mn?*< Be?*< Co?*< Ni?*< Cd?*< Cu?*< Hg?*~ Ag*.%?
Em 2018, nosso grupo de pesquisa publicou um artigo de revisao abordando o uso de
bases de Schiff aplicadas como inibidores de urease podendo-se destacar o composto
2 (Figura 4) sintetizado por You et al., que apresentou um ICso de 0,03 uM para a
urease isolada de H. pylori tendo o acido aceto hidroxamico (37,2 uM) como controle
positivo.®3%* A utilizacdo de metais e complexos metdlicos para tal finalidade é
bastante expressiva sendo que em 2019, Habala et al., publicaram um artigo de

revisdo abordando exatamente essa tematica.®®

Figura 4. Representacao de estruturas quimicas de reconhecidos inibidores de urease
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A busca por novas substancias que atuam como inibidores da enzima urease se
intensificou por volta do ano 2000.%6-%° Diversos compostos organicos e inorganicos
ja foram investigados como inibidores da atividade ureolitica de ureases, a citar: i)
analogos estruturais da ureia (acidos acilhidroxédmicos, amidas, ésteres de acidos
fosforicos, tioureias, benzoiltioureias, adutos de Biginelli, derivados do &acido
barbiturico etc); ii) inibidores ndo relacionados a estrutura da ureia (triazois, iminas,

oximas, cumarinas, benzoimidazaéis, benzotiazois, tidis, acido borico etc); iii) produtos
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naturais (flavonoides, cumarinas, terpenoides, quinonas, saponinas, alcaloides
etc).360-63

Na aplicagéo agricola, os fosforoamidatos merecem atengdo como inibidores
de urease, pois o aditivo agricola mais utilizado no mundo para tal finalidade pertence
a essa classe. O tiofosfato de N-(butil)triamida (NBPT; Figura 5, pg. 31) possui
eficiéncia comprovada em solos com plantagées de milho, arroz, cana-de-agucar etc,
sendo o Unico inibidor de urease comercial presente no mercado.56-58.6465 No entanto,
Zanin et al., (2015 e 2016) apresentaram algumas desvantagens associadas a
absorgdo de nitrogénio com o uso do NBPT®%667 e alguns paises limitam o seu uso.46
Anterior ao NBPT, o fenil-fosforodiamidato (PPD; Figura 5, pg. 31) foi o composto que
mais chamou atencdo da comunidade cientifica, uma vez que apresenta ICso de 2 nM
frente a enzima isolada de Canavalia ensiformis além de bons resultados em solo.%8
Estudos de cristalografia por raios X constataram que o PPD se liga ao sitio ativo da
enzima de uma maneira semelhante a ureia, no entanto, antes da interacéo, o PPD
sofre hidrélise e o seu produto diamidofosfato (DAP) é o responsavel pela inibigéo.3
Outro produto proveniente da hidrélise do PPD é o fenol, o que compromete a
utilizagéo do inibidor devido a sua elevada toxicidade.5°

Os inibidores de ureases mais eficientes até o presente momento foram obtidos
por Dominguez et al. em 2008, que sintetizaram 8 compostos representantes das
classes dos fosforoamidatos com ICso < 10 nM, frente a enzima isolada de C.
ensiformis, destacando-se o composto 3 (Figura 5, pg. 31) com ICso de 2 nM enquanto
o composto de referéncia (NBPT) apresentou ICso de 100 nM.58

Para a aplicagdo medicinal, os tratamentos comumente adotados n&o
envolvem o mecanismo proposto para os inibidores de urease, apesar do omeprazol
e seus analogos apresentarem resposta quanto a inibigdo da enzima em modelos in
vitro.”®7" No entanto, dentre os milhares de compostos estudados para erradicar a H.
pylori, Mojzych et al. sintetizaram 10 hibridos pirazoltriazinesulfonamidas quirais com
valores de ICso variando de 0,037-0,084 uM frente a enzima isolada de C. ensiformis
e tioureia como inibidor de referéncia (20,7 uM). Os estudos para o melhor composto,
4, (Figura 5, pg. 31) mostram que ele € um inibidor competitivo; porém os testes

toxicologicos e in vivo encontram-se como espectativas.’?
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Figura 5. Representacao de estruturas quimicas dos melhores inibidores de urease até o momento
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2. Objetivos Gerais

o Sintese e caracterizagao de possiveis inibidores de urease;

o Avaliacdo da capacidade dos compostos sintetizados em inibirem a
atividade ureolitica em modelos in vitro (frente a enzima purificada de C.
ensiformes);

o Elaboragdo e implementagdo de um novo projeto técnico voltado para
quantificacdo de amdnia volatilizada por fluxo continuo de ar em camara
fechada;

o Avaliagdo dos melhores inibidores no ensaio de volatilizagdo de amonia;

3. Materiais e Métodos

Para as sinteses dos compostos descritos neste trabalho foram utilizados
reagentes de grau analitico. Quando necessario, foram realizadas purificacbes
seguindo as metodologias descritas por Armarego e Perrin.”3

O solo utilizado nesse trabalho é proveniente da Universidade Federal de Vigosa
(UFV) sendo caracterizado como argissolo vermelho-amarelo coletada na camada de
0 a 5 cm em érea cultivada em sistema de plantio direto, com 580, 60 e 360 g kg-! de
areia, silte e argila, respectivamente. O solo apresentou valor de pH 5,79 e 5,3 mg dm-
3 de P e 198 mg dm= de K (ambos em Mehlich), 3,42 cmol kg™' de Ca?* e 1,89 cmol
kg-! de Mg?* (extraidos em KCI 1,0 mol L"), e 64,0 g kg-' de matéria organica (Walkley-
Black).
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3.1 Generalidades metodolégicas

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas utilizando placas
POLYGRAM-UV2540, 20 mm MACHEREY-NAGEL. As placas de CCD foram
observadas sob lampada de ultravioleta (A = 254 nm) e posteriormente reveladas com

o auxilio de solugao ninidrina.”

3.2 Temperaturas de fusao
As temperaturas de fusdo foram determinadas utilizando um aparelho GEHAKA-

PF1500. Os valores observados no equipamento nao foram corrigidos.

3.3 Infravermelho

Os espectros na regidao do infravermelho (IV) foram realizados em um
espectrofotbmetro  SpectroOnePerkin  Elmer (Instituto de Ciéncias Exatas,
Departamento de Quimica - UFMG) utilizando pastilha de KBr na regido de 400-4000

cm™,

3.4 Espectrometria de massas

Os espectros de massas, utilizando a ionizagéo por electrospray (ESI) foram
obtidos em um espectréometro de massas Thermo LCQ-Fleet (Instituto de Ciéncias
Exatas, Departamento de Quimica - UFMG). As condigbes para ESI foram:
temperatura do bloco: 250 °C; voltagem do capilar: (+) 5,0 kV; fluxo de gas: 30 a.u. As

solugdes foram injetadas por infusdo direta.

3.5 Ressonancia magnética

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN de 'H,
400 MHz) e de carbono (RMN de 3C, 100 MHz) foram obtidos em um espectrémetro
Bruker AVANCE-IIl 400 e Bruker Avance Neo 600 (Laboratério de Ressonancia
Magnética de Alta Resolugdo — LAREMAR - multiusuario da UFMG). Utilizou-se
cloroférmio deuterado (CDCI3) e dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds) para o preparo
das amostras. Os deslocamentos quimicos (J) foram expressos em partes por milhdo
(ppm) sendo referenciados pelos sinais dos respectivos solventes ou padréo interno
tetrametilsilano (TMS).
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3.6 Testes in vitro dos compostos sintetizados e de seus respectivos
aminoacidos precursores frente a enzima purificada de C. ensiformis.

O potencial dos compostos em inibir a enzima urease foi avaliado seguindo o
método do indofenol.”* Cada composto foi testado em quatro concentragdes e
incubado em uma reacdo de meio tamponado com fosfato 20 mM (pH 7,4) e
suplementado com EDTA 1 mM, ureia 10 mM e 12,5 mU de urease isolada de C.
ensiformis (Sigma). As reacdes foram mantidas a 25 °C durante 10 min, seguido pela
adicdo de um volume de 0,5 mL de 1% m/v de fenol em 5 ppm de nitroprussiato de
soédio e um volume de 0,7 mL de 0,5% m/v de NaOH em 0,1% v/v de hipoclorito de
sodio para interromper a atividade da enzima. Apds incubagao dos sistemas, a 50 °C
por 5 min, foi obtido a absorbancia a 630 nm para determinacdo da quantidade de
amoénio (NH4") formado no meio. Sistemas de reacdo desprovidos de enzima foram
usados como branco e a hidroxiureia (HU) foi empregada como um inibidor de urease
referéncia. A inibicdo da atividade urease foi determinada em termos percentuais,
tendo como referéncia a producdo de NH4* em reacdes na auséncia do inibidor de
urease.

Os testes foram realizados em microplacas de 96 pocgos utilizando o substrato
ureia na concentragao final de 10 mM. Para os derivados de aminoacidos foram
testadas quatro concentragdes dos inibidores variando de 125 até 1000 uM, com
excecao aos compostos 106ac e 110ac em que as concentragdes variaram de 500

até 2000 uM. Ja, as benzoiltioureias foram testadas em concentragdes finais de 100,

175 e 250 uM.

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software PRISMA. Os
experimentos foram realizados em quadruplicata e quatro blocos experimentais
providos de diferentes pesagens, sendo assim considerados individuos
independentes que serdo analisados estatisticamente.

Inicialmente todos os resultados foram avaliados pelo software com a finalidade
de remover possiveis outliers, em seguida, foram realizados os testes de ANOVA One-
way com pos-teste de Tukey para verificar se as médias dos grupos diferem
significativamente entre si. Para os derivados de aminoacidos em que foram
determinados os valores de ICso, foram verificados se os dados sdo homocedasticos
(se a variancia do eixo y permite a utilizagcdo de uma equacgao linear). As curvas

obtidas para cada tratamento foram submetidas a anélise de significancia (para
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verificar se os tratamentos de diferentes blocos podem ser relacionados entre si), e
caso um tratamento nao fosse significativo o experimento foi reproduzido novamente.
Para os derivados de aminoacidos além do valor de ICso foram apresentados os
valores de porcentagem de inibigdo a uma concentragao de 500 uM do inibidor. Para
os hibridos benzotiazois benzoiltioureias os resultados foram descritos por

porcentagem de inibicado a 100 uM.

3.7 Ensaio de volatilizagao de NHs pelo método de fluxo continuo de ar em
camara fechada

A volatilizagcdo de amodnia a partir dos inibidores sintetizados foi avaliada em
laboratério utilizando uma metodologia adaptada de Paiva et al.”® que consiste em um
sistema fechado com fluxo continuo de ar. O sistema é formado por camaras de
incubacgdo (recipientes de vidro com volume de 0,34 dm?®) conectadas a unidades
coletoras de amonia (erlenmeyers com 40 mL de solugdo de acido borico 20 g L).
Em cada camara de incubacéao foi adicionada uma amostra de 100 g de solo do tipo
Argissolo Vermelho-Amarelo, previamente seco ao ar e peneirado (malha 2 mm). A
24 h antecedentes ao inicio do experimento, o solo foi transferido para as camaras de
incubacao e a umidade do solo elevada para 80% do equivalente de umidade com
agua destilada. As camaras foram mantidas em temperatura ambiente (25+ 2 °C). Em
seguida, foram adicionadas as camaras 1 mL de etanol contendo os compostos que
foram avaliados e para o controle positivo, 1 mL de etanol puro. Foram adicionadas
as camaras 1 mL de solucdo de ureia (3,57 M) recém preparada suficiente para suprir
100 mg de nitrogénio, apds a adigao do fertilizante, as camaras foram imediatamente
vedadas iniciando o fluxo de ar. As unidades coletoras foram, entdo, substituidas
periodicamente (24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h e 144 h) para fins de avaliacdo da
quantidade de amoénia volatilizada a partir da ureia. A amoénia coletada foi quantificada
por titulagdo potenciométrica com acido cloridrico (0,05 mol L") tendo-se como ponto
final de titulagao o valor de pH da solugao de acido bérico inicialmente empregada (pH
=4.9). Nessa etapa foi utilizado um titulador automatico Tritino Plus 840- Metrohm. Os
resultados foram expressos em miligrama de nitrogénio volatilizado (NHs) por grama
de nitrogénio aplicado e porcentagem de nitrogénio perdido, avaliado nos respectivos
tempos. O experimento foi realizado em quatro replicatas e o delineamento

experimental foi em blocos ao acaso. Além das camaras descritas, foram adicionadas
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ao sistema, replicatas contendo apenas solo com agua e etanol, para as medigbes em
que o solo apresentou uma pequena variagao no valor de pH, foram realizadas uma
corregao no valor de quantificagcdo de amébnia subtraindo a média referente ao
nitrogénio presente no solo utilizado.

Os resultados estatisticos foram representados como média £ desvio padrao da
média. A avaliagdo da normalidade foi realizada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.
O teste de ROUT (Q = 10 %) foi utilizado para a remogao de outliers. Para a analise
dos tratamentos, o teste de ANOVA One-way com pos-teste de Tukey foi utilizado
para verificar se as médias dos grupos diferem significativamente entre si em cada
tempo avaliado. Valores de p<0,05 foram considerados significativos. As analises

foram feitas utilizando-se o software GraphPad Prism® 9.
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Capitulo 1 — Sintese e Avaliagcao Anti-ureolitica de Derivados de

Aminoacido

1. Introducao

Decorrente dos estudos de novos inibidores de urease cujas estruturas continham
o0 nucleo base do acido hidroxamico, em 1992 Odake et al., sintetizaram diferentes
derivados variando 18 aminoacidos associados sob a forma de mono ou dipeptideo
com glicina. A atividade antiureolitica desses compostos foi testada para a enzima
purificada de C. ensiformes com os valores de ICso variando de 1,8 a 35 mM, sendo

os mais ativos de cada classe, mono e dipeptideo, apresentadas na Figura 6.7°

Figura 6. Representagcéo de estruturas quimicas de reconhecidos inibidores de urease derivados do
acido hidroxamico
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Mais recentemente Ullah et al. sintetizaram 21 compostos divididos em 7 hibridos
distintos contendo valina, triptofano e fenilalanina como aminoacidos precursores. A
inibicdo da atividade ureolitica foi estudada frente a enzima isolada de Bacillus
pasteurii e a tioureia foi usada como inibidor de referéncia (ICso = 21 uM). Na Figura
7 (pg. 37) estao representados os inibidores mais ativos para cada classe dos hibridos
visto que, o valor de ICso variou de 6,23 a 52,41 uM.”” Alguns derivados de
aminoacidos também foram utilizados como ligantes na obtencdo de complexos que
possuem atividades promissoras frente a enzima urease como o0s complexos
sintetizados por lkram et. al. em que o complexo de zinco foi o mais ativo entre os

compostos sintetizados.”®
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Figura 7. Representacao de estruturas quimicas de reconhecidos inibidores de urease derivados de
aminoacidos
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A utilizacado de aminoacidos como reagentes de partida na sintese de novas
moléculas de interesse bioldgico € uma estratégia eficiente quando se deseja inserir
um centro estereogénico no produto final. Além disso, a partir dos aminoacidos €&
possivel obter heterociclos, por exemplo tioidantoinas que sao caracterizados por
possuirem um anel de cinco membros do tipo 2-tioxo-imidazolidinonas em que a

carbonila esta localizada na posigdo 2 ou 4 do anel (Figura 8, pg. 38).7°
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Figura 8. Representacdo do nucleo base para tioidantoinas e hidantoinas
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A sintese das tioidantoinas foi descrita em 1890 quando Klason reagiu

hidrocloreto de etil-aminoacetato com tiocianato de potassio (Figura 9).7°

Figura 9. Obtencao de tioidantoina por metodologia proposta por Klason et al.
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Apos 21 anos, as tioidandoinas foram obtidas pela primeira vez a partir de
aminoacidos, por Komatsu et al. Estes pesquisadores reagiram glicina com tiocianato
de sodio na presenga de anidrido acético obtendo como produto a tioidandoina sob
forma acetilada que em condicdes acidas resultou no produto deacetilado de interesse
(Figura 10).80

Figura 10. Obtencao de tioidantoina por metodologia proposta por Komatsu et al.,
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O estudo dos derivados de tioidantoinas esta associado as suas atividades
bioldgicas, a saber: antimicrobiana,®' anticonvulsivante®? e antiparasitaria,®® além da
facilidade de conversdo nos compostos oxigenados correspondentes, hidantoinas
(Figura 8).84 Derivados de hidantoina apresentam diversas aplicagbes bioldgicas

sendo encontrados em farmacos, como, por exemplo, fenitoina, nifurtoinol,
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nitrofurantoina e nifurfolina (Figura 11), com excegédo do primeiro que apresenta
propriedade anticonvulsivante e € empregado no tratamento de crises epilépticas, os

demais possuem propriedades antibacteriana e antisséptica.”%8%

Figura 11. Representagéo de hidantoinas utilizadas como farmacos
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/
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N 0 / o)
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Nifurtoinol Nitrofurantoina Nifurfolina

Em 2006, Wang et al. desenvolveram uma metodologia para obtencdo de
tioidantoinicos a partir de diferentes aminoacidos em uma unica etapa na auséncia

de solventes (Figura 12).86

Figura 12. Obtencgédo de tioidantoina por metodologia proposta por Wang et al.

R
—
R\HJ\NHz T H,NT NH, - \)kNH + H,0 + NH,
L 170 - 220°C HN
2
S
23 - 78%

Decorrente da ja relatada atividade anti-ureolitica de derivados de aminoacidos
e a facilidade de modificacdo estrutural dos mesmos propde-se neste trabalho, a
obtencao de tioidandoinas derivadas de aminoacidos que apresentem a capacidade
de reduzir a volatilizagdo de amdnia no uso de ureia como fertilizante e que possam

ser empregados na erradicagao da bactéria H. pylori.
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2. Objetivos especificos

° Sintese e caracterizacao de acetil-tioidantoinas derivadas da valina,
triptofano e treonina (DAac);

o Sintese e caracterizacao de tioidantoinas derivadas da valina, triptofano e
treonina (DA);

o Avaliagdo da atividade antibacteriana dos compostos sintetizados e dos
aminoacidos frente a C. ensiformis.

o Avaliagdo do derivado de aminoacido mais eficiente em teste de

volatilizacdo de amédnia.

Procedimentos experimentais

2.1 Sintese das acetil-tioidantoinas

o o
O R\§/Z< AN
o 0 NH,SCN NH
R - ou NH
\XJ\OH + )J\O)J\ 100 °C, 30 min N\< HN\<
NH, o S S

R = j-Pr ou CH3-3-indol

As acetil-tioidantoinas foram preparadas por meio da metodologia descrita por
Reyes e Burgess (2006).8” Desta forma, 13,3 mmol do aminoacido e 13,3 mmol do
tiocianato de amdnio (NH4SCN) foram adicionados a um baldo de fundo redondo de
50 mL juntamente com 7,5 mL (79,3 mmol) de anidrido acético. A mistura foi mantida
sob agitacdo a 100 °C durante 30 min e apés confirmagao do término da reagao por
CCD, foram adicionados, aproximadamente, 20 mL de agua/gelo ao sistema, que foi
mantido em geladeira por 24 horas. Apds este tempo os cristais formados foram

filtrados, lavados com agua gelada e secos sob vacuo durante 24 horas.
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Foérmula Molecular: CsH12N202S

Aspecto: solido amarelo claro

Rendimento: 49 - 54%

Temperatura de Fusao: 104,5 — 109,3 °C (Lit. 107-110 °C)®®

IV (KBr, cm™): 3130, 1770, 1676, 1470, 1286, 1216, 1078, 1378,1358, 1346, 826.

Tabela 1. Sinais observados no espectro de RMN de 'H e de 3C da tioidantoina sintetizada (110ac) e
os descritos na literatura

RMN de "H, 400 MHz, DMSO-d; RMN de "H, 400 MHz, DMSO-d;
(Carvalho et al., 2018)%
5(ppm) M I J(Hz) S (ppm) M | J (Hz)
0,75 d 3 7,0 0,76 d 3 6,9
1,05 d 3 7,0 1,08 d 3 7,0
2,39-2,46 m 1 - 2,39-2,42 m 1 -
2,72 s 3 - 2,73 s 3 -
4,57 d 1 3,4 4,58 d 1 34
12,60 sl 1 - 12,63 sl 1 -

RMN de °C, 100 MHz, DMSO-d
(Carvalho et al., 2018)%

o 15,4; 17,4; 27,3; 28,9; 66,7; 169,7; 172,1; | & 15,8; 17,9; 27,8; 29,4; 67,2; 170,2; 172,7;
182,8. 183,3.

RMN de 3C, 100 MHz, DMSO-ds
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106ac

Formula Molecular: C14H13N302S

Aspecto: solido marrom claro

Rendimento: 82-94%

Temperatura de Fus3o: 152,0 — 154,3 °C (Lit. 163 — 165 °C)8°
IV (KBr, cm™): 3394, 3124, 1758, 1676, 1336, 1230, 750.

Tabela 2. Sinais observados no espectro de RMN de 'H e de 3C da tioidantoina sintetizada (106ac) e
os descritos na literatura

RMN de "H, 400 MHz, DMSO-ds RMN de "H, 400 MHz, DMSO-ds
(Carvalho et al., 2018)%
S (ppm) M | J (Hz) J(ppm) M | J (Hz)
2,67 S 3 - 2,68 S 3 -
3,28 dd 1 2,4;14,8 3,33 dd 1 2,5; 14,8
3,52 dd 1 5,5; 14,8 3,55 dd 1 5,6; 14,8
4,97 dd 1 2,4;5,5 4,99 dd 1 2,5;55
6,94-6,98 m 2 - 6,95-7,08 m 3 -
7,03-7,06 m 1 - -
7,33 dd 2 8,0; 16,6 7,35 dd 2 7,67; 16,3
10,94 S 1 - 10,97 S 1 -
12,28 S 1 - 12,30 S 1 -
RMN de 3C, 100 MHz, DMSO-d
RMN de "*C, 100 MHz, DMSO-ds
(Carvalho et al., 2018)8°
o. 24,7, 27,4, 63,6; 106,3; 111,4; 118,0; | 6. 25,1; 27,9; 64,1, 106,8; 111,9; 118,5;
118,6; 121,0; 124,1; 127,3; 135,8; 170,1; _ _ _ _ _ _
173.2: 182.4. 119,1; 121,5; 124,6; 127,8; 136,3; 170,54;
173,7; 182,9.
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Férmula Molecular: CsHsN20S
Aspecto: solido amarelo claro
Rendimento: 48-52%

Temperatura de Fus&o*: 244,7 — 249,7 °C (Lit. 252 — 255 °C)®

IV (KBr, cm™"): 3236, 3138, 1724, 1674, 1516, 1374, 1332, 1256, 1186, 1144, 752.
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* Apesar de coincidir com a literatura, na medi¢cdo, aparentemente, houve

decomposi¢cdo da amostra sendo necessarios estudos via técnica termogravimétrica.

Tabela 3. Sinais observados no espectro de RMN de 'H e de '3C da tioidantoina sintetizada (116) e

descritos na literatura

RMN de "H, 400 MHz, DMSO-ds

RMN de 'H, 400 MHz, DMSO-ds
(Carvalho et al., 2018)%

S (ppm) M | J (Hz) o (ppm) M | J (Hz)
1,84 d 3 7.6 1,86 d 3 -
5,70 q 1 7,6 5,71 q 1 7,68
11,90 s 1 - 11,92 s 1 -
12,04 s 1 - 12,06 s 1 -

RMN de 3C, 100 MHz, CDClI3

RMN de 3C, 100 MHz, CDClI;
(Carvalho et al., 2018)8°

0. 12,6; 111,7; 131,8; 164,2; 178,0. 0. 13,

01; 112,18; 132,23; 164,62; 178,45.
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2.2 Sintese das tioidantoinas

0
R o
0 s \§/Z<NH . R
R%OH . Método | HN—(¢ _ Método Il NH
i HN™ “NH, 180 oc. 45 min % HCI (5 M), 1h \‘(NK
2 R = i-Pr ou CH;-3-indol o S

As tioidantoinas foram preparadas por duas metodologias distintas. A partir da
otimizagdo das condi¢des propostas por Wang et al.,, método | do esquema acima,
uma mistura de 10 mmol do aminoacido e 30 mmol de tioureia foi adicionada a um
baldo de 50 mL de fundo redondo e mantida sob agitagdo e aquecimento a 180 °C.8
Apods completa solubilizagcdo do aminoacido na tioureia fundida (Tf 175 — 178 °C), o
sistema foi mantido a 180 °C por 45 minutos e o fim da reagao foi confirmado por CCD.
Em seguida, enquanto o baldo resfriava até a temperatura ambiente foram
adicionados 12,5 mL de agua destilada, quando houve a formacao de precipitado, o
sistema foi aquecido até completa solubilizagdo, aguardou-se o resfriamento e o baldo
foi mantido em geladeira por 24 h. Os cristais obtidos foram filtrados com o auxilio de
uma bomba a vacuo e lavados com agua gelada e em seguida secos sob vacuo.

A segunda metodologia, método Il do esquema acima, para obtencdo das
tioidantoinas foi realizada uma reacao de desacetilagdo com 1 mmol de acetil-
tioidantoinas obtidas anteriormente e 15 mL de uma solugdo 5M de acido cloridrico,
mantidas sob agitagédo e aquecimento a 100 °C por 60 minutos. Em seguida, o sistema
foi resfriado até a temperatura ambiente (= 25 °C) e a fase organica extraida trés
vezes com 20 mL de acetato de etila. Apds remocgao de agua com sulfato de magnésio
anidro (MgSOs), o produto de interesse foi obtido pela remogéo de volateis a presséo

reduzida.
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HN\<NH

110

Formula Molecular: CeH1o0N20S

Aspecto: solido amarelo claro

Rendimento: 65-68%

Temperatura de Fus3o: 135,2 — 139,5 °C (Lit. 134 — 136 °C)8°

IV (KBr, cm™): 3272, 3184, 1728, 1698, 1522, 1382, 1164, 1332, 1322, 736.

Tabela 4. Sinais observados no espectro de RMN de 'H e de '3C da tioidantoina sintetizada (110) e os
descritos na literatura

RMN de "H, 400 MHz, DMSO-ds RMN de "H, 400 MHz, DMSO-ds
(Carvalho et al. 2018)%
J(ppm) M I J (Hz) 3 (ppm) M I J (Hz)
0,80 d 3 6,8 0,81 d 3 6,8
0,95 d 3 7,0 0,95 d 3 6,8
2,00-2,07 m 1 - 2,00-2,07 m 1 -
4,10 dd 1 0,90; 3,5 4,10 d 1 3,7
10,02 S 1 - 10,10 S 1 -
11,62 sl 1 - - - - -
RMN de 3C, 100 MHz, DMSO-ds
RMN de "*C, 100 MHz, DMSO-ds
(Carvalho et al. 2018)%
6. 16,1; 18,2; 29,9; 65,5; 175,9; 182,9. 0. 16,5; 18,7; 30,4; 66,2; 176,4; 183,4.
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HN / NH
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Formula Molecular: C12H11N3OS

Aspecto: solido marrom claro

Rendimento: 71-76%

Temperatura de Fusao: 166,0 — 163,3 °C (Lit. 196,2 — 204,8 °C)3
IV (KBr, cm™): 3372, 3166, 1748, 1532, 1292, 1158, 746.

Tabela 5. Sinais observados no espectro de RMN de 'H e de '3C da tioidantoina sintetizada (106) e os
descritos na literatura

RMN de "H, 400 MHz, DMSO-ds RMN de "H, 400 MHz, DMSO-ds
(Carvalho et al. 2018)%

S (ppm) M | J (Hz) S (ppm) M | J (Hz)
3,07-3,18 m 2 - 3,08-3,19 m 2 -
4,51-4,53 m 1 - 4,53 dd 1 4,24, 49

6,94-6,99 m 1 - 6,95-7,00 m 1 -
7,03-7,07 m 1 - 7,04-7,08 m 1 -
7,10 d 1 2,3 7,11 d 1 2,4
7,30-7,32 m 1 - 7,31-7,33 m 1 -
7,54 d 1 7,9 7,55 d 1 7,9
10,04 S 1 - 10,06 S 1 -
10,90 s 1 - 10,91 s 1 -
11,35 S 1 - 11,37 S 1 -
RMN de *C, 100 MHz, DMSO-d,
RMN de "*C, 100 MHz, DMSO-ds
(Carvalho et al. 2018)%
6. 25,7; 61,3; 107,4; 111,2; 118,4; 118,5; | 6. 26,1; 61,8; 107,8; 111,7; 118,8; 121,3;
120,9; 124,1;127,3;135,8; 176,2; 182,4. 124,6; 127,8; 136,3; 176,7; 182,8.
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3. Resultados e Discussoes

3.1 Sintese das acetil-tioidantoinas e tioidantoinas

Derivados de aminoacidos sob a forma de tioidantoinas e suas respectivas
estruturas acetiladas sdo compostos que vem sendo estudados em nosso grupo de
pesquisa para diferentes aplicagbes, como por exemplo, avaliacdo da atividade anti-
bacteriana.?® As acetil-tioidantoinas provenientes dos enantidmeros e do racemato do
triptofano e valina foram obtidas com rendimentos moderados, porém condizentes
com a literatura.®® A tioidantoina derivada da treonina obtida da desidratacdo

catalisada pelo acido gerado no meio, obtido com rendimento moderado (Tabela 6).

Tabela 6. Rendimento das sinteses das acetil-tioidantoinas e do produto 116 pela metodologia de
Reyes e Burgess®”

1 o 0 NH,SCN R% /\/4
4 NH NH
Rk)J\oH + )J\O)K 100 °C, 30 min WN% ou HNX<
0 S

NH; S
Produto Aminoacido R Rendimento
110ac-L L-Valina i-Pr 49 %
110ac-D D-Valina i-Pr 48 %

110ac-L/D L/D-Valina i-Pr 54 %
106ac-L L-Triptofano CH2-3-indol 92%
106ac-D D-Triptofano CH2-3-indol 79%
106ac-L/D L/D-Triptofano CH2-3-indol 54 %
116 L-Treonina CHOHCHs3 50%

O mecanismo proposto para essa reagao (Esquema 3, pg. 48) baseia-se no
ataque do grupo amino do aminoacido a carbonila do anidrido acético resultando na
formacao do intermediario I. Apds a transferéncia de préton, o par de elétrons do
oxigénio assiste a saida de uma molécula de acido acético formando o respectivo
aminoacido acetilado. Em seguida, a hidroxila do aminoacido acetilado ataca outra
molécula de anidrido acético dando origem ao intermediario IV que apds transferéncia
de préton, perde uma molécula de acido acético formando o intermediario VI. O
nitrogénio do tiocianato ataca a carbonila mais deficiente em carga do intermediario

VI, a fim de se restabelecer a neutralidade da molécula, o par de elétrons do oxigénio
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assiste a saida do acetato que provavelmente sera estabilizado pelo contra ion
amoénio. Por fim, tem-se a etapa de ciclizagdo em que o nitrogénio proveniente do
aminoacido ataca o carbono do isotiocianato resultando no intermediario IX que apés

etapa acido-base forma o produto de interesse.

Esquema 3. Mecanismo proposto para obtengao das acetil-tioidantoinas 106 a 110

o}
J\{R N)J\Sg/R HN)J\Sg/R
\ +
S// H’N\fo -s };O S ):;O
Vil IX X

A formacao da tioidantoina proveniente da treonina nao passa pelo mecanismo
proposto acima. Como discutido por Carvalho et al., a treonina apresenta uma
hidroxila g a carbonila, propensa a sofrer eliminagao favorecida pelo fato da reagao se
proceder em meio acido. Sendo assim, o mecanismo seguido para obtencdo da

tioidantoina derivada da treonina segue o proposto, Esquema 4, pg. 49.
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Esquema 4. Mecanismo proposto para obteng¢ao da tioidantoina 116

O OH o* o 075 04 OH O
(O 0 )K 20
HO)S/K + SN — o — NS/ — OH
o HoN* HN
NHz\_/ 2) ) Os_NH
O ™ Tz
OH O OH O OH

\'ll

7° =L TN
O NH,* - H
Vil IX X
o o) 0
Hjbé\ e TR
NH I — N = L NH
P
S S)i )—;O _S); /P,O
Xil Xl X

A principal modificagdo no mecanismo € a protonagao da hidroxila ga carbonila
que €& protonada pelo acido acético proveniente do anidrido, intermediario IV,
resultando na eliminagdo da molécula de agua e consequente formacéo da ligagdo n
carbono-carbono, intermediario V, dando fim ao centro estereogénico tetraédrico no
atomo de carbono. Vale ressaltar que no préprio meio tem-se a desacetilagao
formando a tioidantoina XII (116).

As tioidantoinas também foram obtidas por diferentes metodologias, a partir da
desacetilagdo das acetil-tioidantoinas. O mecanismo desta reacao foi estudado e
proposto por Congdon e Edwar (Esquema 5, pg. 50).8 Em meio acido, a acetil-
tioidantoina encontra-se protonada, essa carga esta distribuida sobre os atomos de

nitrogénio, carbono e oxigénio. Como o meio de reagdo € composto por uma solugao



50

de acido forte, HCI, tem-se também a presencga de moléculas de agua que contribuem
para estabilizagdo da tioidantoina protonada (lI). O par de elétrons do oxigénio do
acetil migra para ligacdo carbono-oxigénio, simultaneamente tem-se a quebra da
ligagdo carbono-nitrogénio e abstragdo do hidrogénio proveniente da molécula de
agua pelo atomo de enxofre favorecendo a saida do acido acético formando a

tioidantoina correspondente.

Esquema 5. Mecanismo proposto para desacetilagdo das aceti-tioidantoinas 106 a 110

o) 0 o)
N N N
S% /V/O §°  \c=oH sHACS )

\ +’ \
/ H—o K
I n-H >
H3o+ H2.C.)'

0
HNJ\;/R , HNJ\;/R . O
S)/*NH ..(‘):N )J\OH

Com a finalidade de aplicar alguns conceitos da quimica “verde”, reduzindo o
numero de etapas e consequentemente a quantidade de reagentes e
residuos/subprodutos, as tioidantoinas também foram obtidas pela metodologia
proposta por Wang et al.8¢ O mecanismo proposto pelos autores consiste no ataque
do par de elétrons de um dos nitrogénios da tioureia a carbonila do aminoacido
(Esquema 6, pg. 51). Apos a etapa de prototropismo, a saida de uma molécula de
agua da origem a formacgéo da ligagdo amida (lll), em seguida, tem-se a etapa de
ciclizagdo em que o par de elétrons do grupo a-amino a carbonila ataca a tiocarbonila
dando origem ao intermediario IV que ao perder uma molécula de aménia forma o

produto de interesse.
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Esquema 6. Mecanismo proposto para obtengao das tioidantoinas 106 e 110 partindo-se da tioureia.

OH

H R%O H‘) S

AN A
S s S2.0° C OH
I NH, By OH pt. J XS
== /g ——~ HoN N NH,
HoN™ “NH, H,N” NH HN" N NHy — H
R

1 R I

As tioidantoinas foram obtidas com diferentes rendimentos em funcdo da

metodologia empregada (Tabela 7).

Tabela 7. Rendimento para sintese das tioidantoinas pela metodologia adaptada de Wang?®

o o]
R§)ok0H2 . HZN)SJ\NHZ Método | ' R\(«NH Método II RE/«NH
H, 180°C, 45 min  HN~¢ HCI (M), th \(s
S (o)
Produto Aminoacido R Rendimento
Met. 12 Met.lI2
110-L L-Valina i-Pr 93% 48%
110-D D-Valina i-Pr 23% b
110-L/D L/D-Valina i-Pr 56% E
106-L L-Triptofano CH2-3-indol 75% 50%
106-D D-Triptofano CH2-3-indol 68% z
106-L/D L/D-Triptofano CH2-3-indol 71% b
116 L-Treonina COHHCHs

a rendimento global considerando a sintese da acetil-tioidantoina e a respectiva desacetilagéo  ndo foi sintetizado

por essa metodologia.

De um modo geral, notou-se que para a L-valina, o método | foi o mais eficiente,

além disso os cristais foram obtidos com elevada pureza sendo dispensavel qualquer
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outro processo de purificagdo. Por esse motivo, o método Il n&o foi testado. Apesar
do método | apresentar as suas vantagens, a sintese partindo do triptofano por esse
meétodo teve complicagdes nas etapas de elaboragédo. Quando foi adicionada agua ao
fim da reagédo, houve formagdo de um O6leo de alta viscosidade e pegajoso sendo
necessaria varias etapas de purificagdo envolvendo solubilizagcdo a quente, com
auxilio de um banho ultrassénico, seguido de resfriamento e filtragdo. Ja a sintese
pelo método IlI, apesar de envolver duas etapas e maior consumo de
reagentes/solventes, resultou em uma elaboragédo mais eficiente uma vez que o solido
€ obtido apos remogao de solvente utilizando um evaporador rotatorio.

Na Tabela 8 estédo representadas as estruturas de todos compostos sintetizados
com excegao do racemato (L/D) que corresponde ao produto obtido partindo da

mistura racémica do aminoacido correspondente.

Tabela 8. Representagao estrutural das tioidantoinas obtidas

Acetil-tioidantoinas
110ac-L 110ac-D 106ac-L 106ac-D

O

le

Tioidantoinas
110-L 110-D 106-L 106-D 116

0 u o 0
HN\<NH Hﬁl\<NH %NH :N\\<NH
S K< S

A caracterizagao estrutural das acetil-tioidantoinas e tioidantoinas foi realizada
mediante a obtengdo dos espectros de absor¢géo na regido do infravermelho (IV) e
ressonancia magnética nuclear (RMN). Para fins de ilustragdo, serdo discutidos no
texto as atribuicbes dos sinais referentes aos compostos provenientes da valina.

No espectro de RMN de 'H para o composto 110ac (tendo DMSO-ds como
solvente, Figura 13, pg. 53) foram observados dois dupletos em 0,76 (J = 6,9 Hz) e
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1,08 (J = 7,0 Hz) ppm que correspondem aos hidrogénios das metilas do grupo
isopropila.8? Entre 2,39 e 2,42 ppm foi observado um sinal sob forma de multipleto
atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono terciario do grupo isopropila, o sinal
referente a esse hidrogénio tem uma multiplicidade caracteristica devido as metilas
vizinhas e ao hidrogénio ligado ao carbono estereogénico. No entanto, a multiplicidade
desse sinal foi comprometida devido a sobreposi¢cao desses com o sinal residual do
solvente DMSO-ds. O simpleto em 2,72 ppm integrado para trés hidrogénios
corresponde a metila do grupo acetila e o hidrogénio a-carbonila foi observado sob a
forma de um dupleto (4,57 ppm) apresentando uma constante de acoplamento igual
a 3,4 Hz, condizendo com o valor relatado na literatura.®> Por fim, na regido menos

blindada do espectro foi observado o sinal referente ao hidrogénio da amida em 12,61

ppm.

Figura 13. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do 110ac

. nunMErHresrgsrFTFTONDO O
2 T NN NN NN NN A A O O
A g
NH .
\‘\/N« !
LS | “\
AN | ” l W
T T T T T T
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) . _JW |
) T T T T T T T T T T T T T T T
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No espectro de RMN de "*C e DEPT 135 obtidos para o derivado 110ac (Figura
14, pg.54) séo observados os sinais referentes aos carbonos metilénicos em 15,4;
17,4 e 27,3 ppm, e em 28,9 ppm foi observado o carbono terciario do grupamento

isopropila. O sinal de deslocamento quimico (66,7 ppm) foi atribuido ao carbono
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metinico do anel e os demais sinais foram atribuidos segundo Pretsch et al., sendo:
(i) o sinal em maior deslocamento quimico, 169,7 ppm, referente ao carbono
carbonilico do grupo acetila, (ii) o sinal em 172,1 ppm referente a carbonila proveniente
do aminoacido e (iii) o sinal em maior deslocamento quimico, 182,8 ppm,

correspondente ao carbono do grupamento tiocarbonila.

Figura 14. Espectro de RMN de 3C (abaixo; 100 MHz; DMSO-ds) e DEPT 135 (acima) do110ac
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No espectro na regiao do infravermelho obtido para o composto 110ac (Figura
15, pg. 55) foi observado em 3130 cm-! uma banda caracteristica de estiramento N-H
que, consequentemente, resulta no aparecimento das bandas atribuidas a
deformacgdo angular da respectiva ligagcdo N-H, em 1470, 1186, 1078 cm™. Com
elevada intensidade, foram observadas as bandas que correspondem ao estiramento
das ligagbes C=0 das carbonilas, sendo a banda em 1770 cm™ atribuida a carbonila
da tioidantoina e a banda em 1676 cm™' a carbonila da “amida”. As bandas referentes
a deformacéao angular do grupo isopropila foram observadas em 1356, 1346 e 826 cm~
. Além das bandas referentes aos estiramentos dos grupos alquilas (2880-2988 cm-
) e estiramentos das ligagbes C-N (1296, 1378 cm™'), a banda caracteristica que
confirmou a formagé&o do produto foi observada com maior intensidade em 1216 cm-’

referente ao estiramento C=S da tioureia.
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Figura 15. Espectro na regido do IV (em KBr, cm') do 110ac
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A desacetilagdo de 110ac foi evidenciada no espectro de RMN de 'H pela
presenga do simpleto em 10,02 ppm que corresponde ao atomo de hidrogénio
adicional em comparagao a estrutura acetilada. Além disso, em comparagao ao
espectro de RMN-"H para 110ac (Figura 13, pg. 53), ndo se observou no RMN de 'H

de 110 (Figura 16) o sinal da metila, caracteristico do grupo acetila.

Figura 16. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) do 110
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Além disso, comparando-se o espectro de RMN de *C e DEPT 135 obtido para
110ac (Figura 14, pg. 54), nos espectros obtidos para 110 (Figura 17) n&do foram

observados os sinais referentes ao grupo acetila.

Figura 17. Espectro de RMN de '3C (abaixo; 100 MHz; DMSO-de) e DEPT 135 (acima) do 110
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Evidencias adicionais da formacao de 110 a partir de 110ac foram observadas
no espectro na regidao do infravermelho (Figura 18, pg. 57) que, além das bandas ja
discutidas anteriormente, apresentou uma banda adicional em comparagcdo ao
espectro obtido para 110ac (Figura 15, pg. 55), caracteristica do estiramento N-H
(3272 e 3184 cm™).
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Figura 18. Espectro na regido do IV (em KBr, cm') do 110
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Os dados de caracterizagdo para os demais derivados de aminoacidos

encontram-se nas paginas 41 a 46 e os respectivos espectros no anexo | deste

exemplar.

3.2 Testes in vitro dos compostos sintetizados e de seus respectivos
aminoacidos precursores frente a enzima purificada de C. ensiformes.

A determinagao da atividade inibitéria das tioidantoinas para a enzima urease
purificada de C. ensiformes foi realizada a partir do método do indofenol. O indofenol
€ um composto de coloracdo azul intensa, formado a partir da reagao entre fenol e
amoénia na presenga de um agente oxidante (Esquema 7). Nesse trabalho foi adotado

hipoclorito de sédio, como agente oxidante.

Esquema 7. Equagao quimica para formagao do indofenol

O

2@ + NHg + 3cl0 ————> b—@Nz@zo + 2H,0 + HO + 30

Como essa reacgao € utilizada para quantificar toda amonia proveniente da ureia,
€ importante que ela ocorra rapidamente, requerendo assim, o uso de nitroprussiato
de so6dio em meio basico para catalisar essa reagao. A quantidade de indofenol gerada
esta diretamente relacionada a quantidade de amédnia gerada a partir da ureia,
também utilizada na construgao da respectiva curva de calibracao.

A quantidade de amdnia gerada foi relacionada a porcentagem de inibigdo da
enzima (Figura 19, pg. 58).
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Figura 19. Porcentagem de inibicdo da enzima urease, a uma concentracdo de 500 uM dos inibidores
e seus respectivos aminoacidos precursores.
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letras iguais indicam que ndo ha diferenca estatistica significativa entre os compostos avaliados

Foi observado que todos compostos atuaram como inibidores da enzima sendo
que essa porcentagem de inibi¢do variou de 12 a 79%. As tioidantoinas derivadas da
valina (110) foram os compostos mais ativos, sendo estatisticamente mais eficientes
quando comparados ao inibidor de referéncia hidroxiureia. No entanto, entre os
derivados de valina nao foi possivel identificar o melhor inibidor, pois ndo houve
diferenca estatistica significativa entre eles. Diferentemente, nos derivados do
triptofano (106) houve uma diferenca estatistica consideravel entre os compostos
acetilados e desacetilados, sugerindo que o grupamento acetil prejudica a interagao
com a enzima, consequentemente, reduzindo a porcentagem de inibicdo em
comparagao a molécula que possui o nitrogénio “livre”.

De uma maneira geral, ndo houve variagao significativa da porcentagem de
inibicdo entre os enantidmeros e racematos para cada derivado, o que para fins de
um produto comercial configura um saldo positivo, visto que o material de partida nao
requer ser um enantibmero especifico.

Em relagdo a porcentagem de inibicdo dos precursores sintéticos, todos os
aminoacidos apresentaram atividades comparaveis ao inibidor de referéncia, o que é
um resultado positivo, uma vez que em estudos futuros, relacionados a degradacao
das tioidantoinas, pode-se ter a liberacdo do respectivo aminoacido, que também

pode atuar como inibidor da enzima urease.
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Os valores das concentragbes necessarias para inibir 50% da atividade

enzimatica (ICso) para os compostos sao apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Valores de ICso (mM) dos inibidores e seus respectivos aminoacidos precursores™®

Composto  1Cs0 (mM) Composto  1Cso (mM) Composto  I1Cso (mM)

106-L 0,68+0,13 106ac-L 2,20+0,21 Trp-L 0,61+0,08
106-D 0,52+0,04 106ac-D 1,69+0,10 Trp-D 0,65+0,07
106-L/D 0,68+0,17 106ac-L/D 2,17+0,27 Trp-L/D 0,65+0,07
110-L 0,45+0,04 110ac-L 1,14£0,13 Val-L 0,71+0,09
110-D 0,33+0,01 110ac-D 1,05+0,06 Val-D 0,68+0,07
110-L/D 0,43+0,02 110ac-L/D 1,01£0,10 Val-L/D 0,70+0,02
116 0,63+0,13 HU 0,56+0,08 Treo 0,76+0,05

*106 — derivados de triptofano, 110 — derivados de valina e 116 — derivado da treonina

Das treze estruturas sintetizadas, sete apresentam valores de 1Cso comparaveis
ao inibidor de referéncia hidroxiureia (HU), sendo que as tioidantoinas derivadas da
valina (110) sao significativamente mais potentes. Apesar dos bons resultados obtidos
em relagdo a hidroxiureia (HU), os valores de ICso dos compostos é relativamente
elevado quando comparados aos valores de ICso descritos na literatura para outros
compostos, no entanto, para o desenvolvimento de um possivel ativo comercial, deve-
se avaliar diferentes fatores como toxicidade, solubilidade, facilidade de obtencéo,
além de experimentos representativos que mimetizam as condi¢des de aplicagao dos

inibidores.
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3.3 Ensaio de quantificagcao de NH3 volatilizada pelo método de fluxo continuo

de ar em camara fechada

3.3.1 Elaboragéo e implementagéo do projeto técnico

De uma maneira geral existem diferentes experimentos que avaliam a atividade
anti-ureolitica de enzimas ureases, seja em estudos in vitro ou em solo. Ao se tratar
de experimentos em solo, os mais comuns e amplamente utilizados sdo os baseados
na quantificagdo de aménia através do método de indofenol por UV-VIS, avaliando-se
a inibicdo das enzimas ureoliticas presentes na microbiota do solo. O outro método
amplamente utilizado é o de quantificagao da aménia volatilizada, diferenciando-se do
método anterior pela robustez ja que é adotado maior quantidade de solo, ureia e
inibidor, fazendo também com que esse ensaio seja mais representativo frente aos
demais.

O ensaio de volatilizagao é considerado padrao ouro por empresas/industria que
atuam com P&D associados a inibidores de urease, sendo, de uma maneira geral, um
experimento de “bancada” que antecede o aumento de escala e estudos associados
as plantas. Sendo assim, por se tratar de um ensaio de elevada importancia,
dedicamos esforgos para implementar esse experimento ndao somente para a
elaboracdo do presente trabalho, mas para ser um experimento acessivel a
comunidade académica e cientifica. Mesmo sendo fundamental para estudos
associados a ureases em solo, o ensaio ndo é muito comum nas principais
Universidades do Brasil, mas isso pode estar associado a especificidade do
experimento.

Em 2015, nosso grupo de pesquisa teve o privilégio de estabelecer uma
colaboracdo com o professor Reinaldo Bertola Cantarutti do departamento de solos
da Universidade Federal de Vigosa, onde foram desenvolvidos experimentos de
volatilizagdo de amébnia com um sistema ja implementado e padronizado. Através
desse primeiro contato e experiéncia, nosso grupo de pesquisa estruturou um
experimento de volatilizagdo de aménia na UFMG, hoje alocado na Faculdade de
Farmacia.

Como apresentado no Item 3.6 (pg. 34) desse trabalho, para a realizagdo desse
experimento é necessario um sistema fechado, sem perda de amoénia, que permita
passagem constante de ar “livre”, de acidos e bases dentro de uma cémara de
incubacdo que comporte 100 g de solo, conectada a uma unidade coletora

responsavel por abrigar uma solugao “sequestradora” de amoénia. Inicialmente foi dada
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atencao a qualidade do ar comprimido utilizado, passando o0 mesmo por um sistema
de filtros de membranas, empregados na industria farmacéutica, e para garantir a
auséncia de compostos que poderiam alterar o pH realizamos um pequeno teste no
qual foi borbulhado ar em uma solugao indicadora, verde de bromocresol e vermelho
de metila, por 24 h com o intuito de comprovar que qualquer variagao de pH néo esta

relacionada ao ar utilizado.

Figura 20. Filtro de linha utilizados para purificar ar comprimido

Em relacdo as camaras de incubacao, uma alternativa de frasco que comportasse
100 g de solo, fosse hermeticamente fechado e permitisse a passagem de ar, foram
empregados os vacubmetros, largamente utilizados na clinica médica para sucgéo em
redes de vacuo (Figura 21). No entanto, diferentemente do mandmetro, o
manovacudmetro € utilizado na medigéo inversa do exigido em nosso experimento

sendo necessario a sua substituicdo por um manémetro.

Figura 21. Vacuémetro e manémetro utilizados na montagem do experimento
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Apos definida a camara de incubacgao e garantida a “pureza” do ar comprimido, o
sistema foi montado com o auxilio de mangueiras de silicone e mangueiras rigidas de
alta pressao utilizadas em engates rapidos. Para garantir que todo ar proveniente da
camara de incubacgao fosse borbulhado na solugéo de acido borico, a mangueira rigida
foi mantida dentro da solugdo com o auxilio de uma rolha de silicone acoplada ao
erlenmeyer, nessa rolha foram realizados dois furos, o primeiro para a passagem da

mangueira e o segundo para aliviar a pressao do sistema, saida de ar.

Figura 22. Montagem das unidades experimentais, camara de incubacao e unidade coletora

Em seguida, determinamos o layout do experimento uma vez que tinhamos como
meta 25 unidades de tratamento. Para isso foram utilizadas cruzetas de engate rapido
para mangueiras de 8 mm e uma estrutura feita com canos e conexdes em PVC para

segurarem o sistema.

Figura 23. Esqueleto do sistema de volatilizagcdo com as respectivas cdmaras, conexdes e unidades
coletoras
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Primeiramente, foram realizados experimentos aplicando apenas ureia no solo, a
fim de se verificar os desvios e incertezas experimentais. ldentificou-se uma pequena
variagdo no fluxo de entrada ao sistema e uma discrepancia no fluxo de saida,
borbulhamentos desordenados, em cada camara, gerava grandes variagdes na
quantidade de amoénia quantificada comprometendo significativamente o experimento.
Os manémetros acoplados a cada camara de incubagdo mostravam a pressao interna
de cada sistema sendo em sua maioria constante uma vez que estavam conectadas
em linha, no entanto, o fluxo que consiste na quantidade de ar borbulhado dentro das
unidades coletoras pode variar em relacdo a cada camara mesmo a pressao interna
permanecendo constante. Como resolu¢cao dos desvios associados ao fluxo de ar
antes da entrada nas camaras, direcionamos o ar comprimido para um recipiente que
suporta alta pressdo mantendo o fluxo de entrada no sistema constante mesmo
havendo alguma variagdo na linha de ar comprimido disponibilizado para todo o
departamento através do compressor. Outra melhoria foi a utilizagao de um fluximetro
apos a saida de cada camara de incubagao, dessa forma o fluxo foi corrigido, 0,5 L
min-!, para todas as unidades através da valvula presente no vacudmetro. O ideal
seria um fluximetro para cada unidade, no entanto, como consiste em um item que
multiplicado por 25 camaras iria impactar significativamente o valor do experimento,
optamos por fazer esse controle em todos os sistemas de forma individual até o fluxo
de cada camara permanecer igual (Figura 24, pg. 64). Essas mudangas contribuiram
com uma redugao significativa no erro experimental sendo as variagdes encontradas
entre as leituras atribuidas, a complexibilidade da matriz trabalhada, solo, e o erro
relacionada a precisao do titulador potenciométrico. Apos padronizagdes, o0 sistema

ficou apto para ser operado.



64

Figura 24. Sistema de volatizagdo completo. a. conjunto de filtros, b. recipiente que mantem a presséo
constante, c. valvulas de fluxo pré sistema, d. cAmaras de incubagéo, e. unidades coletoras, f.
fluximetro.

3.3.2 Volatilizagdo de amodnia

Existem outros experimentos que avaliam a atuacao de inibidores de urease frente
a enzimas ureoliticas presentes na microbiota do solo, como por exemplo, a
metodologia adotada por Modolo et al. que foi executada em paralelo a este estudo
em colaboracdo a doutoranda Thamara Avila aluna da professora Luzia Modolo,
coorientadora deste trabalho.

Apesar dos resultados in vitro indicarem o melhor candidato da série sintetizada
para os derivados do aminoacido valina, estudos no solo* mostraram que o derivado
da treonina, 116, tem se mostrado o mais promissor frente a matriz complexa que é o
solo. Sendo assim, para o experimento de volatilizagcado foi adotado o derivado de

aminoacido mais promissor em experimento no solo, composto 116.

* Esse experimento ndo consta nesse trabalho uma vez que esta sendo executado em paralelo a este estudo, em
colaboragdo a doutoranda Thamara Avila, responsavel por avaliar os aspectos relacionados aos impactos dos

compostos sintetizados no solo e em plantas.
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De uma maneira geral, a avaliacdo da volatilizacdo de amdnia, pelo método de
fluxo continuo de ar consiste do carreamento do gas amdnia proveniente da ureia pelo
ar comprimido. Quando o gas arrastado € borbulhado em uma solugao de acido borico
ocorre a seguinte reagao:

H3BO3(@aq + NHsz(g > NH4H2BO3 (ag)

Em seguida, a solucgao resultante é titulada até o pH da solugao de acido bérico inicial.
NH:H:BOs@q) + HCI (aq) » H:BOs@q + NH4Cl (ag)

A quantidade de equivalente de HCI consumida é proporcional a quantidade de
borato de aménio, sendo relacionada diretamente a quantidade de aménia gerada.
Foram utilizados indicadores, mistura de verde de bromocresol e vermelho de metila,
a fim de facilitar o acompanhamento do experimento ja que era esperado uma
coloragéo préxima em cada replicata e caso houvesse alguma mudanca seria possivel
verificar o fluxo de cada camara e se necessario, desconsiderar a medigao no intervalo
de tempo avaliado. A mistura de indicadores permite a visualizagdo em trés faixas de
pH, coloracao vermelha clara em pH = 4, vermelha escura em pH = 5 e azul em pH =
6 (Figura 25).

Figura 25. llustragdo representativa da coloragao da mistura reagente em fungéo da variagao do valor
de pH

Dessa forma, foi possivel quantificar a perda de nitrogénio na forma de gas
amoOnia proveniente da ureia, estabelecendo-se a quantidade de nitrogénio perdido
(mg) por nitrogénio aplicado (g) em 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas (Figura 26, pg.66).
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Sendo o derivado de aminoacido proveniente da treonina, composto 116, avaliado a
uma concentracado 1% m/m em relagao a ureia, condi¢ao satisfatéria em experimento

de inibicdo em solo.

Figura 26. Taxa da perda de nitrogénio volatilizado por nitrogénio aplicado
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No grafico correspondente a taxa da perda de nitrogénio volatilizado sob a
forma de amoénia, Figura 26, foi observado um maximo de volatilizagdo por volta do
segundo dia apos aplicagédo da ureia na superficie do solo, sendo condizente com os
resultados observados por Paiva et al.”> No entanto, na presenca do inibidor que vem
sendo avaliado, composto 116, nao foi observado uma reducgdo significativa em
relagéo a volatilizagdo de aménia, o que foi evidenciado na Figura 27, pg. 67 apos os
testes de ANOVA One-way e Tukey em que letras iguais indicam que nao ha diferenga
estatisticamente significativa (p>0,05) para a leitura no intervalo de 24 a 48h da ureia
na presenga do composto sintetizado. Diferentemente quando comparado ao inibidor
de referéncia, NBPT, que reduziu significativamente a volatilizacdo de amdnia no
mesmo periodo de tempo (Figura 27, pg. 67), retardando o pico maximo de

volatilizagao (Figura 26).
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Figura 27. Perda de nitrogénio sob a forma de amoénia de 24 a 48h.
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Outra maneira de se trabalhar os dados obtidos a partir do ensaio de volatilizagcéo
€ realizando um somatoério da quantidade de nitrogénio perdido ao longo do
experimento. Dessa forma foi possivel determinar a quantidade de nitrogénio perdido

em seis dias apos aplicacado da ureia no solo (Figura 28)

Figura 28. Perda acumulada de nitrogénio por tempo a partir da ureia
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Foi observado que apdés 144 h da aplicacdo da ureia na superficie do solo,
aproximadamente 15% do nitrogénio foi perdido sob a forma de aménia, evidenciando
a necessidade do uso dos inibidores, uma vez que, ao se referir ao sistema de

producdo em que toneladas de ureia sdo aplicadas ao solo, tem-se um impacto
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econdmico e ambiental imensuravel. Novamente, foi observado que o composto de
interesse nao apresentou diferenga estatistica em relagao a ureia, mas o experimento
foi realizado com sucesso, uma vez que o inibidor de referéncia, NBPT, reduziu em
mais da metade a perda de nitrogénio. Apesar da perda de 15% de nitrogénio ja
impactar a utilizagdo da ureia, existem ensaios de volatilizagdo que mostram perdas
préximas de 25%° no mesmo periodo de avaliagdo. No entanto, essa perda pode
estar relacionada ao tipo de solo e condigcdes da sua microbiota uma vez que uma

microbiota mais ativa contribui mais para a volatilizacdo de amdnia.

4. Conclusao e Perspectivas

Foram obtidas 13 tioidantoinas derivadas de triptofano, valina e treonina com
rendimentos que variaram de 48 a 94%.

Os compostos sintetizados, foram avaliados em estudos in vitro frente a enzima
urease isolada de C. ensiformis. Por meio dos testes estatisticos realizados neste
trabalho, foi possivel demonstrar que nao houve variagao significativa na comparacgéao
da atividade entre enantibmeros e racemato, tanto para os compostos sintetizados
quanto para os aminoacidos puros. Dentre os compostos testados, em experimento
in vitro, os derivados da valina (ICso- 332, 433, 448 mM), se mostraram mais eficientes
do que o inibidor de referéncia hidroxiureia (ICso - 559 mM).

Foi estabelecido e padronizado dentro do nosso grupo de pesquisa um
experimento mais robusto e representativo para a avaliacido de novos inibidores de
ureases voltados para a agricultura. No ensaio de quantificagdo de amoénia volatilizada
pelo método de fluxo continuo de ar em camara fechada, o composto mais promissor
nao reduziu a perda de nitrogénio no uso de ureia, mas o sistema foi validado em
comparagao ao inibidor de referéncia utilizado NBPT. Uma alternativa para a
continuagao desses estudos seria o desenvolvimento de formulagdes que favoregam
a agao do inibidor sintetizado uma vez que o mesmo possui efeito em experimentos

em solo e in vitro.
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Capitulo 2 — Sintese e Avaliacao Anti-ureolitica de Derivados

Benzotiazéis

1. Introducao

Em 1995, Kuhler et al. relataram que derivados de imidazois estdo entre os
inibidores de ureases mais potentes.”! Considerado como um pro-farmaco para
inibicdo de urease, o omeprazol tem |Cso superior a 100 uM, no entanto, em condigdes
acidas é rapidamente convertido a sulfenamida que apresenta um ICso de 1,4 uM
(Figura 29, pg. 70). Apesar de elevada atividade in vitro, 0 mecanismo de agao do
omeprazol utilizado no tratamento de Ulceras gastricas,*6-°! esta relacionado a sua
capacidade de inibir as bombas de prétons, ndo assegurando sua atividade como
inibidor de urease em modelos humanos.*¢ Mentese et al. (2017) verificaram que
derivados de 5,6-dicloro-2-ciclopropil-1H-benzimidazol inibem a enzima urease em
uma ordem de grandeza superior ao controle, tioureia. Os compostos mais ativos 14
e 15 (Figura 29, pg. 70) foram 10 vezes mais eficientes que o inibidor de referéncia,
tioureia (ICso = 0,56 uM).?2 Mais recentemente, Moghadam et al. sintetizaram 14
derivados de benzimidazois destacando como melhor inibidor aquele que possui
atomo de cloro na posic¢éao para do anel aromatico, composto 16.%

Os benzotiazéis também apresentam sua importancia para a inibicdo da enzima
urease, pois o composto de menor ICso relatado na literatura pertence a essa classe
(3, ICs0 = 2 nM, Figura 5, pg.31). Hibridos de benzotiazbis com tiossemicarbazinas
também apresentaram bons resultados frente a enzima urease isolada de Canavalia

ensiformes, destacando-se o composto 17 (Figura 29, pg. 70) com ICso de 1,4 pM.%*
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Figura 29. Representacao de estruturas quimicas de reconhecidos inibidores de urease derivados de
benzoimidazdis e benzoitiazois
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Visando a aplicacdo medicinal, Saeed et al. (2013) sintetizaram uma série de
bezoiltioureias e avaliaram suas atividades frente a urease Canavalia ensiformis,
destacando-se os compostos 17 e 18 (Figura 30, pg. 71), que foram, respectivamente,
50 e 100 vezes mais eficientes que o inibidor de referéncia, tioureia.®®> Em 2014, Khan
et al. sintetizaram uma série de tioureias e avaliaram suas atividades frente a urease
isolada de C. ensiformis, destacando-se os compostos 19 e 20 (Figura 30, pg. 71),
com valores de ICso de 8,4 e 11,0 uM, respectivamente, mais ativos que o inibidor de
referéncia, tioureia (21,0 puM).%® Brito et al. (2015) sintetizaram uma série de
benzoiltioureias verificando a atividade inibitéria em experimentos in vitro e in natura
apresentando os resultados em fungdo da porcentagem de inibicdo a 0,5 mM do
inibidor. Na Figura 30 estdo apresentados os compostos mais ativos in vitro (60% de
inibicao) e em solo (49% de inibigdo) mostrando resultados de inibigado proximos aos
inibidores de referéncia hidroxiureia (in vitro, 74%) e NBPT (in natura, 40%).%7
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Figura 30. Representacao de estruturas quimicas de reconhecidos inibidores de urease derivados de
tioureia
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Mais recente, em 2022 o grupo de Khan e Saeed sintetizou uma nova classe
de benzoiltioureias derivadas do hidroxiacetofenona, dentre os dez compostos
sintetizados destacaram-se os compostos 23 e 24 com ICso de 0,054 e 0,067 uM,
respectivamente (Figura 31). Apesar do composto mais ativo, 23, apresentar o atomo
de bromo na posicdo orto de sua estrutura, os pesquisadores nao sintetizaram o
analogo, substituindo por um atomo de cloro o que era de se esperar, ja que o segundo
melhor composto sintetizado apresenta o atomo de cloro substituindo a posigao meta
do anel, 24. Para os melhores compostos que apresentaram resultados os
pesquisadores realizaram estudos de cinética enzimatica concluindo que a inibi¢cao é
do tipo competitiva e mostraram através de estudos de docking interagdes provaveis

com residuos de aminodacidos na proximidade do sitio ativo da enzima.®

Figura 31. Representacdo de benzoiltioureias sintetizadas por Khan et al.%8
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NN cl N)J\N
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23 IC5 = 0,054 uM 24 |Csq = 0,067 uM

Decorrente da eficiente atividade anti-ureolitica das benzoiltioureias e dos anéis
benzotiazdlicos e benzoimidazolicos, propde-se no presente trabalho, a obtencéo de
hibridos  benzoiltioureia-benzotiazéis e  benzoiltioureia-benzoimidazéis que
apresentem a capacidade de reduzir a volatilizacdo de amonio no uso de ureia como

fertilizante e que sejam favoraveis na erradicagao da bactéria H. pylori.
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2. Objetivos especificos

e Sintese e caracterizacido dos hibridos benzotiazol-benzoiltioureia;

e Determinagao da porcentagem de inibigao dos compostos sintetizados para a
urease de C. ensiformis;

e Avaliagdo do hibrido benzotiazol-benzoiltioureia mais eficiente em teste de

volatilizacdo de aménia.
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3. Procedimentos experimentais

3.1 Sintese do 2-aminobenzotiazol
s

NH,
o N

4+ NH,SCN _HCL42%viv _ Bra(5%) S—NH,
22h, 100 °C CHCl3, 12h, t.a. S

O 2-aminobenzotiazol foi obtido a partir da metodologia descrita por Saeed et
al.?%1% Foram adicionados 2 mL de acido cloridrico concentrado a 33 mmol de anilina
previamente transferida para um baldo de fundo redondo de 25 mL. Em outro balao
contendo 33 mmol de tiocianato de aménio foram adicionados 4 mL de agua, apos
completa solubilizacido do sal, a solucio saturada foi adicionada a solugao de anilina.
A mistura foi submetida a aquecimento sob refluxo por 22 h até formagcdo de um
precipitado branco. Decorrido o tempo de reagdo, a mistura foi vertida em gelo
triturado, aproximadamente 50 mL. O so6lido obtido foi solubilizado em agua quente e
fitrado. O filtrado foi mantido em repouso e o produto cristalizado dentro de
aproximadamente 24h. Em uma segunda etapa foram transferidos 10 mmol da
feniltioureia previamente sintetizada para um baldo de fundo redondo de 50 mL, e em
seguida adicionaram-se 15 mL de cloroférmio ao baldo e o mesmo foi mantido sob
agitagcdo em banho de gelo. Adicionaram-se 750 uL de bromo, 5% v/v em relagao a
quantidade de cloroférmio, e o sistema foi mantido fechado a temperatura ambiente
sob agitagcao por aproximadamente 12h. O precipitado formado foi filtrado e lavado
com cloroférmio a frio até reduzir a coloracdo amarelada. Apés completa solubilizagao
do bromidrato em etanol, adicionou-se uma solug¢do de hidroxido de amonio,
resultando na formagao de um sélido branco que foi filtrado e lavado com etanol frio.

Por fim, o produto foi obtido pela remocéo de volateis a pressao reduzida.
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IABZT

Formula Molecular: C7HsN2S
Aspecto: solido branco
Rendimento: 16-30%

Temperatura de Fusao: 153,0 — 154,9 °C (Lit. 154 °C)
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IV (KBr, cm™"): 3424, 3276, 3178, 1610, 1520, 1446, 1316, 1274, 1232, 1062, 750, 694.

Tabela 10. Sinais observados no espectro de RMN de 'H e 3C da feniltioureia sintetizada (IABZT)

RMN de 'H, 400 MHz, CDCls

o (ppm) M | J (Hz)
6,21 S 2 -

7,24-7,27 m 2 -
7,33 ta 1 7,46
7,45 ta 2 7,56
8,29 s 1 -

RMN de *C, 100 MHz, CDCl

0. 125,2; 127,9; 130,4; 136,4; 181,7
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ABZT

Formula Molecular: C7H7N2S

Aspecto: solido branco

Rendimento: 80-88%

Temperatura de Fusao: 126,5 — 128,2 °C (Lit. 126 — 129 °C)
IV (KBr, cm): 3396, 3065, 1644, 1528, 1446, 1310, 742, 720.

Tabela 11. Sinais observados no espectro de RMN de 'H e de '3C do 2-aminobenzotiazol sintetizado
(ABZT) e os descritos na literatura

RMN de 'H, 400 MHz, DMSO-ds RMN de 'H, 400 MHz, DMSO-ds
(Chikhale et al. 2018)'°
S (ppm) M | J(Hz) J (ppm) M | J (Hz)
7,00 t 1 7,3 6,9 t 1 7,8
7,20 t 1 7,3 7,18 t 1 4.6
7,33 d 1 7,9 7,35 s 2 -
7,45 S 2 - 7,37 S 1 -
7,64 d 1 7,7 7,5 d 1 7,8
RMN de "*C, 100 MHz, DMSO-ds RMN de *C, 100 MHz, DMSO-ds
6. 117,7; 120,8; 120,8; 125,4; 130,9; 152,8; | 6: 117,7; 120,4; 120,7; 125,2; 130,9; 152,5;
166,4. 166.6

3.2 Sintese dos hibridos benzoiltioureia-benzotiazoéis

N Q

o._Cl 0y _NCS ©[>_NH2 s @
S N P—NH R

NH,SCN ©[>_NH

Me,CO Me,CO, 60 °C, 3h s

R R

R =H, o-Cl, m-Cl, p-CI
0-OMe, m-OMe, p-OMe

Os hibridos benzoiltioureia-benzotiazois foram obtidos pela metodologia
descrita por Saeed et al.’°® Um mmol de tiocianato de aménio foi pesado e transferido
para um baldo bitubulado de 25 mL. Em seguida, foi conectado ao mesmo um
condensador e um septo, sendo o sistema mantido sob atmosfera de argdnio. Foram
adicionados ao sistema, com o auxilio de uma canula, 6 mL de acetona seca, em

seguida, um mmol dos respectivos cloretos acidos comerciais. A mistura foi mantida
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em refluxo e agitagdo por 30 minutos, quando uma solugado contendo um mmol do 2-
aminobenzotiazol em 4 mL de acetona foi adicionada. Apdés 3 horas em refluxo a
mistura foi vertida em um béquer contendo aproximadamente 20 mL de gelo triturado.
O precipitado amarelo formado foi lavado com uma mistura etanol/acetona resfriada.
Através da técnica de CCD foi verificado que o precipitado estava impuro, sendo
necessario sua recristalizagdo. Para o hibrido proveniente do cloreto de benzoila, o
solido foi solubilizado na menor quantidade possivel de etanol a quente e mantido em
repouso por aproximadamente trés dias, sendo obtido, um cristal de coloragéo
levemente amarelada. Para os derivados clorados, a cristalizagédo foi realizada com
uma mistura, etanol e acetona, a quente sendo o sistema mantido em repouso por
aproximadamente trés dias. Ja os derivados metoxilados foram cristalizados seguindo
a metodologia proposta por Odame et al. em que o precipitado foi solubilizado em uma
mistura DMSO e tolueno, 1:1.'92 Todos os cristais obtidos foram caracterizados por

ponto de fusdo, espectroscopia na regido do infravermelho e RMN de 'H e 3C.
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HBT-Bz

Formula Molecular: C1sH11N30OS2

Aspecto: solido branco
Rendimento: 67%

Temperatura de Fusao: 199,3 — 200,6 °C (Lit. 203 — 205 °C)®°

IV (KBr, cm™'): 3333, 1678, 1596, 1541, 1520, 1493, 1242, 758, 708.

44

Tabela 12. Sinais observados no espectro de RMN de 'H e de 3C do hibrido sintetizado (HBT-Bz) e
os descritos na literatura

RMN de 'H, 400 MHz, CDCl; RMN de 'H, 400 MHz, CDCl;
(Saeed et al., 2008)%°
S (ppm) M | J (Hz) J (ppm) M | J (Hz)

13,97 S 1 - 11,34 S 1 -
9,21 S 1 - 10,06 S 1 -
7,93 d 2 7,6 7,66-8,26 m 5 -
7,88 d 1 8,2 7,56 dd 1 6,9;7,4
7,45 ta 1 8,0 7,42 dd 1 7,2;6,8
7,68 ta 1 7,6 7,15 d 1 8,4
7,57 ta 2 7,6 7,15 d 1 8,2
7,49 ta 1 7,7
7,37 ta 1 7,6

RMN de 3C, 100 MHz, CDCl;

0. 121,3; 121,6; 124,6; 126,5; 127,7; 129,4;
131,1; 132,0; 134,2; 148,4; 158,7; 166,6;

176,1.
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HBT-2-OMe*

Formula Molecular: C15H12N202S

Aspecto: cristal amarelo

Rendimento: 65%

Temperatura de Fus3o: 154 — 156 °C (Lit. 156-158 °C)103

IV (KBr, cm™): 3276, 2924, 1666, 1600, 1540, 1474, 1292, 1242, 1016, 754
ESI(+)-MS: 285,21 [M+H]*; 307,17 [M+Na]*

Tabela 13. Sinais observados no espectro de RMN de 'H e de 3C do hibrido sintetizado (HBT-2-OMe)
e os descritos na literatura

RMN de 'H, 400 MHz, DMSO-ds RMN de 'H, 500 MHz, DMSO-ds
(Gergely e Kollar 2019)'%3
S (ppm) M | J (Hz) J (ppm) M | J (Hz)
11,97 br 1 - 12,07 br 1 -
7,99 d 1 7,7 8,03 d 1 7,9
7,78 ad 1 1,7, 7,7 7,78-7,81 m 2 -
7,76 d 1 8,3 7,61 t 1 7,8
7,60 t 1 7,7;8,3 7,48 d 1 7,6
7,46 t 1 7,7,8,3 7,35 t 1 7,6
7,33 t 1 7,7;8,3 7,26 d 1 8,4
7,23 d 1 8,3 7,16 t 1 7,5
7,12 t 1 7,7 3,97 S 3 -
3,95 S 3 -
RMN de *C, 100 MHz, CDClI; RMN de *C, 100 MHz, CDCl;

0. 165,1; 158,0; 157,6; 148,7; 134,3; 165,2; 158,1; 157,7; 149,0; 134,2; 1321,
131,8; 130,8; 126,7; 124,2; 122,1; 121,3; 130,9; 126,7; 124,2; 122,2; 121,9; 121,2;
121,2; 120,9; 112,7; 56,5. 121,1; 112,8; 56,7

* benzamida correspondente
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HBT-3-OMe

Férmula Molecular: C16H13N302S2

Aspecto: sélido branco

Rendimento: 68%

Temperatura de Fus3o: 167 — 168 °C (Lit. 117 — 119 °C)'0?

IV (KBr, cm™'): 3230, 1672, 1540, 1524, 1318, 1276, 1220, 1044, 888, 750, 694.

Tabela 14. Sinais observados no espectro de RMN de 'H e de '3C do hibrido sintetizado (HBT-3-OMe)
e os descritos na literatura

RMN de "H, 400 MHz, DMSO-d; RMN de "H, 400 MHz, DMSO-d;
(Odame et al., 2020)'°?

S (ppm) M | J (Hz) S (ppm) M [ J (Hz)
14,27 br 1 - 12,89 br 1 -
12,26 br 1 - 12,21 br 1 -
8,05 d 1 7,7 8,04 dd 1 8,0
7,81 d 1 7,5 7,80 t 1 8,0
7,59 d 1 7,7 7,73 S 1 -
7,57 m 1 - 7,57 m 1 -

7,52-7,46 m 2 - 7,48 t 2 8,0
7,40 t 1 7,5 7,36 m 1 -
7,36 dd 1 8,0; 2,1 7,23 t 1 8,0
3,86 5 3 - 3,89 5 3 -
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HBT-4-OMe

Férmula Molecular: C16H13N302S2

Aspecto: solido branco

Rendimento: 78%

Temperatura de Fusdo: 194 — 195 °C (Lit. 192 — 193 °C)'0?

IV (KBr, cm™): 3462, 3310, 2926, 1674, 1534, 1526, 1250, 1182, 816.
ESI(+)-MS: 344,10 [M+H]*; 366,07 [M+Na]*

Tabela 15. Sinais observados no espectro de RMN de 'H e de '3C do hibrido sintetizado (HBT-4-Cl) e
os descritos na literatura

RMN de "H, 400 MHz, DMSO-ds RMN de "H, 400 MHz, DMSO-ds
(Odame et al., 2020)'°?

S (ppm) M | J(Hz) S (ppm) M | J (Hz)
14,41 br 1 - 12,06 S 1 -
12,10 br 1 - 8,06 m 3 -

8,04-8,07 m 3 - 7,51 t 1 7,2
7,81 d 1 7,9 7,40 t 2 7,2,7,6
7,50 t 1 7,5; 8,6 7,11 d 2 8,0
7,39 t 1 7,5; 8,4 3,87 S 3 -
7,09 d 2 8,9
3,87 5 3 -
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HBT-2-CI*

Formula Molecular: C14H9CIN20S

Aspecto: solido branco

Rendimento: 81%

Temperatura de Fus3o: 177 — 178 °C (Lit. 165 — 166 °C)'%

IV (KBr, cm"): 3448, 2924, 1682, 1558, 1302, 1280, 1124, 1050, 914, 872, 748, 730
ESI(+)-MS: 289,12 [M+H]*; 311,12 [M+Na]*

Tabela 16. Sinais observados no espectro de RMN de 'H e de '3C do hibrido sintetizado (HBT-2-CI*) e
os descritos na literatura

RMN de "H, 400 MHz, DMSO-ds RMN de "H, 300 MHz, DMSO-ds
(Caleta et al., 2008)'%4
S (ppm) M | J (Hz) S (ppm) M | J (Hz)
12,94 s 1 - 12,95 s 1 -
8,03 d 1 7,7 8,04 d 1 7,9
7,79 d 1 8,0 7,79 d 1 8,0
7,70 dd 1 7,5, 1,4 7,70 d 1 7,4
7,62-7,55 m 2 - 7,62-7,54 m 2 -
7,51-7,45 m 2 - 7,51-7,44 m 2 -
7,35 t 1 7,6 7,35 t 1 7,4
RMN de 3C, 100 MHz, CDCl; RMN de "*C, 75 MHz, DMSO-ds

0. 164,99; 159,19; 147,74; 132,84; 132,80; . 166,16; 158,17; 148,97; 134,67; 132,60;
131,80; 131,72; 130,83; 130,72; 127,42; 131,99; 130,78; 130,33; 130,00; 127,76;
126,38; 124,18; 121,48; 120,39. 126,74; 124,34; 122,28; 121,21

* benzamida correspondente
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HBT-3-Cl

Formula Molecular: C1sH10CIN3OS2

Aspecto: solido branco
Rendimento: 47%
Temperatura de Fusdo: 187 — 188 °C (Lit. 140 — 142 °C)'%?
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IV (KBr, cm"): 3300, 2926, 1670, 1554, 1508, 1334, 1240, 1168, 824, 752.

Tabela 17. Sinais observados no espectro de RMN de 'H e de '3C do hibrido sintetizado (HBT-3-Cl) e
os descritos na literatura

RMN de "H, 400 MHz, DMSO-ds RMN de "H, 400 MHz, DMSO-d;
(Odame et al., 2020)'%?

S (ppm) M | J(Hz) J (ppm) M | J (Hz)
14,10 br 1 - 12,29 br 1 -
12,34 br 1 - 8,20 S 1 -
8,05 m 2 - 8,06 m 2 -
7,93 d 1 8,0 7,93 d 1 8,0
7,80 d 1 7,7 7,80 t 1 8,4;8,8
7,75 d 1 8,0 7,73 t 1 8,0;84
7,59 t 1 7,977 7,59 m 1 -
7,51 t 1 7,7,7,7 7,51 m 1 -
7,40 t 1 77,83
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Formula Molecular: C1sH10CIN3OS2
Aspecto: solido branco
Rendimento 73%

Temperatura de Fusao: 205 — 206 °C (Lit. 206 — 207 °C)'°?
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IV (KBr, cm™): 3314, 3034, 1670, 1540, 1458, 1328, 1242, 1168, 1096, 792, 748, 668.

Tabela 18. Sinais observados no espectro de RMN de 'H e de '3C do hibrido sintetizado (HBT-4-Cl) e

os descritos na literatura

RMN de "H, 400 MHz, DMSO-ds RMN de "H, 400 MHz, DMSO-d;
(Odame et al., 2020)'°?

S (ppm) M | J (Hz) J (ppm) M | J (Hz)
14,17 br 1 - 14,17 br 1 -
12,31 br 1 - 12,35 br 1 -
8,05 d 1 7,8 8,03 m 3 -
8,01 d 2 8,5 7,81 m 1 -
7,81 d 1 7,4 7,62 m 2 -
7,63 d 2 8,5 7,51 m 1 -
7,51 t 1 7,7;8,6 7,39 m 1 -
7,40 t 1 7,6; 8,5
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4. Resultados e Discussoes

4.1 Sintese do 2-aminobenzotiazol (ABZT)

O 2-aminobenzotiazol foi obtido em duas etapas segundo a metodologia de Saeed
et al., de modo que o intermediario feniltioureia (IABZT) foi isolado e em seguida
reagido com bromo, fornecendo o produto de interesse com rendimentos variando de
63 a 79%.'% De fato, dentre as metodologias propostas para a obtengdo do 2-
aminobenzotiazol, varias relatam a obtengdo quantitativa desta substancia em uma
reacao one-pot. Porém, apds diversas tentativas seguindo tais metodologias, nés nado
obtivemos éxito na preparagéo da substancia de interesse.%9:105.106

A metodologia em duas etapas para obtengao do 2-aminobenzotiazol descreve o
intermediario, feniltioureia, como um soélido branco puro. No entanto, durante a
elaboracao e caracterizacao dos produtos das reagdes, observamos que 20 a 30% do
solido obtido era um subproduto resultante da reacdo entre a feniltioureia e uma
molécula de anilina (Esquema 9, pg. 86, etapa paralela), reduzindo assim o
rendimento da feniltioureia. De forma a diminuir a formacao deste subproduto foram
variados os parametros: temperatura, tempo de reacdo e propor¢cao entre os

reagentes (Tabela 19).

Tabela 19. Rendimentos para sintese da feniltioureia

S
NH; HNJ\NHZ
© NH,SCN HCI, 42 % viv . @\ j\ O
Tempo, aquecimento N N
H H
I I n v
Reacéo Tempo Aquecimento N [I:1IV  Rendimento para lll
1 96 h 50 °C 1:1 - 0%
2 3h 105 °C 1:1 - 16%
3 36 h 105 °C 1:1 - 33%
4* 22 h 105 °C 1:1 1:1 30%
5* 22 h 105 °C 1:1,5 1:2 21%

* Rendimentos obtidos a partir do bruto de reagao pela analise do espectro de RMN de 'H.
Apesar dos materiais de partida ndo serem completamente consumidos apos 36
h de reagdo, a melhor metodologia para preparacao do feniltioureia foi adaptada de
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Chikhale et al., reagao 4 da Tabela 19, pg. 84.7° Visto que, na temperatura de 50 °C
nao houve formagao do produto. Com o aumento da temperatura para 105 °C, a
reacao foi acompanhada por CCD no intervalo de 10 em 10 minutos durante a primeira
hora a fim de verificar a formagao do subproduto, sendo este, observado nos primeiros
10 minutos da reacado. Outra alternativa foi o aumento na proporgcao de tiocianato
fazendo com que a anilina “livre” tivesse maior acesso ao tiocianato, ocasionando em
uma melhor competicdo em relagéo a feniltioureia. No entanto, foi observado maior
formacéo do subproduto, sendo essa razdo produto:subproduto determinada a partir
da interpretagdo do espectro de RMN de 'H, comparando os valores das integrais
referentes aos sinais correspondentes de cada produto, os espectros encontram-se
na Figura 59 e Figura 60, pg 117, do anexo 1. Uma possivel explicagdo para o
resultado obtido consiste na baixa densidade de carga sobre a tiocarbonila do que no
isotiocianato, uma vez que em meio acido a tiocarbonila estara ativada favorecendo
assim a reacao consecutiva.

Vale ressaltar que, além das metodologias descritas acima, foram testadas outras
metodologias empregando-se ciclohexanona e tioureias como reagentes de partida
(Esquema 8). No entanto, nenhum dos procedimentos resultou na formagao do

produto desejado.07:108

Esquema 8. Esquema de sintese de 2-aminobenzotiazol proposto por Bandyopadhyay et al.
é j\ PTSA, I, H,O N
+ s 12, 202 ©: N
HN" NH NH;
2 2 CH4CN, 80 °C s>_

De posse da feniltioureia, foi possivel obter o produto de interesse empregando-

se a metodologia adaptada de Saeed et al., com rendimento variando de 80 a 88%. O
mecanismo proposto para obtencdo do 2-aminobenzotiazol (ABZT) consiste no
ataque do nitrogénio da anilina ao carbono do tiocianato protonado formando o
intermediario |, que apds abstracao de préton por uma molécula de agua, fornece a
feniltioureia. Como ja abordado, a feniltioureia presente no meio de reagao pode sofrer
o ataque de outra molécula de anilina formando subproduto (Esquema 9, pg. 86).

A feniltioureia na presenca de Br2 sofre uma substituicdo eletrofilica aromatica
liberando o ion brometo para o meio. Em seguida, uma outra molécula de feniltioureia

abstrai o préton da tioureia restabelecendo a carga e formando o intermediario lll. Para
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o fechamento do anel tiazdlico, o atomo de enxofre da tiocarbonila ataca o carbono
halogenado com a consecutiva perda do ion brometo que participa como contra ion
do produto da reacao acido-base entre a feniltioureia e o intermediario Ill. Por fim,o 2-
aminobenzotiazol é formado por uma reacédo acido-base novamente envolvendo a

feniltioureia (Esquema 9).

Esquema 9. Mecanismo proposto para obtencado (a) da feniltioureia, (b) do subproduto e (c) do 2-
aminobenzotiazol

(b)

N
\f + NH
)Y 3
©/ NH3 NJ\N
+ H H
(c)
S NH b NH
2 N 2
H,N” NH
Hor A : .
(:NH N kN’gs @ N}jgs
—
Br—pr (_H (H +N
—_— SH—NH
Br i (Br Br 2
Br HoN~ NH

s
@[ )—NH,
N

No espectro de RMN de 'H obtido para o 2-aminobenzotiazol (tendo DMSO-ds
como solvente, Figura 32, pg. 87) foi possivel observar maior quantidade de sinais em
relagdo ao 2-aminobenzoimidazol, uma vez que a estrutura nao apresenta simetria.
Em 7,64 ppm foi observado um sinal sob a forma de dupleto, integrado para um
hidrogénio, que corresponde ao atomo de hidrogénio ligado ao atomo de carbono 3
com constante de acoplamento de 7,70 Hz. Os hidrogénios do grupo amino (-NH2)
foram observados sob a forma de um simpleto largo, integrado para dois hidrogénios,
em 7,45 ppm. O outro dupleto em 7,33 ppm foi atribuido ao atomo de hidrogénio ligado
ao atomo de carbono 6, apresentando uma constante de acoplamento de 7,9 Hz. Em

7,00 e 7,20 ppm foram observados dois tripletos, integrados para um hidrogénio, com
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constantes de acoplamento 7,7 e 7,5 Hz, respectivamente. O tripleto com maior
deslocamento quimico foi atribuido ao atomo de hidrogénio ligado ao carbono C4
(Figura 32) que apresenta maior proximidade ao atomo mais eletronegativo do anel,
nitrogénio. Ja o sinal em 7,00 ppm foi atribuido ao atomo de hidrogénio ligado ao
carbono C5 (Figura 32).

Figura 32. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do 2-aminobenzotiazol
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No espectro RMN de '3C e DEPT-135 foi possivel relacionar os sinais
observados com aqueles relatados na literatura'®® (Tabela 11, pg. 75), sendo quatro
sinais referentes aos carbonos hidrogenados e trés sinais referentes aos carbonos
nao hidrogenados. O sinal atribuido ao carbono ligado aos trés heteroatomos foi
observado em maior deslocamento quimico (166,4 ppm), seguido dos carbonos
ligados aos atomos de nitrogénio e enxofre, respectivamente em 152,8 e 130,9 ppm.
Sendo os demais sinais 117,7; 120,8; 120,9 e 125,4 ppm referentes aos atomos de

carbono hidrogenados do anel aromatico (Figura 33, pg. 88).
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Figura 33. Espectro de RMN de '®C (abaixo; 100 MHz; DMSO-ds) e DEPT 135 (acima) do 2-
aminobenzotiazol
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No espectro da regiao do infravermelho obtido para o composto ABZT (Figura 34,
pg. 89) foi observado uma banda em 3396 caracteristica de estiramento N-H do grupo
-NH2 que, consequentemente, resulta no aparecimento das bandas atribuidas a
deformagdo angular da respectiva ligacdo N-H, em 1644. A banda observada em
3056 cm-! foi atribuida ao estiramento da ligagdo =CH e 1528 cm™" a ligagdo C=C. A
banda proveniente do estiramento da ligagao C=N do anel tiazélico foi observada em
1446 cm', seguida da banda que corresponde a deformagdo angular C-H do anel
aromatico em 1310 cm™'. As demais bandas intensas em 742 e 720 cm-'! sdo atribuidas

a deformagao angular C-H do anel aromatico.
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Figura 34. Espectro na regido do IV (em KBr, cm') do 2-aminobenzotiazol
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Apoés a obtengédo do 2-aminobenzotiazol foram avaliadas algumas metodologias
variando tempo, aquecimento e solvente (Tabela 20) para obtengdo da imina. No

entanto, em nenhuma das condi¢gbes observou-se o consumo dos reagentes de
partida.

Tabela 20. Metodologias empregadas na tentativa de obtengao do hibrido imina

_0
N Tempo, aquecimento N //_©
N N
©:S>_NH2 * Solvente, catalisador ©:S>_N
Reacéao Tempo Aquecimento Solvente Catalisador  Referéncia
1 5 min.-1h2 MW /90°C DMF CHsCOOH 110
2 6 —96 h? t.a. DMF CHsCOOH 10
3 3-96 h2 Refluxo CH3CH20H CH3COOH m

4Condigdes mais severas a fim de se verificar o desaparecimento do material de partida.

Uma possivel explicagcdo para o fracasso da reacdo, como discutido
anteriormente para o 2-aminobenzoimidazol, envolveria a distribuicdo da densidade
de carga no heterociclo (Figura 35, pg. 90).'"? Danaee et al., apresentam as
propriedades eletrostaticas do 2-aminobenzotiazol (ABZT) e da espécie protonada (2-
ABTH"). Na representacéo apresentada pelos autores, Figura 35 pg. 90, a baixa
nucleofilia do nitrogénio da amina, coloracéo azul em ABZT, evidencia a preferéncia
de protonacdo do nitrogénio tiazdlico, em relacdo ao nitrogénio exociclico,
comprovando a maior afinidade eletrbnica dos nitrogénios presentes na estrutura,

ABZT, e a dificuldade de obten¢ao da imina de interesse.
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Figura 35. Representacdo das propriedades eletrostaticas do 2-aminobenzotiazol (ABZT) e sua forma
protonada'?
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4.2 Sintese dos hibridos benzotiazois-benzoiltioureias

Os hibridos benzotiazois-benzoiltioureias foram obtidos pela metodologia descrita
por Saeed et al. O mecanismo proposto para a sintese do hibrido IV (Esquema 10,
pg.91) baseia-se em um ataque do nitrogénio do tiocianato ao carbono eletrofilico do
cloreto de benzoila com a respectiva migragéo do par de elétrons da ligagado C-O para
o atomo de oxigénio. Para formagao do isotiocianato de benzoila (ll) o par de elétrons
do oxigénio assiste a saida do ion cloreto. Entdo, o grupo amino (-NH2) do 2-
aminobenzotiazol ataca o carbono mais eletrofilico de ll, seguido da migracao do par
de elétrons da ligagdo C-N para o atomo de nitrogénio, formando o intermediario Il

que apds reacgao acido-base da origem ao produto de interesse.
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Esquema 10. Mecanismo proposto para obteng¢ao do hibrido benzoiltioureia-benzotiazol
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Como todos os compostos sintetizados ndo sio inéditos, optamos por
apresentar a caracterizagao detalhada do primeiro hibrido sintetizado HBT-Bz. No
espectro de RMN de 'H para o hibrido (Figura 36, pg.92) foram observados os
simpletos (6 13,97, H1 e 9,22 ppm, H2) referentes aos atomos de hidrogénio da
tioureia. Na regido dos hidrogénios aromaticos os sinais atribuidos aos hidrogénios
provenientes do cloreto acido, foram observados sob a forma de um dupleto e um
tripleto integrados para dois hidrogénios em 7,93 (H3) e 7,57 (H4) ppm,
respectivamente (J = 7,6 Hz).

Os demais sinais foram observados na regido dos hidrogénios aromaticos em
que de acordo com os valores referentes as integragdes e multiplicidades, condizem
ao numero de atomos de hidrogénios nao atribuidos do HBT-Bz. A atribuicdo desses

sinais sera discutida utilizando experimentos de correlagdes bidimensionais.
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Figura 36. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do hibrido benzoiltioureia-benzotiazol (HBT-
Bz)
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Para o espectro de RMN de 3C e DEPT-135 (Figura 37, pg.93) foram

observados um total de 13 sinais sendo 7 referentes a carbonos hidrogenados,

T
14 13 12 1 10

confirmados pelo DEPT, o que esta de acordo com a estrutura quimica proposta para
o produto de interesse. Na regidao mais desblindada do espectro foram observados os

sinais da tioureia, tiazol e carbonila em 176,1; 166,6 e 158,7 ppm, respectivamente.
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Figura 37. Espectro de RMN de '3C (abaixo; 100 MHz; CDCIlz e DEPT 135 (acima) do hibrido
benzoiltioureia-benzotiazol (HBT-Bz)
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Os espectros presentes na literatura apresentam discrepancia entre si e na
grande maioria nao reportam todos os sinais, uma vez que, dependendo do solvente,
os atomos de hidrogénio ligado ao nitrogénio podem trocar com o atomo de deutério
proveniente da agua presente no solvente. Ja nos espectros de '3C os atomos de
carbonos relaxam muito lentamente dificultando sua visualizacdo em experimentos
rotineiros, sendo necessario alteragdo de alguns parametros, como, tempo de
aquisigao, resolucao e o intervalo de relaxacao, na aquisigao do espectro. Além de
apresentarmos todos os sinais referentes no espectro de RMN de 'H e '3C, podemos
correlacionar os sinais em experimentos bidimensionais, como por exemplo, HSQC,
que correlaciona o sinal do atomo de hidrogénio ao sinal referente ao atomo de

carbono no qual encontra-se ligado em interagdes do tipo "Jcn.
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Figura 38. Secbes expandidas do mapa de contornos HSQC do hibrido benzoiltioureia-benzotiazol

(HBT-Bz)
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Foram observados sete sinais no mapa de contornos HSQC para o composto
HBT-Bz, em concordancia ao observado no espectro DEPT-135. Dessa forma os
sinais foram numerados em ordem crescente de deslocamento quimico do espectro
de "H e o numero correlacionado ao respectivo carbono. A partir dessas informagdes
e os valores referentes as integragdes obtidas no espectro de 'H, foi possivel atribuir

alguns atomos de carbono Cs e C7 da estrutura em analise.
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Outro experimento bidimensional que foi essencial para correlacionar os sinais
referentes ao composto HBT-Bz é o mapa de contornos HMBC que permite visualizar

interagdes entre atomos de hidrogénio e carbono em "Jcu, n = 2.

Figura 39. Secdes expandidas do mapa de contornos HMBC do hibrido benzoiltioureia-benzotiazol

H7 H3
’ Hs Hs H4 H2 H1
It | |
I TR/ R
o ||| |.| |‘||| Il'u| |||||| .n||f|
_ _’_‘,| |.__h.‘,ulu.' ) I\____ _ 1l n',\___ . I*-q__JI‘I Vi SV ppm
Cs [ 120
_ :ﬁ:‘ mﬂ I
Cs l [
Cq | = - 125
C: =y [
C; w==m C,/Hs T I
- — = =
Cio 1 e = ==
10 i
Ci— || = 135
:—140
:—145
C11—1 L — - L
- 150
}155
Ci2 — |
- 160
Co/H7 :—155
Co — [
785 780 7.85 780 775 770 765 T.50 TS5 750 745 740 7.35 ppm

Para facilitar as atribuicdes, as correlacbes comecaram a serem analisadas a
partir dos sinais ja elucidados, no caso Hs e H7. Sendo assim, determinou-se que o
atomo Hs se correlaciona a um atomo de carbono ndo hidrogenado, mas
especificamente o de deslocamento quimico em 131,1 ppm, Cs. Em seguida, o atomo
de hidrogénio intitulado Hz se correlaciona ao sinal referente ao atomo de carbono C4
e ao atomo de carbono n&o hidrogenado em elevado deslocamento quimico sendo
entdo atribuido ao atomo de carbono carbonilico Co, finalizando a atribuicdo do

fragmento proveniente do cloreto acido.
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No fragmento proveniente do benzotiazol, as atribuigdes foram iniciadas pelo
atomo de hidrogénio H1 que se correlaciona ao atomo de carbono Ces € ao atomo de
carbono n&o hidrogenado vizinho ao atomo de enxofre, C1o. Por fim, o sinal referente
ao atomo de hidrogénio H2 se correlaciona ao sinal de elevado deslocamento quimico,
148,4 ppm, atribuido ao carbono vizinho ao nitrogénio do anel benzotiazolico (C11),
que também esta correlacionado ao sinal atribuido ao atomo de hidrogénio Hs. Os
sinais referentes a atomos de carbono que nao apresentaram correcdo no mapa de
contornos HMBC encontram-se a uma distancia superior a 3Jcv e passam por
heteroatomos que dificultam a visualizacdo dessas correlagdes, sendo esses,

atribuidos segundo Pretsch et al.%®
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No espectro na regido do infravermelho obtido para o composto HBT-Bz
(Figura 40, pg. 97) foi observado uma banda em 3333 cm™' atribuida ao estiramento
N-H da tioureia e a banda referente a carbonila da amida foi observada em 1678 cm-
. O anel tiazolico apresenta duas bandas caracteristicas referentes aos estiramento
C=N e C-S que foram observadas em 1596 e 1493 cm™, respectivamente. A
deformagao angular da ligacdo N-H da tioureia foi observada como banda intensa em
1541. Em 1520 cm™' foi observada a banda atribuido a ligagdo C=C de carbonos

aromaticos. A banda referente ao estiramento C=S foi observada em 1243 cm™',
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seguida das bandas correspondentes a deformagao angular C-H do anel aromatico,
758 e 708 cm™.

Figura 40. Espectro na regido do IV (em KBr, cm™") do hibrido benzoiltioureia-benzotiazol
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ApoOs etapa de recristalizacdo, a pureza dos compostos sintetizados foi
verificada através da técnica de cromatografia em camada delgada (CCD). No
entanto, para composto HBT-3-Cl foram visualizadas duas manchas na CCD sendo
necessario uma purificacdo por cromatografia em coluna. Apos isolados, os dois

produtos foram caracterizados por RMN de 'H e descritos na Tabela 21.

Tabela 21. Sinais observados no espectro de RMN de 'H para os dois produtos provenientes de sintese
do hibrido (HBT-3-ClI)

RMN de "H, 400 MHz, DMSO-ds RMN de 'H, 400 MHz, DMSO-ds
HBT-3-Cl HBT-3-CI*

J (ppm) M | J (Hz) o (ppm) M | J (Hz)
14,10 br 1 - 13,00 br 1 -
12,34 br 1 - 8,20 S 1 -
8,05 m 2 - 8,08 d 1 7,8
7,93 d 1 8,0 8,01 d 1 7,9
7,80 d 1 7,7 7,78 d 1 8,0
7,75 d 1 8,0 7,72 d 1 7,9
7,59 t 1 7,9 7,59 t 1 7,8
7,51 t 1 7,7 7,47 t 1 7,7
7,40 t 1 8,3 7,34 t 1 7,5

Foi possivel observar que a principal diferenga entre os dois espectros, além
de pequenas variagdes de deslocamentos quimicos, € um sinal largo adicional, acima

de 12 ppm. Além disso, para o composto HBT-3-Cl, foram realizados experimentos
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de Espectrometria de Massas e RMN de '3C utilizando CDCI3z como solvente ja que
em DMSO-ds ndo foi possivel visualizar todos os sinais referentes aos atomos de
carbono. Sendo assim, relacionando os resultados obtidos com os presentes na

literatura foi possivel elucidar os dois produtos obtidos (Esquema 11).

Esquema 11. llustragao esquematica dos dois produtos de adicdo obtidos na sintese de HBT-3-Cl
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Além do produto de interesse HBT-3-Cl, proveniente do ataque ao carbono do
isotiocianato (Esquema 10, pg.91), também foi obtido o produto (HBT-3-CI*)
proveniente ao ataque a carbonila. Com base no mecanismo proposto por Rani et al.,
a formagéao do composto HBT-3-CI* a partir do isoticianato de benzoila consiste no
ataque do par de elétrons do nitrogénio no anel tiazdlico assistido pelo par de elétrons
do nitrogénio exociclico formando o intermediario | (Esquema 12, pg. 99).""3 Em
seguida, tem-se uma reagao acido base reestabelecendo a carga entre os atomos
envolvidos (Il). A proxima etapa consiste em uma adi¢c&o a carbonila seguida de uma
eliminacado do acido tiocianico, formando assim o produto de interesse, HBT-3-CI*

(Esquema 12, pg. 99).
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Esquema 12. Mecanismo proposto para obtengéo da benzamida (HBT-3-CI*)
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Na preparacao dos hibridos provenientes do cloreto de acila substituidos na
posicao orto do anel, seja pelo atomo de cloro ou grupamento metdxila, ndo foram
identificados os produtos de interesse, benzoiltioureia, sendo o precipitado formado
apenas referente ao produto de adicdo a carbonila. A proposta para a formacao dos
compostos HBT-2-CI* e HBT-2-OMe* segue 0 mecanismo proposto no Esquema 12.
Apesar dos compostos sintetizados nesse trabalho ndo serem inéditos, a referéncia
encontrada para o derivado HBT-2-OMe nao apresenta seus dados experimentais
citando tal composto como um intermediario para outra etapa sintética.'* Ja o
composto HBT-2-Cl foi obtido e caracterizado por Khan et. al, em que os
pesquisadores apresentaram o espectro de RMN de 'H e '3C com sinais que
evidenciam a estrutura de interesse.''® No entanto, foi observado um discrepancia
notavel no espectro de massas, sendo apresentado pelos autores uma relagao de
massa carga (m/z) de 290 o que poderia ser aceito, como resultado do uso de uma
fonte de ionizagao de Impacto Eletrdnico (El), mas essa relagao representa a massa
do composto caso o ataque ocorra na carbonila.

Nao podemos afirmar que o composto obtido por Khan et al. ndo seja o hibrido
desejado mas nesse trabalho, foram adotados os mesmos matérias de partidas
diferenciando o solvente e a forma de aquecimento e so6 foi obtido a benzamida HBT-
2-CI* cujo sinal observado no espectro de massas foi de m/z 289,12, compativel com

a massa nominal do composto mais um préton. No momento, estamos realizando
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estudos tedricos para justificar o favorecimento do produto correspondente ao ataque
a carbonila mas acreditamos, sob o ponto de vista da quimica organica classica, que
esteja havendo uma competicéo referente ao carbono mais propicio ao ataque e que
as condicdes experimentais possam estar contribuindo para formacgao dos dois tipos
do produtos.

Para esses derivados cujo o produto obtido ndo foram os compostos de
interesse HBT-2-OMe* e HBT-2-CI*, os dados experimentais foram comparados na
literatura com os compostos provenientes ao ataque a carbonila, amidas, além de ter
sido realizado o experimento de Espectrometria de Massas, confirmando o produto
obtido. Os espectros referentes a caracterizagdo dos demais hibridos encontram-se

no anexo |, pg.111.

4.3 Testes in vitro dos compostos sintetizados frente a enzima purificada de C.
ensiformes.

A determinacao da atividade dos compostos frente a enzima urease purificada
de C. ensiformes foi realizada a partir do método do indofenol como descrito no item
4.2 do capitulo 1 (pg.57). Diferentemente dos derivados de aminoacidos, os hibridos
sao pouco soluveis em etanol, solvente utilizado para o ensaio in vitro, dificultando,
assim, os experimentos. No entanto, foi possivel determinar a porcentagem de
inibicdo a uma concentragdo de 100 uM (Figura 41, pg. 101), uma vez que acima
dessa concentragao houve precipitagado de alguns compostos na placa de 96 pocos,

prejudicando a leitura e, consequentemente, inviabilizando os experimentos.
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Figura 41. Porcentagem de inibicdo da enzima urease, a uma concentracao de 100 uM dos inibidores
e hidroxiureia como inibidor de referéncia
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letras iguais indicam que ndo ha diferenca estatistica significativa entre os compostos avaliados

Foi observado que, com excec¢édo do hibrido HBT-2-Cl, todos os compostos
sintetizados, inibiram a enzima urease a uma porcentagem comparavel ao inibidor
referéncia hidroxiureia. Em 2016, Rauf et al. sintetizaram e testaram o hibrido HBT-3-
Cl encontrando resultado de inibigdo préximo ao obtido nesse trabalho, no entanto a
concentragdo utilizada pelo grupo de pesquisadores''® estd em uma concentragdo 10
vezes superior a testada nesse trabalho, o que surpreende, ja que o0 composto é pouco
soluvel em etanol. Existem trabalhos que utilizam uma pequena propor¢ao de DMSO
para solubilizar os compostos, no entanto, ja foi comprovado que esse solvente possui
atividade frente a enzima nao sendo uma boa opg¢ao para esses estudos.

De uma maneira geral, os resultados de inibicdo mostraram que, com excecgao
ao hibrido derivado do 2-Cl-cloreto de benzoila, todos os compostos apresentaram
resultados de inibigdo estatisticamente similares, ndo sendo possivel definir qual foi o
mais eficiente. No entanto, podemos concluir que os compostos foram eficientes tanto
quanto o inibidor de referéncia. Em comparacdo aos derivados de aminoacidos
estudados no primeiro capitulo, foram observados maiores desvios associados aos
inibidores sintetizados. Isso pode ser explicado pela baixa solubilidade dos compostos
que apesar de gerar uma solugao visivelmente limpida na placa de 96 pocgos a 100
uM, durante a leitura, pequenas particulas podem ter contribuido para discrepancia

entre os resultados. Com o intuito de avangar com o melhor inibidor para o
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experimento de volatilizagdo, apesar da maioria dos inibidores serem estatisticamente
iguais, optou-se por selecionar o composto HBT-3-Cl, que possui atividade anti-
ureolitica, reconhecida na literatura frente a enzima isolada de C. ensiformis (Jack

bean).

4.4 Ensaio de volatilizagao de NHs3 pelo método de fluxo continuo de ar em
camara fechada

A avaliagao dos inibidores sintetizados no ensaio de volatilizagdo de amonia pelo
meétodo de fluxo continuo de ar foi realizado seguindo 0 mesmo principio discutido no
item 4.3 do capitulo 1, pg.64. No entanto, para o derivado de aminoacido, foi utilizado
uma concentragédo 1% m/m em relagéo a ureia e nesse caso, como o inibidor em
questao apresenta baixa solubilidade, foram utilizadas trés concentra¢des sendo elas:
0,08; 0,01; 0,02 % m/m em relacdo a ureia. Sendo a concentracao de 0,08 % a
adotada comercialmente para o produto referéncia na inibicdo da urease na
agricultura NBPT, para esse ensaio o NBPT foi utilizado na concentragao de 0,08 %
m/m em relagdo a ureia. Dessa forma, foi possivel quantificar a perda de nitrogénio
na forma de gas aménia proveniente da ureia, estabelecendo-se a quantidade de
nitrogénio perdido (mg) por nitrogénio aplicado (g) em 24, 48, 72, 96, 120 horas (Figura
42, pg. 103).
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Figura 42. Taxa da perda de nitrogénio volatilizado por nitrogénio aplicado
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No grafico correspondente a taxa da perda de nitrogénio volatilizado sob a
forma de aménia, Figura 42, também foi observado um maximo de volatilizacdo no
segundo dia de experimento. Aparentemente sem considerar os desvios, tem-se a
impressao que o composto sintetizado favorece a volatilizagdo, uma vez que a curva
referente a ureia encontra-se em uma posicéao inferior as demais. Na Figura 43,104,
em que foram realizados os testes de ANOVA One-way e Tukey, em que letras iguais
indicam que nao ha diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) para a leitura no
intervalo de 24 a 48 h da ureia e ureia na presenga do composto sintetizado, percebe-
se que o composto sintetizado possui a mesma perda de amdnia quando comparada
a ureia, evidenciando que o composto nao possui atividade na concentracao testada.
Ja como era de se esperar, o inibidor de referéncia, NBPT, mostrou sua eficacia na
concentracao que é utilizado na agricultura, reduzindo em praticamente 100% a perda

de aménia no tempo maximo de volatilizagdo da ureia.
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Figura 43. Perda de nitrogénio sob a forma de amoénia de 24 a 48h.
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No grafico que mostra a porcentagem de nitrogénio perdido (Figura 44), n&o foi
observado uma diferenga estatistica na perda de nitrogénio com o aumento na
concentracdo do composto sintetizado sendo os dados muito proximo ao observado

para ureia.

Figura 44. Perda acumulada de nitrogénio por tempo a partir da ureia
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5. Conclusao e Perspectivas

O precursor para a sintese dos hibridos foi obtido de uma maneira viavel e
otimizada com 88% de rendimento. Apesar das dificuldades envolvidas na tentativa
de obtengao das respectivas iminas, foram discutidos possiveis justificativas para a
baixa reatividade da amina correspondente.

Foram obtidos 5 hibridos benzotiazol-benzoiltioureia (HBTs) com rendimentos
que variaram de 47 a 81%. Os compostos sintetizados, foram avaliados em estudos
in vitro frente a enzima urease isolada de C. ensiformis. Através dos testes estatisticos
foi demostrado que, com excecao do hibrido HBT-2-Cl*, todos os compostos
sintetizados foram tao eficientes quanto o inibidor de referéncia, hidroxiureia, a uma
concentracdo de 100 uM. No ensaio de quantificagdo de amoénia volatilizada, pelo
meétodo de fluxo continuo de ar em camara fechada, o composto mais promissor que
possui atividade comprovada na literatura em ensaios in vitro, HBT-3-Cl, nao reduziu
a perda de nitrogénio no uso de ureia. Uma alternativa para obtengao de resultados
mais promissores seria o0 preparo de uma formulacdo contendo o inibidor ou um
estudo envolvendo concentragdes mais elevadas. De toda forma deve-se avaliar até
qual concentragdo seria vantajoso aplicar um inibidor, visto que o composto de

referéncia é eficiente em concentragdes mais baixas.
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6. Conclusao Geral e Perspectivas

De uma maneira geral foram sintetizados e avaliados 20 compostos frente a
inibicio da enzima urease isolada de C. ensiformis encontrando resultados
promissores em comparacgao ao inibidor de referéncia utilizado. Foi desenvolvido e
padronizado um novo experimento mais representativo e robusto para avaliagao de
inibidores de urease. Apesar dos compostos sintetizados ndo mostrarem atividade no
experimento de volatilizagdo, essa nova aquisigao vai contribuir para estudos de
novos inibidores e até mesmo a obtencao de formulagcées com inibidores ja estudados,
tendo como perspectiva obter um produto que possa impactar o uso da ureia e seus
prejuizos econémicos e ambientais relacionados a perda de nitrogénio na agricultura.

Sob o ponto de vista medicinal tem-se como perspectiva a avaliagao da atividade
anti-ureolitica dos compostos frente a outras cepas bacterianas como por exemplo H.

pylori, Cryptococcus e P. mirabilis.



107

Referéncias

2,2 OO NOOODRWN -

—
no

13.
14.
15.
16.
17.

18.
19.
20.
21.

22.
23.
24.

25.
26.
27.
28.
29.
30.

31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.

38.
39.
40.
41.

42.

Woéhler, F.; Ann. Phys. 1828, 88, 253.

Mobley, H. L.; Island, M. D.; Hausinger, R. P.; Microbiol. Rev. 1995, 59, 451.
Krajewska, B.; J. Mol. Catal. B Enzym. 2009, 59, 9.

Sumner, J. B.; J. Biol. Chem. 1926, 69, 435.

Dixon, N. E.; Gazzola, C.; Blakeley, R. L.; Zerner, B.; J. Am. Chem. Soc. 1975, 97, 4131.
Shaw, W. H. R.; Bordeaux, J. J.; J. Am. Chem. Soc. 1955, 77, 4729.

Rollinson, A. N.; Jones, J.; Dupont, V.; Twigg, M. V.; Energy Environ. Sci. 2011, 4, 1216.
Karplus, P. A.; Pearson, M. A.; Hausinger, R. P.; Acc. Chem. Res. 1997, 30, 330.
Jabri, E.; Karplus, P. A.; Biochemistry 1996, 35, 10616.

Benini, S.; Ciurli, S.; Nolting, H. F.; Mangani, S.; Eur. J. Biochem. 1996, 239, 61.

Ha, N. C.; Oh, S. T.; Sung, J. Y.; Cha, K. A,; Lee, M. H.; Oh, B. H.; Nat. Struct. Biol.
2001, 8, 505.

Benini, S.; Rypniewski, W. R.; Wilson, K. S.; Miletti, S.; Ciurli, S.; Mangani, S.; Structure
1999, 7, 205.

Maroney, M. J.; Ciurli, S.; Chem. Rev. 2014, 114, 4206.

Mobley, H. L.; Hausinger, R. P.; Microbiol. Rev. 1989, 53, 85.

Follmer, C.; Phytochemistry 2008, 69, 18.

Newbould, P.; Plant Soil 1989, 115, 297.

Modolo, L. V.; da-Silva, C. J.; Brandao, D. S.; Chaves, |. S.; J. Adv. Res. 2018, 13, 29—
37.

Bremner, J. M.; Fertil. Res. 1995, 42, 321.

Heffer, P.; Prud’homme, M.; Int. Fertil. Assoc. (IFA). 7th Int. Nitrogen Initiat. Conf. 2016.
Cantarella, H.; Otto, R.; Soares, J. R.; Silva, A. G. de B.; J. Adv. Res. 2018, 13, 19-27.
Taiz, L.; Zeiger, E.; Maller, I. M.; Murphy, A. Fundamentos de Fisiologia Vegetal-6;
Artmed Editora, 2021.

Barrios, A. M.; Lippard, S. J.; J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 9172.

Bayrakli, F.; Fertil. Res. 1990, 23, 147.

Turner, P. A.; Griffis, T. J.; Lee, X.; Baker, J. M.; Venterea, R. T.; Wood, J. D.; Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2015, 112, 9839.

Matthews, E.; Global Biogeochem. Cycles 1994, 8, 411.

Marshall, B. J.; Warren, J. R.; Lancet. 1984, 1, 1311.

Burne, R. A.; Chen, Y.-Y. M.; Microbes Infect. 2000, 2, 533.

Krebs, H. A.; Henseleit, K.; Hoppe. Seylers. Z. Physiol. Chem. 1932, 210, 33.

Collins, C. M.; D’'Orazio, S. E. F.; Mol. Microbiol. 1993, 9, 907.

Morou-Bermudez, E.; Elias-Boneta, A.; Billings, R. J.; Burne, R. A.; Garcia-Rivas, V.;
Brignoni-Nazario, V.; Suarez-Perez, E.; Arch. Oral Biol. 2011, 56, 1282.

Schaffer, J. N.; Pearson, M. M.; Microbiol. Spectr. 2015, 3.

Armbruster, C. E.; Mobley, H. L. T.; Pearson, M. M.; EcoSal Plus 2018, 8.

Graham, D. Y.; Miftahussurur, M.; J. Adv. Res. 2018, 13, 51.

Guth, P. H.; Kaunitz, J. D.; Am. J. Physiol. Liver Physiol. 2008, 294, G1109.
Montecucco, C.; Rappuoli, R.; Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2001, 2, 457.

Brown, L. M.; Epidemiol. Rev. 2000, 22, 283.

Rego, Y. F.; Queiroz, M. P.; Brito, T. O.; Carvalho, P. G.; de Queiroz, V. T.; de Fatima,
A.; Macedo Jr., F.; J. Adv. Res. 2018, 13, 69.

Follmer, C.; J. Clin. Pathol. 2010, 63, 424.

Graham, D. Y.; Fischbach, L.; Gut 2010, 59, 1143.

Mégraud, F.; Therap. Adv. Gastroenterol. 2012, 5, 103.

Michetti, P.; Kreiss, C.; Kotloff, K. L.; Porta, N.; Blanco, J.; Bachmann, D.; Herranz, M.;
Saldinger, P. F.; Corthésy—Theulaz, |.; Losonsky, G.; Nichols, R.; Simon, J.; Stolte, M.;
Ackerman, S.; Monath, T. P.; Blum, A. L.; Gastroenterology 1999, 116, 804.

Kappaun, K.; Piovesan, A. R.; Carlini, C. R.; Ligabue-Braun, R.; J. Adv. Res. 2018, 13,



43.
44.
45.
46.
47.
48.
49.

50.
51.

52.

53.

54.

55.
56.

57.

58.
59.

60.
61.

62.

63.
64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.
71.

72.

73.

74.
75.

76.

108

3.

Pearson, R. M.; Smith, J. A. B.; Biochem. J. 1943, 37, 148.

Lewis, D.; J. Agric. Sci. 1960, 55, 111.

Patra, A. K.; Aschenbach, J. R.; J. Adv. Res. 2018, 13, 39.

Amtul, Z.; Atta-ur-Rahman, B. S. P.; Siddiqui, R.; Choudhary, M.; Curr. Med. Chem.
2002, 9, 1323.

Turner, J. C.; Heath, F. K.; Magasanik, B.; Nature 1943, 152, 326.

Ambrose, J. F.; Kistiakowsky, G. B.; Kridl, A. G.; J. Am. Chem. Soc. 1949, 71, 1898.
Harmon, K. M.; Niemann, C.; J. Biol. Chem. 1949, 177, 601.

Kobashi, K.; Hase, J.; Uehara, K.; Biochim. Biophys. Acta 1962, 65, 380.

Xiao, Z.-P.; Peng, Z.-Y.; Dong, J.-J.; Deng, R.-C.; Wang, X.-D.; Ouyang, H.; Yang, P.;
He, J.; Wang, Y.-F.; Zhu, M.; Peng, X.-C.; Peng, W.-X,; Zhu, H.-L.; Eur. J. Med. Chem.
2013, 68, 212.

Shaw, W. H. R.; J. Am. Chem. Soc. 1954, 76, 2160.

de Fatima, A.; Pereira, C. de P.; Olimpio, C. R. S. D. G.; de Freitas Oliveira, B. G.;
Franco, L. L.; da Silva, P. H. C.; J. Adv. Res. 2018, 13, 113.

You, Z.; Liu, M.; Wang, C.; Sheng, G.; Zhao, X.; Qu, D.; Niu, F.; RSC Adv. 2016, 6,
16679.

Habala, L.; Devinsky, F.; Egger, A. E.; J. Coord. Chem. 2018, 71, 907.

Gioacchini, P.; Nastri, A.; Marzadori, C.; Giovannini, C.; Vittori Antisari, L.; Gessa, C.;
Biol. Fertil. Soils 2002, 36, 129.

Cantarella, H.; Trivelin, P. C. O.; Contin, T. L. M.; Dias, F. L. F.; Rossetto, R.; Marcelino,
R.; Coimbra, R. B.; Quaggio, J. A.; Sci. Agric. 2008, 65, 397.

Chien, S. H.; Prochnow, L. |.; Cantarella, a H.; Adv. Agron. 2009, 102, 267.
Nascimento, C. A. C. do; Vitti, G. C.; Faria, L. de A.; Luz, P. H. C.; Mendes, F. L.; Rev.
Bras. Ciéncia do Solo 2013, 37, 1057.

Upadhyay, L. S. B.; Indian J. Biotechnol. 2012, 11, 391.

Modolo, L. V.; de Souza, A. X.; Horta, L. P.; Araujo, D. P.; de Fatima, A.. J. Adv. Res.
2015, 6, 35.

Uddin, G.; Ismail; Rauf, A.; Raza, M.; Khan, H.; Nasruddin; Khan, M.; Farooq, U.; Khan,
A.; Arifullah ;Nat. Prod. Res. 2016, 30, 1411.

Yang, W.; Feng, Q.; Peng, Z.; Wang, G.; Eur. J. Med. Chem. 2022, 234, 114273.
Watson, C. J.; Akhonzada, N. A.; Hamilton, J. T. G.; Matthews, D. I.; Soil Use Manag.
2008, 24, 246.

Scivittaro, W. B.; Gongalves, D. R. N.; Vale, M. L. C. do; Ricordi, V. G.; Ciéncia Rural
2010, 40, 1283.

Zanin, L.; Tomasi, N.; Zamboni, A.; Varanini, Z.; Pinton, R.; Front. Plant Sci. 2015, 6,
1007.

Zanin, L.; Venuti, S.; Tomasi, N.; Zamboni, A.; De Brito Francisco, R. M.; Varanini, Z;
Pinton, R.; Front. Plant Sci. 2016, 7, 845.

Dominguez, M. J.; Sanmartin, C.; Font, M.; Palop, J. A.; San Francisco, S.; Urrutia, O.;
Houdusse, F.; Garcia-Mina, J. M.; J. Agric. Food Chem. 2008, 56, 3721.

Andrews, R. K.; Dexter, A.; Blakeley, R. L.; Zerner, B.; J. Am. Chem. Soc. 1986, 108,
7124.

Tsuchiya, M.; Imamura, L.; Park, J.; Kobashi, K.; Biol. Pharm. Bull. 1995, 18, 1053.
Kuehler, T. C.; Fryklund, J.; Bergman, N.; Weilitz, J.; Lee, A.; Larsson, H.; J. Med. Chem.
1995, 38, 4906.

Mojzych, M.; Tarasiuk, P.; Kotwica-Mojzych, K.; Rafiq, M.; Seo, S.-Y.; Nicewicz, M;
Fornal, E.; J. Enzyme Inhib. Med. Chem. 2017, 32, 99.

Kieboom, A. P. G.; Perrin, D. D. Purification of Laboratory Chemicals; 3rd ed.; John
Wiley & Sons, Ltd, 1988; Vol. 107.

Weatherburn, M. W.; Anal. Chem. 1967, 39, 971.

Paiva, D. M. de; Cantarutti, R. B.; Guimaraes, G. G. F.; Silva, |. R. da ;Rev. Bras. Ciéncia
do Solo 2012, 36, 1221.

Odake, S.; Nakahashi, K.; Morikawa, T.; Takebe, S.; Kobashi, K.; Chem. Pharm. Bull.



77.

78.

79.

80.
81.

82.
83.

84.
85.

86.
87.
88.
89.

90.
91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99

100.
101.
102.

103.
104.

105.
106.

107.
108.

109

1992, 40, 2764.

Ullah, A.; Iftikhar, F.; Arfan, M.; Batool Kazmi, S. T.; Anjum, M. N.; Haq, I.; Ayaz, M.;
Farooq, S.; Rashid, U.; Eur. J. Med. Chem. 2018, 145, 140.

lkram, M.; Rehman, S.; Akhtar, M. N.; Subhan, F.; Aslam, S.; Pharm. Chem. J. 2020,
54, 469.

De Oliveira, S. M.; Da Silva, J. B. P.; Hernandes, M. Z.; De Lima, M. D. C. A.; Galdino,
S. L.; Pitta, I. D. R.; Quim. Nova 2008, 31, 614-622.

Johnson, T. B.; Nicolet, B. H.; J. Am. Chem. Soc. 1911, 33, 1973.

Poyraz, S.; Belveren, S.; Ulger, M.; Sahin, E.; Déndas, H. A.; Monatshefte fiir Chemie -
Chem. Mon. 2017, 148, 2173.

LeTiran, A.; Stables, J. P.; Kohn, H.; Bioorg. Med. Chem. 2001, 9, 2693.

Raj, R.; Mehra, V.; Gut, J.; Rosenthal, P. J.; Wicht, K. J.; Egan, T. J.; Hopper, M.;
Wrischnik, L. A.; Land, K. M.; Kumar, V.; Eur. J. Med. Chem. 2014, 84, 425.

Ware, E.; Chem. Rev. 1950, 46, 403.

de Carvalho, P. G. C.; Ribeiro, J. M.; Garbin, R. P. B.; Nakazato, G.; Yamada Ogatta,
S. F.; de Fatima, A.; de Lima Ferreira Bispo, M.; Macedo, F.; Lett. Drug Des. Discov.
2019, 17, 94.

Wang, Z.; Sheikh, S.; Zhang, Y.; Molecules 2006, 11, 739.

Reyes, S.; Burgess, K.; J. Org. Chem. 2006, 71, 2507.

Congdon, W. |.; Edward, J. T.; Can. J. Chem. 1972, 50, 3767.

Pavia, D. L.; Lampman, G. M.; Kriz, G. S.; Vyvyan, J. R. Espectrometria de massas;
2010.

Soares, J. R.; Cantarella, H.; Menegale, M. L. de C.; Soil Biol. Biochem. 2012, 52, 82.
Jonkers, D.; Stobberingh, E.; Stockbrigger, R.; J. Antimicrob. Chemother. 1996, 37,
145.

Mentese, E.; Bektas, H.; Sokmen, B. B.; Emirik, M.; Cakir, D.; Kahveci, B.; Bioorg. Med.
Chem. Lett. 2017, 27, 3014.

Saeedian Moghadam, E.; Al-Sadi, A. M.; Talebi, M.; Amanlou, M.; Amini, M.; Abdel-Jalil,
R.;: DARU J. Pharm. Sci. 2022.

Taha, M.; Ismail, N. H.; Imran, S.; Wadood, A.; Rahim, F.; Khan, K. M.; Riaz, M.; Bioorg.
Chem. 2016, 66, 80.

Saeed, A.; Zaib, S.; Pervez, A.; Mumtaz, A.; Shahid, M.; Igbal, J.; Med. Chem. Res.
2013, 22, 3653.

Khan, K. M.; Naz, F.; Taha, M.; Khan, A.; Perveen, S.; Choudhary, M. |.; Voelter, W.;
Eur. J. Med. Chem. 2014, 74, 314.

Brito, T. O.; Souza, A. X.; Mota, Y. C. C.; Morais, V. S. S.; de Souza, L. T.; de Fatima,
A.: Macedo, F.; Modolo, L. V.; RSC Adv. 2015, 5, 44507.

Zahra, U.; Zaib, S.; Saeed, A.; Rehman, M. ur; Shabir, G.; Alsaab, H. O.; Khan, I.; Int.
J. Biol. Macromol. 2022, 198, 157.

Saeed, A.; Rafique, H.; Hameed, A.; Rasheed, S.; Pharm. Chem. J. 2008, 42, 191.
Saeed, S.; Rashid, N.; Jones, P. G.; Ali, M.; Hussain, R.; Eur. J. Med. Chem. 2010, 45,
1323.

Chikhale, R.; Thorat, S.; Choudhary, R. K.; Gadewal, N.; Khedekar, P.; Bioorg. Chem.
2018, 77, 84.

Odame, F.; Woodcock, G.; Hosten, E. C.; Lobb, K.; Tshentu, Z. R.; J. Organomet.
Chem. 2020, 922, 121359.

Gergely, M.; Kollar, L.; Tetrahedron 2019, 75, 2027.

Caleta, I.; Cingi¢, D.; Karminski-Zamola, G.; Kaitner, B.; J. Chem. Crystallogr. 2008, 38,
775.

Thakkar, S. S.; Thakor, P.; Ray, A.; Doshi, H.; Thakkar, V. R.; Bioorg. Med. Chem. 2017,
25, 5396.

Li, H.; Li, J.; Chen, H.; Zhang, Y.; Huang, D.; J. Chem. Crystallogr. 2011, 41, 1844.
Bhuiyan, M. M. H.; Kamal, A. S. M. M.; Chem J 2012, 2, 21.

Bandyopadhyay, P.; Sathe, M.; Tikar, S. N.; Yadav, R.; Sharma, P.; Kumar, A.; Kaushik,
M. P.; Bioorg. Med. Chem. Lett. 2014, 24, 2934.



109.

110.
111.

112.

113.
114.

115.

116.

110

Pretsch, E.; Buhlmann, P.; Affolter, C.; Pretsch, E.; Bhuhlmann, P.; Affolter, C. Structure
determination of organic compounds; Springer, 2009; Vol. 13.

Chauhan, K.; Singh, P.; Kumari, B.; Singhal, R. K.; Anal. Methods 2017, 9, 1779.

Jetti, V.; Chidurala, P.; Pagadala, R.; Meshram, J. S.; Ramakrishna, C.; J. Heterocycl.
Chem. 2014, 51, E183.

Danaee, |.; Gholami, M.; RashvandAvei, M.; Maddahy, M. H.; J. Ind. Eng. Chem. 2015,
26, 81.

Rani, B. R.; Rahman, M. F.; Bhalerao, U. T.; Synth. Commun. 1991, 21, 319.

Saeed, A.; Tehseen, Y.; Rafique, H.; Furtmann, N.; Bajorath, J.; Flérke, U.; Igbal, J.;
Med. Chem. Commun. 2014, 5, 1371.

Khan, M. R.; Zaib, S.; Rauf, M. K.; Ebihara, M.; Badshah, A.; Zahid, M.; Nadeem, M. A;
Igbal, J.; J. Mol. Struct. 2018, 1164, 354.

Rauf, M. K.; Zaib, S.; Talib, A.; Ebihara, M.; Badshah, A.; Bolte, M.; Igbal, J.; Bioorg.
Med. Chem. 2016, 24, 4452.



Anexos

Anexo 1 — Espectros
Figura 45. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do 110ac.
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Figura 46. Espectro de RMN de 3C (abaixo; 100 MHz; DMSO-ds) e DEPT 135 (acima) do 110ac.
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Figura 47. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do 106ac.
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Figura 48. Espectro de RMN de '3C (abaixo; 100 MHz; DMSO-ds) e subespectro DEPT 135 (acima) do

106ac.
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Figura 49. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do 116.
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Figura 50.Espectro de RMN de 3C (abaixo; 100 MHz; DMSO-ds) e DEPT 135 (acima) do 116.

o ()] [es] -

. . Iy
w = — —
r~ [t=] oy — o
— — — — —

116

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm



114

Figura 51. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do 110.
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Figura 52. Espectro de RMN de '3C (abaixo; 100 MHz; DMSO-ds) e DEPT 135 (acima) do 110.

o o
. [ a ™~
o o .
o 2] o @ o
— 0 IS —
O
NH

HN\<
S

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm



115

Figura 53. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do 106.
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Figura 54. Espectro de RMN de 3C (abaixo; 100 MHz; DMSO-ds) e DEPT 135 (acima) do 106.
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Figura 55. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do IABZT.
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Figura 56. Espectro de RMN de 3C (abaixo; 100 MHz; DMSO-ds) e DEPT 135 (acima) do IABZT.
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Figura 57. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do subproduto.
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Figura 58. Espectro de RMN de 3C (abaixo; 100 MHz; DMSO-ds) e DEPT 135 (acima) do subproduto.
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Figura 59. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do bruto de reagéo entrada 4.
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Figura 60. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do bruto de reagéo entrada 5.
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Figura 61. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do hibrido benzoiltioureia-benzotiazol (HBT-
2-OMe*)
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Figura 62. Espectro de RMN de '3C (abaixo; 100 MHz; DMSO-ds) do hibrido benzoiltioureia-benzotiazol
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Figura 63. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do hibrido benzoiltioureia-benzotiazol (HBT-
3-OMe)
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Figura 64. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do hibrido benzoiltioureia-benzotiazol (HBT-
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Figura 65. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do hibrido benzoiltioureia-benzotiazol (HBT-
2-CI*)

™~
g
~
[ i l ||!'| 1
I
IInI \Hl Inl 'HI f |"1| 4 || |.fu| |‘~"|‘ II"I ‘ll \l I| fl ll'
,/' IU | _jl U IK_ _JI U \ | u| '\Jlu '\ lIL____J U| ,UHL
g0 e e o e s 7.4 ppm
Ory g o
S)\N
H
|
Iy !
_ werzar it S I
T T T T T T T T T T T T 1
15 14 13 12 1 10 8 5 4 3 2 1 ppm

T T T
9 7 6
EEERRE
ale[alo|=|a
i i ) ] DA

Figura 66. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) o hibrido benzoiltioureia-benzotiazol (HBT-3-
Cl)
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Figura 67. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) o hibrido benzoiltioureia-benzotiazol (HBT-4-
Cl)
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Figura 68. Espectro na regido do IV (em KBr, cm™') das acetil-tioidantoinas derivadas de D,L,L/D-valina

'.‘\ ’,ﬂ N
\ AN
i W [T NS
48 —’\ \ f,'ljl /\_/_/ “ 1
E N I
§ L(_/WIH \ .'f-’ J
g 40 | \I'I‘ “
= = \ i [
g E |II ||I‘UIII| /\;."
€ 32 3 {IRY,
= 3 | {
ES k| \ [
2 \ -
3 L
151 \*. /J,‘
:|||\ L T L | L I e e e e e e I s e |
4000 3500 3000 2500 2000

Wavenumber (cm-1)



123

Figura 69. Espectro na regido do IV (em KBr, cm-') das acetil-tioidantoinas derivadas de D,L,L/D-

triptofano.
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Figura 71. Espectro na regido do IV (em KBr, cm-') das tioidantoinas derivadas de D,L,L/D-valina
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Figura 72. Espectro na regido do IV (em KBr, cm') das tioidantoinas derivadas de D,L,L/D-
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Figura 73. Espectro na regido do IV (em KBr, cm-) do hibrido benzoiltioureia-benzotiazol (HBT-2-OMe*)
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Figura 74. Espectro na regido do IV (em KBr, cm') do hibrido benzoiltioureia-benzotiazol (HBT-3-OMe)
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Figura 75. Espectro na regido do IV (em KBr, cm") do hibrido benzoiltioureia-benzotiazol (HBT-4-OMe)
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Figura 76. Espectro na regigo do IV (em KBr, cm-') do hibrido benzoiltioureia-benzotiazol (HBT-2-CI*)
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Figura 77. Espectro na regido do IV (em KBr, cm") do hibrido benzoiltioureia-benzotiazol (HBT-3-Cl)
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Figura 78. Espectro na regido do IV (em KBr, cm-') do hibrido benzoiltioureia-benzotiazol (HBT-4-Cl)
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Figura 79. ESI(+)-MS do hibrido benzoiltioureia-benzotiazol (HBT-2-OMe)

6E°LEV

6€'62

ovm owm
bt bt

_ . T _
€€69¢€ G1'0SE yecee _

Lz'sge

L1°20€

1
LZ'IS1 _ yL'GLL

-0
8l'sel -

ool

oLl

Lozl

Fogl

~ovl

051

[00°0001-00°0G] sW IN4 1SN 2 + S 'L

G3EL'L 7IN 0L AV 0€'0-9L°0 ‘1M 12Z-Zl# €09¥GL8L¥02Z 000LV0S (+)S3 8NOZ-1LaH



129

Figura 80. ESI(+)-MS do hibrido benzoiltioureia-benzotiazol (HBT-4-OMe)
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Figura 81. ESI(+)-MS do hibrido benzoiltioureia-benzotiazol (HBT-2-Cl)
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Introduction

Urezse is 2 Ni-dependent emryme widely synthesized
by plants, fungi, bacteria, asd some inverichraies 4
In e presence of wreses, the coaversion of ures to
ammiaam {MH, ) and carbon doaide (00 is enhancsd by
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Staphylecoccur saprephyiices, and some plasmid-
conlaining Esckenichis ool strases kaoem Lo rigger sy
tract infecson, kidney sione formation, pyelonesphntis,
hepaic encephalopaity, and ukimairly bepatic coma 1+
. o cos groe in the siomack (pH lower than 20 doe
1o Ehie ahility i excrele wnemmes 10 The iscremesd of pH in
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inflammation sad the formaSos of deodesal sad gasinc
uloers and gastric sdesncarcinoma and lymphoma ™ For
these reasnns, the developmest of urease inhibilors = an
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Singe ancicnl tmes, mankind has taken advantige of navora] products 1o real andfor prevenl many
digeages and dyvelunclions, either a0 oviginal compoumds or aler modilications (Lachanes ¢ al,
BNZ; Mewman and Crage, 201 Indeed, nalere containg o vast source of naural prducis thal
exalibit a plethers of Malogical sctivities. The doversity of chemical struciune makes nalural prod-
uits very vabmble 1o pharmsceutical industrics and agriculiara] segments as well (Modoko et al,
20 5. Mavara] produects from plenls Bave been a greal souree of isspiralion [or improving the qual-
ily af humen amd animal life as disease hemapeobcs mnd for meneasing food resources (Cragg aml
Mewmen, 20013; Davan of al, 2009; de Fitime el &l 2008; de Bilama el al . 2014; Bales, 2008 ; Bioe
of al, 1998; Silva el al, 20141

Brazil is ong of the largest countries (B.5 midllion km®) in the world amd the fargest in all Latin
Amezrica, in asddition o a marine area of more than 4.5 million km?. In terms of matural resourmzes,
Erazil has ive importanl continenlal biomes and e largest river sysiem in Uhe world, standing oul
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