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RESUMO
Palavras-chave: Limoneno; tiouréias; guanidinas; atividade antiproliferativa;

Artemia salina.

Os monoterpenos constituem uma classe de compostos organicos encontrados
em plantas que possuem uma série de propriedades farmacolégicas. Varios estudos
demonstram a potencialidade desta classe de compostos como agentes anticancer.
Dentre os monoterpenos com atividade anticAncer destaca-se o d-limoneno, que
apresenta atividade quimioterapéutica e quimiopreventiva em uma variedade de
modelos de tumores induzidos em animais. Estudos demonstraram que a administracao
de d-limoneno causa a completa regressdo de carcinomas mamarios induzidos por N-
nitrosouréia (NMU) e 7,12-dimetilbenzil[a]lantraceno (DMBA) com minima toxicidade.
Devido ao seu potente efeito quimioterapico e quimiopreventivo, o d-limoneno encontra-
se em triagem para uso clinico, sendo que os estudos realizados comprovam sua
atividade e baixa toxicidade e suportam este composto como protétipo de uma nova
classe de agentes quimioterapéuticos. O potencial do limoneno como agente
anticancer, bem como a sua disponibilidade como substrato natural nos levaram a
propor a sintese e a avaliagao da atividade de uma série de derivados contendo esta
unidade monoterpénica.

Neste trabalho realizamos a sintese e avaliacdo da citotoxicidade frente a
Artemia salina e a atividade antiproliferativa de uma série de derivados do R-(+)-

limoneno contendo unidades tiouréia ou guanidinica substituidas.



A obtengcdo dos derivados contendo unidades tiouréia substituidas (35-46) foi

realizada a partir da reagao do isotiocianato monoterpénico (33), obtido pela reacédo do
limoneno (1) com HSCN/CHCI3, com uma série de aminas.
A preparacao de derivados do limoneno contendo unidades guanidinicas substituidas
foi feita pela reagao das S-metiltiouréias, preparadas pela reagao das tiouréias obtidas
anteriormente com CHsl, com aminas. A reagao das S-metiltiouréias (48-52) e (55), na
sua forma de sal, com n-butilamina e cicloexilamina em atmosfera inerte forneceram os
derivados guanidinicos (56-61).

As estruturas dos compostos sintetizados foram confirmadas com base na
andlise dos dados espectrais de IV, EM e RMN '"H e 'C/DEPT e de técnicas
bidimensionais de RMN (COSY, HMQC).

Os compostos sintetizados foram submetidos ao teste de toxicidade frente a
Artemia salina, onde as tiouréias 35, 38 e 43 apresentaram melhor atividade frente ao
microcrustaceo com uma DLsp < 0,31ug/mL.

Os compostos (35-46), (48-49), 51, 52 e 54 foram submetidos a avaliagdo da
atividade antiproliferativa em culturas de células tumorais humanas de melanoma-
UACC62, mama-MCF7, pulméo tipo ndo pequena células-NCIl460, leucemia-K562,
ovario-OVCAR, préstata-PC0.3, colon-HT.29, rim-786.0 e mama resistente-NCIADR,
que expressa o fendtipo de resisténcia a multiplas drogas. Os resultados mostraram
que os compostos testados se mostraram ativos na inibicdo do crescimento celular,

sendo que alguns deles foram capazes de matar 50% das células de algumas culturas.
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ABSTRACT

Keywords: Limonene; thioureas; guanidine; antiproliferative evaluation; Artemia

salina bioassays.

Monoterpenes are a class of naturally occurring plant compounds that
possess a range of pharmacological properties. Several studies have
demonstrated the efficacy of this class of compounds as potential anticancer
agents. d-Limonene, a monoterpene found in a variety of foods and essential oils,
has been reported to exert chemopreventive and chemotherapeutic activities in a
variety of carcinogen-induced animal tumor models. Dietary administration of d-
limonene causes complete regression of N-nitrosourea (NMU)-induced and 7,12-
dimethylbenzyl[a]lanthracene (DMBA)-induced mammary carcinomas with minimal
toxicity. As a result of its chemopreventive and chemotherapeutic potential,
limonene is under clinical trials. Phase | and pharmacokinetic study in patients with
advanced cancer confirms its low toxicity and support D-limonene as prototype of a
novel class of chemotherapeutic drugs. The potential use of limonene as an
anticancer agent led us to focus our attention on the synthesis and cytotoxity
against Artemia salina and antiproliferative activity evaluation of new limonene
derivatives bearing thiourea or guanidine moieties.

The synthesis of the R(+)-limonene derivatives (35-46), containing
substituted thiourea moiety, was made from the reaction of the limonene

isothiocyanate (33) with a series of different classes of amines (primary,



VII

heterocyclic and aromatic). The compound (33) was obtained from the HSCN
addition on exocyclic double bond of the R-(+)-limonene.

The preparation of the limonene derivatives (56-61), bearing the substituted
guanidine moiety was carried out by the reaction of S-methylthioureas with
different amines. The S-methylthioureas used were prepared from the reaction of
the thioureas (35-42) e 45 with methyl iodide.

The structures of all obtained compounds were confirmed by spectroscopic
data (IR, MS, NMR *H and *3C, including *H-'H COSY and HMQC experiments).

The compounds synthesized were submitted to biossays for the cytotoxicity
and antiproliferative activity evaluation. The cytotoxicity was evaluated against
Artemia salina, and the antiproliferative activity was tested “in vitro” against a nine-
cell panel lines consisting of melanoma UACC-62, breast MCF7, lung NCI-460,
leukemia K-562, ovarian OVCAR, prostate PCO-3, colon HT29, renal 786-0 and

breast resistant NCI/ADR according NCI standard protocol.
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1. INTRODUCAO

Os monoterpenos constituem uma classe de compostos organicos
encontrados em plantas e que possuem uma seérie de propriedades
farmacoldgicas. Alguns estudos demonstram o potencial dos monoterpenos na
prevencdo do crescimento de tumores em uma variedade de sistemas
organicos animais, incluindo: pele, mama, pulmao, pancreas, figado e célon™ >
3.

Dentre os monoterpenos estudados destacam-se o limoneno (1) e o
alcool perilico (2), que apresentam potente atividade antitumoral, resultando na
regressdo de tumores em diferentes sitios organicos*®. O limoneno foi o
primeiro monoterpeno a ser testado como agente anticancerigeno e vem
demonstrando atividade na prevencdo do desenvolvimento de tumores e na

regressdo de carcinoma mamaria em ratos®°.

OH

1) 2)

Devido aos resultados positivos dos varios ensaios de atividade
antitumoral realizados, os quais demonstraram potente efeito quimioterapico e
quimiopreventivo, o limoneno e o alcool perilico encontram-se em triagem para

uso clinico como agentes anticancer”.
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O amplo uso do limoneno como agente anticancerigeno, bem como a
sua disponibilidade como substrato natural nos levaram a propor a sintese e a
avaliacdo da atividade de uma série de derivados contendo esta unidade
monoterpénica. Em trabalhos desenvolvidos anteriormente®? foram também
realizadas tentativas de sintese de derivados guanidinicos, utilizando o
limoneno como substrato monoterpénico. No entanto, a metodologia utilizada
na etapa de guanilacao ndo forneceu os derivados guanidinicos esperados.

Neste trabalho foi realizada a preparacdo e avaliacdo da atividade
antiproliferativa de uma série de derivados do limoneno contendo unidades
tiouréia ou guanidinica substituidas'?, no entanto a metodologia utilizada na
etapa de guanilacdo ndo forneceu os derivados guanidinicos esperados. No

Esquema 1 estd mostrado a proposta retrossintética para preparacdo dos

derivados do tipo Il e 1, contendo a unidade guanidina e tiouréia,
Ro 3§ + RNH, /> § + RINH; /> f
N— S
_Ry R
'\HJ\'T' N)]\N/ ! NCS
H o H Y
respectivamente.
Il (guanidinas) | (tiouréias) isotiocianato

Esquema 1. Analise retrossintética para derivados | (guanidinicos) e Il

(tiouréias).

A proposta de preparacdo de derivados contendo a unidade tiouréia deve-
se aos estudos reportados que demonstram o potencial farmacologico de

compostos desta classe como antifingicos®®, antivirais, antibacterianos e
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antitumorais'®. Na literatura encontram-se, também, relatos de tiouréias que
possuem atividade anti-HIV*.

O ndcleo guanidinico esta presente em diversos farmacos sendo
responsavel por interacfes especificas entre ligantes e receptores, interacdes
estas favorecidas pela protonacéo do ion guanidinio em condic¢des fisiologicas.
Na literatura encontram-se relatados compostos guanidinicos naturais ou
sintéticos, que possuem diversas atividades biolégicas e farmacoldgicas, entre
elas propriedades antivirais, antifingicas, anti-histaminicas, antiinflamatorias,
antidiabéticas, analgésica, anti-hipertensivas®® e antibacterianas. Alcaldides
guanidinicos apresentam ainda atividade antiviral frente ao virus Herpes
simplex (tipo 1), antifingica frente ao Candida albicans®®, anti-HIV e s&o ainda

potentes inibidores das Na*, K*, Ca?*-ATPases®’ .
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3. REVISAO DOS PRINCIPAIS METODOS DE SINTESE DE TIOUREIAS E

GUANIDINAS
3.1. Principais para a sintese de tiouréias

O meétodo mais utilizado para a sintese de tiouréias é a reacdo de
isotiocianatos com diversas aminas. Dentre as sinteses de tiouréias, a partir de
isotiocianatos, pode-se citar a metodologia proposta por Maya'®, onde tiouréias
(5) sdo preparadas a partir da reacdo de isotiocianatos glicosilados (3a) com

aminas (Esquema 2).

R, OH
Rl&/ CSC|2 e /%
H H, 11 dlomno -H,0
OH
3

&M

N—H
R{”
R, OH
Rlﬁz v
H N
OH \g/ Rs
5

Esquema 2: Sintese de tiouréias a partir de isotiocianatos glicosilados.

Outro método utilizado na sintese de tiouréias, proposto por Xian'?, é
baseado na sintese de tiouréias N-substituidas (8) por substituicdo de

nitrosotiouréias (6) com alquilaminas (7). (Esquema 3).
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S S
R acetonitrila
~ )]\ o+ NNeH Ri~ )]\ e
’I\‘ ’I\‘ R/ ta. 'l\' 'l\'
NO H ; R, H
6 7 8

Esquema 3: Sintese de tiouréias derivadas de nitrosotiouréias.

A auto condensacdo de isotiocianatos (9) foi descrita por Blanco®® como

outra metodologia, de sintese de tiouréias (10). (Esquema 4).

S
H,O -
R—N=C=S —2=—» R\N)J\OH &» R—NH,

9 R—NCS

- COS
)J\ )J\ RHN)J\ NHR

Esquema 4: Sintese de tiouréias por autocondensacéo de isotiocianatos.

A sintese de tiouréias em fase sdlida (12), utilizando resina clorometilada

(Merrifield) (11), foi desenvolvida por Gomez e colaboradores?!, constituindo
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um método eficaz para a eliminacdo da presenca de componentes toxicos

formados durante a reacdo (Esquema b).

Ri~ R
N—H SNV
R/ Ry ,N=H R Ry
cl ’ N O s SH
oO— ———0— Ly ——> N oO—
R 7
CS,, Tolueno S\H/ 2 RO R
S S
11 12

Esquema 5: Sintese de tiouréias em fase sélida.

3.2. Principais métodos para a sintese de alcal6ides guanidinicos

Um dos métodos mais comumente utilizado na sintese de guanidinas (15)

foi proposto por Rasmussen® e envolve a presenca de S-metiltiouréias (14)

como intermediarios sintéticos (Esquema 6).

A )
S SCHy HN_ _/tBUOH,A JN\ HI
- NJJ\ N R3 CH3|/MEOH Ho NJ§ N~ R3 R2 H-< 'I\I =N- R3
| | 36-100% [ 10-98% H
H H
13 14 15

Esquema 6: Sintese de guanidinas via S-metiltiouréias.

Outros métodos empregam sais de cobre ou mercurio como agentes

guanilantes na sintese das guanidinas (18) e (20), (Esquema 7), utilizando
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acido trifluoracético, para posterior desprotecdo das guanidinas protegidas (17)

com N-BOC®?,

S NBoc NH
)]\ * RNH —>HgCI2/ Cuck N)J\\‘ _CFsCOOH )J\N
BocN NHBoc 2 Et;NDMF RH HBoc RHN H,
16 17 18
S NRR"
)J\ CUSO,/SIO,/EtsN_ )\
RN NR = > RN NR
N N RR"NH,ta N
19 20

Esquema 7: Sinteses de guanidinas na presenca de sais de cobre ou

mercurio.

Lipton?® desenvolveu um método semelhante ao anterior, que evitou o
uso de sais de mercurio. A N,N’-bis-(tercbutoxicarbonil) tiouréia (21) foi
submetida a reacdo com diversas aminas primérias e secundarias na presenca
de reagente de Mukayama (22) e trietlamina, em temperatura ambiente,

resultando na guanidina bisprotegida (23) (Esquema 8).

L
@\

S I~ N d NBoc

I\|/Ie 22

BocHN” “NHBoc + RRNH — — —— ““ 5 RRN” ~NHBoc
21 EtsN,DMF ou 93

CH,Cl,, 25° C

21-92%
Esquema 8: Sintese de guanidinas utilizando o reagente de Mukayama.
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Compostos guanidinicos também foram sintetizados a partir de alcoois,
sob condi¢Bes de Mitsunobu, como no caso da guanidina (27), cuja sintese foi

desenvolvida por Kozikowski e colaboradores?® (Esquema 10).

NH,
NR NR OH)-\"H A
iy NHs, MeOH P R Ry o ANTNR
RHN™ ~SMe RHN™ "NH> DIAD, PPH3, PhMe,00C ™ R >"\R
26 1 2
24 R=Chz - = 0% 27
R=Cbz
25 R=Boc
R=Boc

Esquema 10: Sintese de guanidinas via reacao de Mitsunobu.

Ultimamente vém sendo desenvolvidos diversos métodos de sintese de
guanidinas em fase sélida. Um destes métodos foi demonstrado por Achyuta?’,
que sintetizou guanidinas biciclicas. Inicialmente o acido bocaminico foi
acoplado com a resina 4-metilbenzilhidrilamina (MBHA), seguido pela
desprotecdo do grupo Boc, gerando o composto (28). Dois acoplamentos e
desprotecdes subsequentes geraram o tripeptideo (30). A reducédo das ligacdes
amida do tripeptideo com BH3-THF resultaram na tetramina (31), a qual foi
tratada com CNBr, em solvente apolar, gerando a guanidina (32) (Esquema

11).
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O R2 ’ 0
HNAQ BocmNHCHRHCOH HzN\(lL NO  _Boc— NHCHR)COH N)}f N\(lL O
TFA H >H, N

Rl TFA o Rlog
28

2 R2

Boc— NHCH(R®)CO,H ‘HZN\(K N)ﬁ( N\(l N~ BHs— THF ‘HZNY\ N)\/ NY\ NO
TFA R3 H 0 Rl H piperidina 3 H RL H
31
R3 30 R3
CNBr T\ ) HE 5—\
—— > HN. N_ _R NH HF o iN N, R? "
NH \( A O EH \( A
N} N N NH
R I;21/‘
32

Esquema 11: Sintese de guanidinas em fase sdélida.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Preparagcao e caracterizagdo de derivados do limoneno contendo a

unidade tiouréia

Para a preparagao dos derivados do R(+)limoneno contendo a unidade tiouréia
optou-se pela utilizacdo do método onde a sintese é feita a partir da reacao de

isotiocianatos com diversas aminas'® (Esquema 12).

Esquema 12: Sintese de tiouréias a partir do isotiocianato.

O isotiocianato monoterpénico (33) foi preparado pela adigdo de um excesso
de HSCN/CHCI;, a dupla ligagcdo do R(+)limoneno (1) conforme procedimento

descrito na literatura 2 (Esquema 13).
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HSCN/CHCI3 é é

cs 4\SCN

1 33 34

Esquema 13: Sintese do isotiocianato monoterpénico a partir do R(+)limoneno (1).

O controle do andamento da reacdo por CCD mostrou a formacido do
isotiocianato (33) como produto majoritario e o tiocianato (34) como produto
minoritario (2:1), sendo o ultimo um produto mais polar.

A obtencéao de (33) foi confirmada pela analise dos dados espectroscopicos de
IV, EM e RMN "H e ®C (uni e bidimensional).

O produto principal foi obtido em 66% de rendimento e, apresentou no seu
espectro de IV (EIV-27 — Anexo) uma banda em 2089 cm™, caracteristica de grupo
N=C=S.

O espectro de massas de baixa resolugao apresentou ion molecular em m/z
195 (100%) e um fragmento em m/z 136 correspondente a perda de HSCN.

Os espectros de RMN 'H e RMN *C (ER'H-28; ER'C-28 - Anexo)
mostraram dados concordantes com os relatados na literatura para o isotiocianato 33
e para o produto minoritario (34)28. Na Tabela 1 estdo apresentados os

deslocamentos quimicos de 'H e "*C para (33).
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Tabela 1: Dados de RMN 'H e *C (300,06/75,5 MHz, CDCls) para 33.

H/C Sn (mult) 8¢
1 - 1341
2 5,36 (sl) 121,0
3 2,07 (m) 26,6
4 1,60 (m) 44,6
5 1,33; 1,87 (m) 24,3
6 2,01 (m) 30,7
7 - 64,0
8 1,39 (s) 27,2
9 1,37 (s) 26,9
10 1,66 (s) 23,36
1 - 129,0

Observou-se que a adicdo de HSCN ao R-(+)-limoneno (1) se deu regio e
quimiosseletivamente, a dupla exociclica. Esta seletividade deve-se, provavelmente,
a fatores estéricos que favorecem a adicdo a esta insaturagdo, ao invés da dupla
ligacao trissubstituida (endociclica).

O isotiocianato (33) obtido foi submetido a reagdo com uma série de aminas
(n-butilamina, isopropilamina, pirrolidina, cicloexilamina, morfolina, o-anisidina, 3-
pentilamina, p-bromoanilina, anilina, benzilamina, 1-metilpiperazina e o-toluidina),

resultando nas tiouréias (35-46) conforme mostrado no (Esquema 14).
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_RNH,
“CHCl, ™\ .
’ 3:R= —  39R=() L/ 2RO N— 45R= ()_O
N 11 Ng
H H CHs0 Hs

35-46 37 R=()—<: 40: R= ()O 43: R:()@ 46: R= ()@
Esquema 14: Tiouréias 35-46 obtidas a partir do isotiocianato 33.

. — . -
35:R= A\ 38:R= ()’_O 4:R=(). © 44 R ()_Q_B’
NCS
11

A reagdo acima consiste na adigdo nucleofilica ao C-11 do isotiocianato. As
tiouréias alifaticas (35-39) e heterociclicas (40-42) foram obtidas com bons
rendimentos (cerca de 80%). No entanto, a reagao do isotiocianato monoterpénico
(33) com aminas aromaticas forneceu as tiouréias (43-46) em baixos rendimentos
(cerca de 30%), conforme mostrado na Tabela 2. Para a obtengédo destas tiouréias
foi necessario a utilizacdo de temperaturas mais elevadas e maior tempo reacional.
Os rendimentos foram menores, em relagao a formagao das tiouréias derivadas de

aminas alifaticas, devido a baixa nucleofilicidade da anilina e seus derivados.
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Tabela 2: Condigbes e rendimentos das reacdes de obtengao das tiouréias

(35-46).
N° R Tempo (h) Temp °C  Rendimento(%)
alifatico
35 n-butil 15 25 97
36 Isopropil 15 25 84
37 3-pentil 15 25 80
38 Benzil 15 25 95
39 Cicloexil 15 25 80
Ciclico
40 pirrolidil 15 25 67
41 Morfolil 15 25 88
42 1-metilpiperazil 08 25 90
aromatico
43 2-metoxifenil 24 100 31
44 4-bromofenil 24 100 20
45 fenil 24 100 30
46 2-metilfenil 24 100 30

A obtengao das tiouréias (35-46) foi confirmada pela analise de seus dados
espectroscopicos de IV, EM e RMN "H e *C (uni e bidimensional).

Os espectros no |V das tiouréias (35-46) apresentaram uma absorgéo intensa
na regiao de 3250-3440 cm'1, caracteristica de estiramento de N-H de aminas. Foram
observadas, também, duas bandas nas regides de 1523-1566 cm™ e de 1250-1410
cm™, caracteristicas de estiramento C=S de tiouréias (Espectros EIV 1-12 — Anexo).

A anadlise dos espectros de massas (Espectros EM 1-10 — Anexo) dos
derivados contendo a unidade tiouréia substituida (ver Parte Experimental) mostrou
como fragmentos mais comuns para a maioria dos composots os picos em m/z 58 e
aqueles correspondentes ao fragmento denominado F4, sendo este ultimo
correspondente a perda de 135 unidades a partir do ion molecular (M™ - 135).

Conforme sugerido no Esquema 15 (Caminho a), a formacao do fragmento
m/z 58 envolve uma clivagem homolitica entre C4 e C; e clivagem heterolitica entre o

atomo de nitrogénio e o Cq1. Um provavel caminho para a formagéo do fragmento
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denominado F1 estda mostrada no Caminho b do Esquema 15. Segundo esta nossa
proposta, F1 seria formadoa partir da clivagem heterolitica entre C7-N, com rearranjo

do H de C4 para N e formagéao de dupla ligagao entre C3-Cj.

a)
+ H
N\
s H
ot R']T» + “ + S:C:N—R1
NN 1 H
II-IVII-I >—N H
H
(M) m/z 58
b)
& ’ &
—_— ’ é/ - + . )J\ /R1
N o "I R H=I™ N
| | NN H H
H H I I
H H Fiq
(M)

m/z (M- 135)

Esquema 15: Mecanismos propostos para a formagéo dos fragmentos m/ z 58 e F;.

Os espectros de RMN "H das tiouréias (espectros ER'H 1-12; ER COSY 1-8
— Anexo) apresentaram sinais caracteristicos da unidade monoterpénica na regiao
de &y 5,30-5,40, relacionado ao H-2 da dupla endociclica, e na regidao de 6y 1,30 -
1,49 e oy 1,34 -1,55 que foram atribuidos aos hidrogénios dos grupos metilas C-8 e
C-9. Os demais sinais correspondentes aos hidrogénios da unidade monoterpénica
(H-3, H-4, H-5, H-6) estédo presentes na regiao o4 1,18 — 2,81. O singleto na regiao 6y

1,61-1,73 foi atribuido ao hidrogénio metilico H-10. A unidade monoterpénica foi
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evidenciada também pelos sinais nas regides de 6. 133,5-134,4 e 6. 119,0 - 120,5
correspondentes a C-1 e C-2 e sinais nas regides de . 23,8 — 44,5 atribuidos aos
carbonos monoterpénicos C-3, C-4, C-5 e C-6, nos espectros de RMN 'C
(espectros ER'™C 1-12; ER HMQC 1-10 - Anexo).

A confirmagdo da adigdo nucleofilica das aminas ao isotiocianato 33 foi
verificada, principalmente, pelo efeito de desprotecdo de aproximadamente 50 ppm
no carbono C-11 dos produtos, em relagdo ao valor de 6 para o C-11 (129 ppm) do
isotiocianato de partida. Os sinais caracteristicos de C=S das tiouréias formadas
apareceram na regiao de d¢ 177,3 a 181,8. A atribuicdo dos deslocamentos quimicos
de 'H e C, para alguns sinais caracteristicos das tiouréias (35-46) esta apresentada
na Tabela 3. As atribuicdes dos demais deslocamentos quimicos de RMN 'H e *C
estdo apresentadas nas Tabelas 4-9.

Para os derivados contendo aminas alifaticas primarias como substituintes
(35-39), o hidrogénio H-12 apresentou valores de deslocamentos quimicos na regiao
de &y 3,53 - 4,72, variando a sua multiplicidade de acordo com a natureza da amina.
Os sinais na regiao de 1,23 — 1,99 foram atribuidos ao H-13. Nos espectros de RMN
3C dos compostos observa-se a presenga de sinais nas regides de 6c 45,1 — 58,3 e
8¢ 22,6 — 137,2, atribuidos ao C-12 e C-13.

Em relagao as tiouréias contendo substituintes heterociclicos (40-42), os sinais
de H-12 estdo presentes na regido de 642,43 — 3,73 e os sinais de H-13 na regido de
on 1,98 — 3,78. A multiplicidade dos sinais atribuidos as tiouréias com substituintes
ciclicos e heterociclicos, também variam conforme a natureza da amina presente na
estrutura. A confirmagao da adigdo das aminas na estrutura das tiouréias (40-42) foi
evidenciada pela presenca de sinais nas regides de d¢c 46,8 — 49,2 e ¢ 25,5 — 66,3,
atribuidos respectivamente ao C-12 e C-13, respectivamente.

Pode-se verificar uma mudanga nos deslocamentos de alguns sinais,
pertencentes a unidade monoterpénica, das tiouréias heterociclicas (40-42) em
comparagdo com as tiouréias alifaticas (35-39). Os espectros de RMN 'H

apresentaram sinais na regiao de 64 1,25 — 2,81, atribuidos aos H-3, H-4, H-5 e H-6,
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para as tiouréias heterociclicas (40-42) enquanto que para as tiouréias alifaticas (35-
39) estes mesmos hidrogénios apresentaram sinais na regido de 64 1,30 — 1,99.

Os espectros de RMN 'H para as tiouréias aromaticas (43-46) apresentaram
sinais caracteristicos de hidrogénios aromaticos, confirmando a presenga do grupo
arila na estrutura. O sinal atribuido ao H-13 das tiouréias aromaticas aparece na
regido de 546,94 — 7,28. No espectro de RMN "*C, os sinais relativos ao C-12 e C-13
apareceram na regido de 6c 134,1 —136,8 e 6¢ 121,0 — 127,7.

Tabela 3: Dados de RMN "H e *C (300,06/75,45 MHz, multiplicidade, J em Hz,
CDCl3) para as tiouréias (35-46).

tiouréias  6H(2) ©C(2) ©oC(7) ©oH(8) oC(8) ©oH(9) ©oC(9) &C(11) oJH(12)  o6C(12)

35 540(sl) 1200 58,3 1,35(s) 248 1,39(s) 250 180,8 3,54(q; 6,00 45,1
120,0 583  135(s) 24,9 1,40(s

)
36 5,40(s) ) 252 1798 4,36-437(m) 47,2
37 536(s)) 1197 582  1,34(s) 251 1,38(s) 254 180,7 4,19-427(m) 58,3
38 533(sl) 119,8 584  1,30(s) 24,6 1,34(s) 24,8 180,9 4,654,80(m) 49,2
39 536(sl) 1200 583  1,34(s) 24,9 137(s) 252 1797 4,08-4,15(m) 53,9
40 537(sl) 1206 589  149(s) 24,6 155(s) 246 177,3 3453,60(m) 49,2
41 537(sl) 1197 595 148(s) 24,6 1,54(s) 247 1818 3,60-3,80(m) 47,4
42 537(sl) 120,3 589  146(s) 24,3 153(s) 243 1808 243(;51) 46,8
43 536(sl) 1205 593  142(s) 24,6 148(s) 246 1793 - 134,1
44 536(sl) 1204 59,7 142(s) 24,6 1,48(s) 246 1794 - 136,0
45 533(sl) 1205 595  140(s) 24,2 145(s) 242 1795 - 136,8

46 530(s) 1205 59,2  1,39(s) 24,1 145(s) 244 1799 - 136,0




Tabela 4: Dados de RMN 'H e *C (300,06/75,5 MHz, multiplicidade, J em Hz,
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S

36

CDCl3) para os produtos (35) e (36).

_ 4
57 )J\ /L
84\,\' NG
o H H

Composto 35

Composto 36

CHH B B¢ B B¢
1 - 133,9 (Co) - 134,0 (Co)
2 5,40 (sl) 120,0 (CH) 5,40 (sl) 120,0 (CH)
3 1,99 (m) 26,5 (CH,) 1,99 (m) 26,6 (CH,)
4 1,99 (m) 42,2 (CH) 1,99 (m) 42,5 (CH)
5 1,82 (m) 242 (CHy)  1,33:1,78 (m) 24,2 (CHy)
6 1,60 (m) 31,2 (CH,) 1,99 (m) 30,9 (CHy)
7 - 58,3 (Co) - 58,3 (Co)
8 1,35 (s) 24,8 (CH3) 1,35 (s) 24,9 (CH3)
9 1,39 (s) 25,0 (CH3) 1,40 (s) 25,2 (CH3)
10 1,64 () 23,2 (CH3) 1,65 (s) 23,2 (CH3)
11 - 180,8 (Co) - 179,8 (Co)
12 3,54 (q;6,0) 45,1 (CHy) 4,40 (m) 47,2 (CH)
13 1,99 (m) 30,9 (CH,) 1,23 (d) 22,6 (CH3)
14 1,39 (m) 20,1 (CH,) 1,23 (d) 22,6 (CH3)
15 0,95 (t;: 7,2) 13,7 (CHa) - -

19
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Tabela 5: Dados de RMN "H e *C (300,06/75,5 MHz, multiplicidade, J em Hz,
CDCl3) para os produtos (37) e (38).

Composto 37 Composto 38

C/H On Oc On Oc

1 - 134,1 (Co) - 133,8 (Co)
2 5,36 (sl) 119,7 (CH) 119,8 (CH)
3 1,61(m) 26,6 (CHy) 26,3 (CHy)
4 1,99 (m) 42,8 (CH) 42,1 (CH)
5 1,30;1,83 (m) 24,3 (CHy) 23,9 (CHy)
6 1,99 (m) 31,0 (CHy) 30,7 (CHy)
7 - 58,2 (Co) 58,4 (Co)
8 1,34 (s) 25,1 (CH3) 24,6 (CHs)
9 1,38 (s) 25,4 (CH3) 24,8 (CHs)
10 1,65 (s) 23,3 (CH3) 23,1 (CHs)
11 - 180,7 (Co) 180,9 (Co)
12 4,23 (m) 58,3 (CH) 49,2 (CH,)
13 1,51 (M) 27,0 (CHy) 137,2 (Co)
14 1,51 (M) 26,9 (CHy) 127,3 (CH)
15 0,93 (t; 7,5) 10,0 (CH3) 128,7 (CH)
16 0,93 (t; 7,5) 10,1 (CHs) 128,7 (CH)
17 - - 128,7 (CH)
18 127,3 (CH)
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Tabela 6: Dados de RMN "H e *C (300,06/75,5 MHz, multiplicidade, J em Hz,

10

1

6 2
5! 3
S

; { )J\ $
84\ NN
JH u
12

40 5

CDCl3) para os produtos (39) e (40).

Composto 39 Composto 40

CH [ oS¢ Oy 6c

1 - 134,0 (Co) - 134,0 (Co)
2 5,36 (sl) 120,0 (CH) 5,37 (sl) 120,6 (CH)
3 1,81 (m) 26,6 (CHy,) 1,77;2,04 (m) 26,6 (CHy)
4 1,93 (m) 42,7 (CH) 2,70 (tdd; 12; 2,4;2,1) 40,8 (CH)
5 1,81 (m) 24,2 (CHy) 1,78;1,25 (m) 24,1 (CHy)
6 1,80 (m) 31,0 (CHy) 1,98 (M) 31,1 (CHy)
7 - 58,3 (Co) - 58,9 (Cy)
8 1,34 (s) 24,9 (CHs) 1,49 (s) 24,6 (CHs)
9 1,37 (s) 25,2 (CHa) 1,55 (s) 247 (CHs)
10 1,65 (s) 23,3 (CHs) 1,64 (s) 23,3 (CH3)
11 - 179,7 (Co) - 177,3 (Co)
12 4,12 (m) 53,9 (CH) 3,55 (m) 49,2 (CH,)
13 2,02 (m) 32,9 (CHy) 1,98 (tl) 25,5 (CHy)
14 1,67 (M) 24,7 (CHy) 1,98 (tl) 25,5 (CHy)
15 1,60 (m) 25,4 (CHy) 3,55 (m) 49,2 (CHy)
16 1,67 (M) 24,7 (CHy) - -

17 2,02 (m) 32,8 (CHy) - -

21
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Tabela 7: Dados de RMN "H e *C (300,06/75,5 MHz, multiplicidade, J em Hz,
CDCl3) paraos produtos (41) e (42).

Composto 41 Composto 42
CH On Oc On Oc
1 - 134,1 (Co) - 133,5 (Co)
2 119,7 (CH) 5,37(sl) 120,3 (CH)
3 26,5 (CHy) 1,81; 1,96 (m) 26,2 (CH,)
4 44,5 (CH) 2,81 (m) 39,9 (CH)
5 24,3 (CHy) 1,73 (m) 23,8 (CHy)
6 30,7 (CHy) 1,96 (M) 30,7 (CHy)
7 59,5 (Cy) - 58,9 (Cy)
8 24,6 (CHs) 1,46 (s) 24,3 (CHs)
9 247 (CHs) 1,53 (s) 24,2 (CHs)
10 23,3 (CHa) 1,63 (s) 23,0 (CHs)
11 181,8 (Co) - 180,8 (Co)
12 47,4 (CHy) 2,43 (t; 5,1) 46,8 (CHy,)
13 66,3 (CHy) 3,78 (t; 4,2) 54,2 (CHy)
14 66,3 (CHy) 2,30 (s) 45,4 (CHs)
15 47,4 (CHy) 3,78 (t; 4,2) 54,2 (CHy)
16 - 2,43 (t; 5,1) 46,8 (CH,)




Tabela 8: Dados de RMN "H e *C (300,06/75,5 MHz, multiplicidade, J em Hz,
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CDCl3) para os produtos (43) e (44).

Composto 43 Composto 44
CH On Oc On Oc
1 - 134,2 (Co) - 134,4 (Co)
2 5,36 (sl) 120,5 (CH) 5,36 (sl) 120,4 (CH)
3 1,90 (m) 26,7 (CHy) 1,68; 1,97 (m) 26,7 (CHy)
4 2,00 (m) 41,7 (CH) 2,59 (m) 40,9 (CH)
5 1,77 (m) 24,3 (CHy) 1,24; 1,68 (m) 24,4 (CHy)
6 1,90 (m) 31,2 (CHy) 1,96 (M) 31,2 (CHy)
7 - 59,3 (Co) - 59,7 (Co)
8 1,42 (s) 24,6 (CHs) 1,42 (s) 24,6 (CHs)
9 1,48 (s) 24,6 (CHs) 1,48 (s) 24,6 (CHs)
10 1,63 (s) 23,4 (CHs) 1,63 (s) 23,5 (CH3)
11 - 179,3 (Co) - 179,4 (Co)
12 - 134,1 (Co) - 136,0 (Co)
13 6,94 (dd; 7,8) 121,0 (CH) 7,09 (d; 8,7) 126,8 (CH)
14 7,24 (dd; 7,8) 124,5(CH) 7,54 (td; 9,3; 3,0; 2,1) 133,4 (CH)
15 6,98 (td; 7,8) 121,0 (CH) - 120,6 (Co)
16 7,20(td; 7,8) 110,3 (CH) 7,54 (td; 9,3; 3,0; 2,1) 133,4 (CH)
17 - 154,6 (Co) 7,09 (d; 8,7) 126,8 (CH)
18 3,84 (s) 55,8 (CHs) - -
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Tabela 9: Dados de RMN "H e *C (300,06/75,5 MHz, multiplicidade, J em Hz,CDCls)
para os produtos (45) e (46).

Composto 45 Composto 46
CH By Sc O ¢
1 - 134,3 (Co) - 134,3 (Co)
2 5,33 (sl) 120,5 (CH) 5,30(sl) 120,5 (CH)
3 1,84; 1,90 (m) 26,7 (CHy) 1,93 (m) 26,6 (CHy)
4 2,59 (m) 41,1 (CH) 2,48 (m) 41,4 (CH)
5 1,18; 1,62 (m) 24,3 (CHy) 1,75 (m) 24,2 (CHy)
6 1,90 (m) 31,2 (CHy) 1,93 (M) 31,2 (CHy)
7 - 59,5 (Co) - 59,2 (Co)
8 1,40 (s) 24,5 (CHs) 1,39 (s) 24,1 (CHs)
9 1,45 (s) 24,2 (CHs) 1,45 (s) 24,4 (CHs)
10 1,61 (s) 23,5 (CH3) 1,61 (s) 23,5 (CHs)
11 - 179,5 (Co) - 179,9 (Co)
12 - 136,8 (Co) - 136,0 (Co)
13 7,20 (d; 7,5) 125,2 (CH) 7,28 (m) 127,7 (CH)
14 7,43 (t; 7,5) 130,2 (CH) 7,28 (m) 131,9 (CH)
15 7,29 (d; 7,9) 127,1 (CH) 7,28 (m) 127,8 (CH)
16 7,43 (t; 7,5) 130,2 (CH) 7,28 (m) 128,7 (CH)
17 127,9 (Co)
18

7,20 (d; 7,5)

125,2 (CH)

2.29 (m)

18,1 (CHa)




Resultados e Discussao 25

4.2 Preparacao de derivados do limoneno contendo uma unidade

guanidinica substituida

Para a preparacdo de derivados do limoneno contendo uma unidade
guanidinica substituida utilizou-se a metodologia proposta por Rasmussen®. A
proposta € baseada na formacdo de um intermediario S-metilado, derivado das
tiouréias obtidas anteriormente e posterior reacdo dos intermediarios obtidos com

aminas (Esquema 16).

2
R
N

S LG SCHa.HI Sl N éHN/R
P E GH L
7N 7R 7N

Esquema 16: Sintese dos derivados guanidinicos a partir de tiouréias.

O uso de S-metiltiouréias como intermediarios € uma forma de facilitar a
posterior formagcdo das guanidinas pela liberagdo de CH3SH na reacédo de
substituicdo. Para a preparagao das tiouréias S-metiladas solubilizou-se as tiouréias
(35-42) e (45) em CHCI3, adicionou-se um excesso de iodeto de metila (CHsl) e
deixou-se sob agitagdo e temperatura de O °C durante 24 horas. Os produtos foram
obtidos na forma de sal de S-metiltiouréia (47- 55), com rendimento quantitativo.

A confirmacao da obtengdo das S-metiltiouréias foi feita com base na analise
de seus dados espectroscopicos de IV, EM e RMN 'H e RMN "™C (uni e
bidimensional).

Os espectros na regiao do infravermelho (Espectros EIV 13-21 — Anexo) dos
compostos (47-55) apresentaram uma banda na regido de 1527- 1638 cm’
caracteristico de ligagdo C=N de iminas. Foi observada a auséncia das bandas
correspondentes a absorgéo da ligagdo C=S, e a presenca de uma banda na regido

de 660-700 cm™ (C-S) o que caracteriza a formagdo das S-metiltiouréias.
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No espectro de massas de baixa resolugcao (Espectros EM 11-19 — Anexo)
para as S-metiltiouréias (47-55) foi observada a presenga de um fragmento F,, com
m/z carcteristico de cada composto, resultante da clivagem heterolitica da ligacéo
C11-S. Ha a liberacdo de HSCH3; ou SCHj;, dependendo da natureza da amina

presente na estrutura (Esquema 17).

CH,3
Ve
S - HSCHj;
'ﬁg R4
N\ -
H N: C: N— R1
(M) F2
ou
CH,3
S/
()\ - «SCH4
NG 'I\T/R1 E— +
N=C=N-R;
(M) F2

Esquema 17: Fragmentacgdes tipicas para as S-metiltiouréias sintetizadas.

A Tabela 10 apresenta os valores do pico do ion molecular (M**) de cada uma
das S-metiltiouréias, além do valor do fragmento F, correspondente a perda dos
fragmentos "'SCH3; ou HSCHj.
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Tabela 10: Valores de m/z, para o ion molecular e F, das S-metil tiouréias (47-

55).

Compostos m/z (M**) m/z (F2)
47 282 234
48 268 220
49 296 248
50 316 268
51 308 261
52 280 233
53 296 249
54 304 -
55 302 255

Os espectros de RMN 'H (espectros ER'H 13-21; ER COSY 9-17 — Anexo)
das tiouréias S-metiladas (47-55) apresentaram um sinal que caracteriza a formacgao
dos produtos desejados, devido a presenga de um singleto atribuido ao grupo metila
ligado a enxofre na regido de &y 2,70 a 3,10 ppm. Os sinais na regiao de oy 5,33 a
5,39 ppm sé&o caracteristicos de hidrogénio ligado a dupla ligagdo da unidade
terpénica. Dados espectroscopicos de RMN "*C (espectros ER'*C 13-21; ER HMQC
11-19 - Anexo) mostraram um sinal relacionado ao carbono ligado a enxofre na
regido de ¢ 143,7 a 168,1, para as tiouréias S-metiladas. Os sinais na regiao de d¢
17,6 - 18,5, foram atribuidos aos carbonos dos grupos metilas ligados ao enxofre.

Na Tabela 11 estdo apresentados os deslocamentos quimicos dos
hidrogénios e do carbono da metila ligada ao enxofre das S-metiltiouréias (47-55),

preparadas a partir das respectivas tiouréias.
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Tabela 11: Dados de RMN "H e *C (300,06/75,45 MHz, multiplicidade, J em Hz,
CDCl3) para as S-metiltiouréias (47-55).

S-metiltiouréias R 5'H [

alifatico

47 n-butil 2,86 (s) 17,8 (CH3)

48 Isopropil 2,85 (s) 18,4 (CHs)

49 3-pentil 2,78 (s) 18,4 (CH3)

50 Benzil 3,06 (s) 18,0 (CH3)

51 Cicloexil 2,83 (s) 18,5 (CH3)
ciclico

52 Pirrolidil 2,70 (s) 17,6 (CH3)

53 Morfolil 2,63 (s) 18,7 (CH3)

54 1-metilpiperazil 2,73 (s) 16,9 (CHj3)

aromatico
55 Fenil 2,44 (s) 17,3 (CH3)

As atribuicdes dos demais sinais de RMN encontram-se nas Tabelas 12-16.
Os sinais de carbono e hidrogénio para a S-metiltiouréia (50) foram confirmadas com

base nos dados de experimento de HMQC.
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Tabela 12: Dados de RMN 'H e *C (300,06/75,5 MHz, multiplicidade, J em Hz,

CDCl3) para os produtos (47) e (48).

Ll

13

Composto 47 Composto 48
CH OH S¢c On &c
1 - 134,5 (Co) - 134,1 (Co)
2 5,36 (sl) 119,5 (CH) 5,35 (sl) 120,1 (CH)
3 1,88 (M) 26,8 (CHy) 1,93 (m) 26,7 (CHy)
4 2,31 (m) 42,2 (CH) 2,27 (m) 42,7 (CH)
5 1,76 (M) 24,4 (CHy) 1,76 (M) 24,4 (CHy)
6 1,88 (m) 30,8 (CHy) 1,93 (m) 30,8 (CHy)
7 - 63,1 (Co) - 57,4 (Co)
8 1,55 (s) 25,0 (CH3) 1,50 (s) 25,1 (CH3)
9 1,59 (s) 25,5 (CH3) 1,58 (s) 25,7 (CH3)
10 1,65 (s) 23,4 (CH3) 1,65 (s) 23,3 (CH3)
11 - 167,9 (Co) - 143,7 (Co)
12 3,69 (sl) 45,9 (CH,) 4,30 (sl) 51,2 (CH)
13 1,93 (M) 30,8 (CHy) 1,49 (d; 6,6) 22,7 (CH3)
14 1,40 (m) 20,1 (CHy) 1,49 (d; 6,6) 22,3 (CH3)
15 0,96 (t; 7,2) 13,8 (CH3) 2,85 (s) 18,4 (CH3)
16 2,86 (s) 17,8 (CHs) - -
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Tabela 13: Dados de RMN 'H e *C (300,06/75,5 MHz, multiplicidade, J em Hz,

SCH,

3 17 6

: 14

7 /g L 15
84\ N~ 1SN ¥

CDCl3) para os produtos (49) e (50).

16

Composto 49 Composto 50
C/H [ Oc On Oc
1 - 134,4 (Cy) - 134,2 (Co)
2 5,35 (sl) 119,4 (CH) 5,19 (sl) 119,4 (CH)
3 1,94 (m) 26,7 (CHy) 1,60 (M) 26,2 (CHy)
4 2,26 (m) 42,8 (CH) 1,85 (M) 42,2 (CH)
5 1,33; 1,77 (m) 24,4 (CHy) 0,98 (m) 23,8 (CHy)
6 2,01 (m) 30,8 (CHy) 1,85 (M) 30,7 (CHy)
7 - 61,5 (Co) - 62,7 (Co)
8 1,55 (s) 25,1 (CH3) 1,26 (S) 24,5 (CHs)
9 1,58 (s) 25,6 (CHs) 1,29 (s) 25,0 (CHs)
10 1,65 (s) 23,3 (CH3) 1,60 (s) 23,2 (CHs)
11 - 169,2 (Cyp) - 167,9 (Co)
12 3,78 (m) 63,4 (CH) 5,03 (s) 47,4 (CH,)
13 1,79 (M) 27,5 (CHy) - 134,2 (CH)
14 1,79 (s) 27,5 (CHy) 7,53 (d; 6,0) 128,1 (CH)
15 0,99 (t; 7,3) 10,9 (CH3) 7,38 (d; 7,5) 129,6 (CH)
16 0,99 (t; 7,3) 10,9 (CHs) 7,38 (d; 7,5) 129,0 (CH)
17 2,78 (s) 18,4 (CH3) 7,38 (d; 7,5) 129,6 (CH)
18 - 134,4 (Cy) 7,53 (d; 6,0) 128,1 (CH)
19 - - 3,06 (s) 18,0 (CHs)
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14 15

CDCl3) para os produtos (51) e (52).

Composto 51

Composto 52

CH Ou Oc Ou Oc
1 i 134,3 (Co) i 1344 (Co)
2 5,35 (s) 119,4 (CH)  537(sl)  119,9 (CH)
3 1,93 (m) 267 (CH,)  1.96(m)  27.1 (CH,)
4 2.25 (m) 427(CH)  235(m) 433 (CH)
5 1.81 (m) 246 (CH,) 1,36;1,82 (M) 24.6 (CH,)
6 1,34 (dd; 4.8:1,2): 1,81 (m) 307 (CHz)  2,01(m) 311 (CHy)
7 i 63.4 (Co) i 64,1 (Co)
8 1,55 (s) 256 (CHs)  1.62(s) 26,2 (CHa)
9 1,57 (s) 256 (CHs)  1.60(s)  26.6 (CHa)
10 1,65 (s) 233 (CHs)  165(s)  23.5(CHs)
11 i 168,1 (Co) - 164,2 (Co)
12 3,88 (m) 56,8 (CH)  4,04(m) 535 (CHp)
13 1,81:1,93 (m) 326 (CH))  2.18(m) 254 (CHy)
14 1,81 (m) 24.8 (CHy)  2.18(m)  25.4 (CHy)
15 1,62 (M) 244 (CH,)  404(sl) 535 (CHy)
16 1,81 (m) 248 (CH,)  270(s)  17.6 (CHa)
17 1,81: 1,93 (m) 32.6 (CH,) i )
18 2.83 (s) 18.5 (CHs) i ;
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Tabela 15: Dados de RMN 'H e *C (300,06/75,5 MHz, multiplicidade, J em Hz,
CDCl; / CD3; OD) para os produtos (53) e (54).
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Composto 53

Composto 54

CH [ Sc SH S¢c
1 i 134.4 (Co) i 133.9 (Co)
2 5,36 (sl) 1197 (CH) 5,37 (sl) 1211 (CH)
3 193(dd:4821) 272(CHy)  1,80:1,97(m) 26,9 (CH,)
4 2,43 (m) 43,1 (CH) 1,97 (m) 46,2 (CH)
5 133:1,77(m) 247 (CH,) 1,76 (m) 24,3 (CHj)
6 2,02 (M) 31.0 (CHy) 1,97 (m) 31.3 (CHy)
7 i 65,0 (Co) i 58,8 (Co)
8 161 (s) 26,3 (CHa) 1,27 (s) 24.6 (CHa)
9 164 (s) 25.9 (CHa) 1.28 (s) 24.8 (CHa)
10 164 (s) 23.4 (CHa) 1,65 (s) 23.4 (CHa)
11 i 171,0 (Co) i 151,1 (Co)
12 3,95 (d; 4,5) 52,8 (CHy) 3,59 (m) 42.9 (CH,)
13 4,02(dd: 45:24) 665 (CH,) 3,70 (m) 61.5 (CHy)
14  4.02(dd: 45 24) 66.5 (CHy) 234 (s) 52.2 (CHs)
15 3,95 (d: 4,5) 52.8 (CHy) 3,70 (m) 61.5 (CHy)
16 2,63 (s) 18.7 (CHa) 3.59 (m) 429 (CHy)
17 i ) 273 (s) 16.9 (CHy)




Resultados e Discussao

33

Tabela 16: Dados de RMN "H e *C (300,06/75,5 MHz, multiplicidade, J
em Hz, CDCI3/MeOH) para o produto (55).

Composto 55

CH B P
1 - 134,7 (Co)
2 5,36 (sl) 119,6 (CH)
3 1,97 (m) 26,8 (CHy)
4 2,24 (m) 42,9 (CH)
5 1,78; 1,25 (m) 24,5 (CH,)
6 2,03 (m) 30,9 (CH,)
7 - 63,5 (Co)
8 1,52 (s) 25,3 (CHs)
9 1,54 (s) 24,8 (CH3)
10 1,65 (s) 23,4 (CHs)
11 - 169,6 (Co)
12 7,44 (d; 6,3) 134,7 (Co)
13 7,44 (d; 6,3) 124,9 (CH)
14 7,44 (d; 6,3) 130,5 (CH)
15 7,44 (d; 6,3) 128,4 (CH)
16 7,44 (d; 6,3) 130,5 (CH)
17 7,44 (d; 6,3) 124,9 (CH)
18 2,44 (s) 17,3 (CH>)
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Na etapa de preparagao dos derivados guanidinicos a partir das tiouréias S-
metiladas, foram testadas diversas condi¢des reacionais.

Inicialmente submeteu-se a S-metiltiouréia (47) na forma livre (obtida pelo
tratamento com KHCO3; 5%) a reagdo com isopropilamina, utilizando-se THF como
solvente. A reacdo nao forneceu o produto desejado, mas sim uma mistura de
produtos, provavelmente devido a decomposicdo dos compostos presentes na
mistura reacional.

Repetiu-se a reagdo utilizando a isopropilamina como reagente e solvente. O
resultado ndo foi o esperado, novamente fornecendo uma mistura de diversos
produtos.

Outra tentativa realizada, sem sucesso, foi utilizoou utilizou a enzima lipase ?°
imobilizada para catalisar a reagcdo com a amina. Testou-se cloroférmio e 1,4 dioxano
como solventes, variando-se também a temperatura (tampiente, 40°C e 60°C). O
produto nao foi obtido em nenhuma das condi¢des testadas.

Alternativamente, a tiouréia S-metilada (48) na sua forma livre, foi submetida
a reagdo com n-butilamina na presenca de t-BuOH'™®. A reacdo foi realizada sob
atmosfera inerte (N2) e aquecimento, fornecendo o produto (62) (Esquema 18).
Dados espectroscopicos de RMN 'H, '*C e espectrometria de massas de baixa

resolugdo, ndo se mostraram concordantes para o derivado guanidinico esperado.

CHjl /N N\NH;
‘ il—lilg) | i;Hg TBIOH I e
W N"N NN
AN 7N L \
36 48 62

Esquema 18: Obtencdo do composto 62.
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Os espectros de RMN 'H e C (ER'H-29; ER'C-29 - Anexo) ndo
apresentaram os sinais caracteristicos da substituicao nucleofilica da n-butilamina na
tiouréia S-metilada (48). No espectro de RMN "C observou-se um deslocamento no
sinal atribuido ao C-11 da tiouréia S-metilada (48), de &c 168,5 para 156,9 e
auséncia do sinal em &¢ 18,4 correspondente ao grupo —SCH3, demonstrando que
houve a eliminacdo de CH3;SH.

No espectro de massas (EM-26 — Anexo) foi observado o pico do ion
molecular em m/z 238, o que esta de acordo com a estrutura do produto formado
(Esquema 19).0 pico em m/z 143 corresponde ao fragmento formado pela clivagem

homolitica da ligagao C4-C;.

m/'z 95 >: ‘<

Mt 283 m/z 143

Esquema 19: mecanismo para a fragmentacéo de (62).

Apos varias tentativas de sintese dos derivados guanidinicos, sem sucesso,
resolveu-se optar pela utilizacdo da S-metiltiouréia (48-52) e (55) na forma de sal,
seguindo metodologia proposta por Rasmussen?’. Submeteu-se os sais das S-
metiltiouréias (48-52) e (55) a reacdo com n-butilamina, gerando as guanidinas (56-
59), ou cicloexilamina que forneceu as guanidinas (60, 61), em atmosfera inerte e
aquecimento. O tempo reacional foi de 16 horas. A reagédo forneceu as guanidinas
56-61 (Esquema 20).
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R
7\ H N 7\” N~ Ry
(48-52), (55) (56-61)

56: Ri=— Rz~ 5TRi=(LLT R= S 58 Ri=0— ) R=

50: Rlz()’_Q Ro="">" 60: Ri=0—~_ Rp=(L/7 6L Ri= 0} R=OLT

Esquema 20: Obtengdo das guanidinas 56-61.

Segundo dados da metodologia utilizada os derivados guanidinicos seriam
obtidos na forma de sal, devido ao substrato S-metilado encontrar-se na mesma
forma. Diferente do que se esperava, os derivados guanidinicos foram obtidos na
forma livre, pois se utilizou um excesso de amina como solvente e reagente, ao
contrario do que foi feito na literatura, onde o solvente utilizado foi t-BuOH e a amina,
o nucledfilo.

A confirmagdo da obtengdo das guanidinas (56-61) foi feita com base na
andlise de seus dados espectroscopicos de IV, EM e RMN 'H e RMN *C (uni e
bidimensional).

Os espectros no IV das guanidinas sintetizadas (Espectros EIV 22-26 —
Anexo) apresentaram uma absor¢do intensa na regido de 3245-3428 cm™,
caracteristicas de estiramento de N-H de aminas secundarias. Pode-se observar,
também, um sinal na regido de 1611-1626 cm™ atribuido & ligacdo C=N das
guanidinas e a auséncia da banda na regido de 660,4-700,1 cm'1, caracteristica de
ligagdo C-S de S-metiltiouréias.

Os espectros de massas (Espectros EM 20-25 — Anexo) de baixa resolugéo

das guanidinas (56-61) mostraram ions moleculares compativeis com os produtos
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esperados e a presenga do fragmento comum em m/z 58, para a maioria dos
compostos preparados (Ver Parte Experimental).

Os espectros de RMN 'H e *C (espectros ER'H 22-27; ER COSY 18-22;
ER'3C 22-27; ER HMQC 20-24 - Anexo) apresentaram sinais caracteristicos dos
derivados guanidinicos e os valores de deslocamentos quimicos estdao apresentados
na Tabelas 17-19.

A formagdo das guanidinas foi evidenciada por sinais atribuidos ao grupo
amina (n-butilamina e cicloexilamina) adicionado na estrutura da S-metiltiouréia. A
confirmagao da obtencédo das guanidinas (56-61) foi verificada, principalmente, pelo
efeito de protecao de aproximadamente 25 ppm no C-11 das guanidinas, em relagao
ao C-11 das tiouréias de partida. O sinal na regido &c 154,2 a 156,2 é caracteristico
do carbono iminico do grupo C=N de nucleos guanidinicos?".

As atribuigdes dos sinais de carbono e hidrogénio para a guanidina (23) foram

confirmadas com base nos dados de experimento de HMQC.
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‘J

4\N 1

57

CDCl3) para os produtos (56) e (57).
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Composto 56

Composto 57

CH du 5S¢ OH &¢
1 - 134.,4 (Co) 134.6 (Co)
2 5,36 (sl) 119,5 (CH) 5, 36 (sl) 119,5 (CH)
3 1,84; 2,03 (m) 26,7 (CHy) 1,84 (m) 26,8 (CHa)
4 1,79 (m) 43,7 (CH) 2,03 (m) 44,0 (CH)
5 1,35; 1,79 (m) 24,4 (CH,) 1,84 (m) 24.5 (CH,)
6 2,03 (m) 30,8 (CH,) 1,75 (m) 30,9 (CH,)
7 - 58,9 (Co) - 59,1 (Co)
8 1,42 (s) 25,7 (CH3) 1,43 (s) 25,8 (CHa)
9 1,46 (s) 25,9 (CHs) 1,46 (s) 26,2 (CHs)
10 1,66 (s) 23,3 (CHs) 1,66 (s) 23,4 (CHs)
11 - 154,7 (Co) - 154,6 (Co)
12 4,13 (m) 46,4 (CH) 3,79 (m) 53,1 (CH)
13 1,34 (d: 6,3) 23,0 (CH3) 2,03 (m) 33,4 (CH,)
14 1,35(d: 6,6) 23,0 (CHs) 1,68 (M) 24.8 (CH,)
15 3,42 (pq; 6,6) 43,6 (CHy) 1,68 (M) 25,1 (CHa)
16 1,69 (M) 31,3 (CHy) 1,68 (m) 24.8 (CH,)
17 1,40 (m) 20,0 (CH,) 2,03 (m) 33,3 (CH,)
18 0,96 (t;7,2) 13,8 (CHs;) 3,43 (dd; 6,7) 43,7 (CHy)
19 - - 2,03 (m) 31,4 (CH,)
20 - - 1,40 (m) 20,2(CH)
21 - - 0,96 (t; 7,2) 13,9 (CHa)




Resultados e Discussao

10

1 2 1

6 2 2 6 2 22
18 19
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13 14 59
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Tabela 18: Dados de RMN 'H e *C (300,06/75,5 MHz, multiplicidade, J em Hz,
CDCl3) para os produtos (58) e (59).

Composto 58 Composto 59
CH du S¢c OH &¢
1 - 134,5 (Co) - 134,4 (Co)
2 5,34 (sl) 119,4 (CH) 5,24 (sl) 119,4 (CH)
3 1,83; 2,05 (m) 26,7 (CHy) 1,55 (m) 26,3 (CHy)
4 1,88; 1,99 (m) 43,7 (CH) 1,64 (M) 43,4 (CH)
5 1,27; 1,83 (m) 24,4 (CHy) 1,40 (m) 23,9 (CHy)
6 ,56 (t; 7,3) 30,8 (CHy) 1,89 (m) 30,8 (CHy)
7 - 60,0 (Co) - 58,7 (Co)
8 1,45 (s) 25,2 (CH3) 1,27 (s) 25,4 (CH3)
9 1,49 (s) 26,0 (CH3) 1,32 (s) 25,7 (CH3)
10 1,64 (s) 23,4 (CH3) 1,62 (s) 23,3 (CH3)
11 - 154,8 (Co) - 154,2 (Co)
12 - 135,8 (Co) 4,69 (s) 45,9 (CH,)
13 7,25 (dd; 7,3;4,2) 123,5 (CH) - 135,9 (Co)
14 7,40 (t; 7,8) 130,1 (CH) 7,45 (dd;7,8;1,5) 127,9 (CH)
15 7,26 (m) 126,9 (CH) 7,34 (t; 7,5) 129,4 (CH)
16 7,40 (t; 7,8) 130,1 (CH) 7,35 (q; 8,1) 128,7 (CH)
17 7,25 (dd; 7,3;4,2) 123,5 (CH) 7,34 (t; 7,5) 129,4 (CH)
18 3,12 (m) 446 (CHy,) 7,45(dd;7,8;1,5) 127,9 (CH)
19 1,56 (t; 7,3) 31,2 (CHy) 3,61 (q; 6,3) 43,7 (CH,)
20 1,24 (m) 20,0(CHy) 1,59 (m) 31,3 (CHy)
21 0,83 (t; 7,3) 13,8 (CH3) 1,64 (M) 20,1 (CHy)
22 - - 0,93 (t; 7,3) 13,9 (CHj)
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Tabela 19: Dados de RMN 'H e *C (300,06/75,5 MHz, multiplicidade, J em Hz,
CDCl3) para os produtos (60) e (61).

Composto 60 Composto 61

C/H On OS¢ On OS¢

1 - 134,6 (Co) - 134,4 (Co)
2 5,37 (sl) 119,5 (CH) 5,37 (sl) 119,8 (CH)
3 1,90 (m) 26,3 (CHy) 2,00 (m) 27,1 (CHy)
4 1,78 (M) 44,3 (CH) 2,05 (m) 44,1 (CH)
5 1,80 (m) 24,6 (CHy) 2,05 (m) 25,5 (CHy)
6 2,03 (m) 30,9 (CHy) 2,02 (m) 31,1 (CHy)
7 - 59,0 (Co) - 59,9 (Cy)
8 1,42 (s) 25,7 (CH3) 1,45 (s) 26,0 (CH;3)
9 1,43 (s) 26,2 (CH;3) 1,47 (s) 26,5 (CH;3)
10 1,66 (s) 23,4 (CH;3) 1,65 (s) 23,4 (CH;3)
11 - 156,2 (Co) - 154,4 (Co)
12 3,48 (m) 59,1 (CH) 3,71 (m) 50,9 (CHy)
13 1,74 (m) 27,7 (CHy) 1,34; 1,74 (m) 25,1 (CHy)
14 1,74 (m) 27,7 (CHy) 1,34; 1,74 (m) 25,1 (CHy)
15 0,99 (t; 7,2) 10,9(CHj3) 3,71 (m) 50,9 (CHy)
16 0,99 (t; 7,2) 10,9(CHj3) 3,42 (m) 53,8 (CH)
17 3,18 (m) 54,2 (Co) 1,55; 1,92 (m) 33,3 (CHy)
18 1,46; 2,00 (m) 33,6 (CH>) 1,34; 1,74 (m) 25,1 (CHy)
19 1,34; 1,72 (m) 25,0 (CHy) 1,82 (m) 24,6 (CH;3)
20 1,34; 1,72 (m) 25,1 (CHy) 1,34; 1,74 (m) 25,1 (CHy)
21 1,34; 1,72 (m) 25,0 (CHy) 1,55; 1,92 (m) 33,3 (CHy)
22 1,46; 2,00 (m) 33,6 (CH») - -
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4.3Ensaios Farmacolégicos

4.3.1 Avaliacdo da toxicidade dos compostos sintetizados frente a

Artemia salina

A realizagdo dos bioensaios frente as larvas de Artemia salina deve-se ao fato
de que trabalhos encontrados na literatura relacionam a toxicidade frente esta
espécie de crustdceo com atividades antifungica, antiviral, antimicrobiana,

parasiticida, antitumoral e tripanossomicida®"’

, sendo que muitas destas atividades
s&o observadas em tiouréias e compostos guanidinicos.

Realizou-se o0 bioensaio de letalidade da Artemia salina conforme
procedimento descrito na literatura®2. A avaliacdo da toxicidade de alguns compostos
sintetizados foi realizado em triplicata para nove concentracdes diferentes, 100; 20;
15; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,63 e 0,31pg/mL.

Todos os compostos foram testados nas concentragcdes de 100, 20, 15 e 10
ug/mL, sendo que para os que mostraram 100% ativos em 10 ug/mL os testes foram
repetidos em concentragcdes menores.

Para a concentragdo 100 pg/mL observou-se 100% de mortalidade dos
nauplios de Artemia salina para todos os compostos preparados, demonstrando a
alta atividade destes nesta concentracéo.

Em relagdo ao teste efetuado na concentracdo de 10pg/mL, os resultados

preliminares da porcentagem de animais vivos encontram-se na Tabela 20.
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Tabela 20: Porcentagem de animais vivos no ensaio de toxicidade dos compostos

sintetizados frente a Artemia salina, na concentragdo de10ug/mL.

Composto R4 Rz % Composto R Rz %
35 n-butil - 0 57 cicloexil n-butil 52,2
36 isopropil - 0 40 pirrolidil - 61,3
37 3-pentil - 0 52 pirrolidil - 78,3
38 benzil - 0 41 morfolil - 41,9
48 isopropil - 0 43 1-metoxifenil - 0
56 isopropil n-butil 59,4 50 benzil - 0
39 cicloexil - 0 59 benzil n-butil 51,0
51 cicloexil - 0 controle - - 100

Comparando-se a atividade das tiouréias testadas observa-se que os
compostos contendo os substituintes pirrolidil (40) e morfolil (41) apresentam uma
menor atividade.

Observou-se que a formagdo das guanidinas, derivadas das tiouréias
testadas, nao favoreceu um aumento na atividade destes compostos frente a Artemia
salina. As tiouréias e S-metiltiouréias se mostraram mais ativas do que as guanidinas
derivadas destas.

Devido aos bons resultados obtidos em relagdo ao teste frente a Artemia
salina, na concentragao de10ug/mL, foram determinados os valores da dose letal de
50% (DLso) para os compostos que se mostraram mais ativos no teste efetuado
(Tabela 21).
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7 -~ SCH, N
%H%H’Rl 4:\N R 4:\N/1%N’Rl
H H
35-46 47-55 56-61

Tabela 21: Dados da dose letal de 50% (DLso) para alguns compostos sintetizados.

Composto R R; DLso(ug/mL),
35 n-butil - 0,23
47 n-butil - 1,61
36 isopropil - 3,40
48 isopropil - 3,54
37 3-pentil - 1,52
49 3-pentil - 1,84
38 benzil - 0,31
50 benzil - 0,65
39 cicloexil - 1,40
51 cicloexil - 0,61
43 2-metoxifenil - 0,25
44 4-bromofenil - 0,97

46 2-metilfenil

5,40
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Para o calculo da DLsy dos compostos testados construiu-se o grafico do
logaritmo da concentracao pela porcentagem de letalidade. Os compostos (35), (38)
e (43) apresentaram melhor atividade frente ao microcrustaceo com uma DLsp <
0,31ug/mL.

Na comparagao entre as tiouréias testadas e seus derivados S-metilados
observou-se que, com excecdo do (51), com a formacdo das S-metiltiouréias

correspondentes, houve um decréscimo da atividade.

4.3.2 Avaliacédo da atividade antiproliferativa

A avaliacdo da atividade antiproliferativa, realizada no CPQBA (UNICAMP)
sob a responsabilidade do professor Dr. Jodo Ernesto de Carvalho, foi feita para os
derivados do limoneno contendo unidades tiouréia (35-46) e para as S-meltiltiouréias
(48-49), (51), (52) e (54) (Tabela 22).

Os compostos foram avaliados em culturas de células tumorais humanas de
melanoma-UACC62, mama-MCF7, pulmdo tipo ndo pequena células-NCI460,
leucemia-K562, ovario-OVCAR, prostata-PCO0.3, célon-HT.29, rim-786.0 e mama
resistente-NCIADR, que expressa o fenodtipo de resisténcia a multiplas drogas,
segundo metodologia descrita por Monks®:.

A atividade antiproliferativa foi determinada através da curva de inibigdo do
crescimento das culturas de células versus a concentragao do composto testado.

Nas Figuras 01 e 02 estdo mostrados, a titulo de ilustragao, os graficos das

curvas de inibicao obtidas para os compostos (43) e (51).
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Através dos resultados obtidos foi possivel o calculo de trés parametros: Gls,
TGl e LCso. O valor de Glsg se refere a concentragao, de droga, necessaria para que
haja uma inibicdo de 50% do crescimento celular (Growth Inhibition), quando
comparado a célula de controle. Os parametros ITC (Total Growth Inhibition) e LCs
(Letal Concentration) referem-se, respectivamente, a concentracdo de droga
necessaria para a inibi¢gao total do crescimento e para a morte de 50% das células.
Na Tabela 22 estdo apresentados os dados de Glsp (UM) obtidos para as tiouréias
(35-46) e S-metiltiouréias (48-49), (51), (52) e (54).
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Tabela 22: Dados de Glsp (uM) obtidos para as tiouréias (35-46) e S-metiltiouréias (48-49), 51, 52 e 54.

Culturas de células

Compostos R Melanoma Mama Pulmdo Leucemia Ovario prostata Célon Rim Mama
resistente
Tiouréias
35 n-butil > 100 > 100 > 100 39,5 98,1 >100 60,6 92,4 54,1
36 Isopropil 31,8 >100 >100 254 >100 >100 81.8 > 100 85.3
37 3-Pentil 97.7 46.5 54.3 6.6 56.2 62.6 17.5 92.1 32.7
38 Benzil na 55,2 41,4 na 43,6 >100 43,6 na na
39 Cicloexil na 37.3 33.9 16.3 3.0 12.5 nt 26.5 6.1
40 pirrolidil 53,3 26.1 34.5 23.6 443 43.0 36.8 59.6 28.5
41 Morfolil >100 >100 >100 >100 > 100 > 100 > 100 >100 > 100
42 1-metil-piperazil >100 >100 >100 3.0 >100 > 100 > 100 >100 88.0
43 2-metoéxi-fenil 11,8 13.6 15.0 10.5 9.5 11.0 18.2 12.7 8.0
44 4-bromo-fenil na 215 19.9 20.1 16.7 16.5 14.6 20.9 19.0
45 Fenil 13.9 18.4 17.3 nt 16.6 15.6 24.0 23.2 25
46 2-metil-fenil 12,0 21.0 18.3 18.7 17.2 19.8 9.3 16.1 12.4
S-
metiltiouréias

48 Isopropil 83.8 > 100 >100 254 > 100 >100 81.8 > 100 85.3
49 3-Pentil 28,9 16.0 17.6 88.7 91.3 16.2 16.7 14.8 10.3
51 Cicloexil 60,7 60.7 58.9 0.41 39.1 62.5 16.7 75.6 75.6
52 pirrolidil 90,0 >100 >100 >100 60.9 >100 >100 >100 91.3
54 1-metil-piperazil >100 >100 >100 76.7 >100 >100 >100 >100 >100

na: ndo apresentou atividade; nt: ndo testado



Resultados e Discussao 48

Através dos testes efetuados pdde-se observar que os compostos que
possuiam  substituinte  aromatico  (43-46) apresentaram  atividade
antiproliferativa, com valores de Glsg que variam de 2,5-24 uM frente a todas as
culturas de células testadas. O composto (45), que contém um grupo fenil
como substituinte, foi o mais ativo contra a cultura de célula mama resistente-
NCIADR, com Glsp de 2,5uM.

Em relagdo aos compostos que possuiam um substituinte alifatico ou
ciclico (35-42) péde-se observar que a atividade inibitoria, frente as culturas de
células, esta relacionada com a natureza do grupo substituinte no atomo de
nitrogénio.

Comparando os compostos da série alifatica com a série aromatica
verificou-se um aumento na especificidade, dos compostos da série alifatica,
frente as linhagens de células, onde a maioria dos compostos exibiu um menor
valor de Glsp, para a cultura de célula leucemia-K562.

Dentre as tiouréias, com substituinte alifatico ou ciclico, os compostos
(37) e (42) mostraram potente atividade e particular seletividade frente a
linhagem de célula leucemia-K562, com valores de Glsy de 6,6 e 3,0 uM
respectivamente. A troca do grupo 1-N-metil do composto (42) por um oxigénio
resultou em um composto inativo (41), frente a todas as linhagens de células.

A tiouréia (39) exibiu potente atividade antiproliferativa frente as culturas
de células ovario-OVCAR e mama resitente-NCIADR, com valores de Gls, de
3,0 e 6,1 uM, respectivamente.

A S-metilagcdo das tiouréias contendo substituintes alifaticos, resultou
numa mudanga no perfil da atividade antiproliferativa destes compostos. A
conversdo da tiouréia (39) na S-metiltiouréia (51) resultou no composto mais
potente de todas as séries, com Glsy de 0,41 uM e alta seletividade frente a
linhagem de célula leucemia-K562. Em relagdo a S-metilagdo do composto (37)
ao composto (49) observou-se um aumento da atividade antiproliferativa frente
a maioria das culturas de células, mas uma diminuigdo significativa da
seletividade deste composto. Os demais compostos S-metilados se mostraram

menos ativos e seletivos se comparados com as tiouréias de partida.
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Na Tabela 23 estdo apresentados os dados de TGI (inibicdo total do

crescimento) e LCsp concentragao necessaria para matar 50% das células).
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Tabela 23: Valores de TGl e LCs (valores em parénteses), com concentragdes em uM, para os compostos (37; 43-46;
49 e 51).

Culturas de células

Compostos R R. Melanoma Mama Pulmao Leucemia Ovario Préstata Célon Rim Mama
UACC-62 MCF7 NCI-460 K-562 OVCAR PCO-3 HT29 786-0 resistente
NCI/ADR
37 3-pentil H >100 >100 >100 95.0 >100 >100 >100 >100 >100
43 2-metoxifenil  H 39.2 64.6 39.5 >100 32.0 58.0 >100 26.8 (57.7) 26.9
44 4-Br-fenil H >100 >100 71.0 >100 72.0 >100 95.0 71.0 71.0
45 Fenil H 34.6 55.5 86.6 >100 >100 58.9 >100 86.6 22.5 (76.6)
46 2-Metilfenil H 29.7(80.9) 86.9 47.2 >100 49.5 >100 >100 29.8 (65.0) 30.0 (65.0)
49 3-pentil H >100 68.3 87.8 >100 >100 >100 87.8 58.0 70.6
51 Cicloexil H >100 >100 >100 825 >100 >100 93.0 >100 >100
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Analises dos dados de TGl e LCsp, presentes na Tabela 24, mostram que os
compostos (43-46) possuem alta atividade para a inibigdo total do crescimento e
morte de 50% das células. Para esta série o composto (45) se mostrou o mais ativo,
com valores de TGl e LC5 de 2,5 e 22,5 uM, respectivamente, contra a linhagem de
célula mama resistente.

Com relacdo a atividade antiproliferativa para os derivados contendo a
unidade guanidinica substituida, foram realizados apenas ensaios para dois dos
compostos sintetizados:  compostos (56) e (57). Os graficos obtidos estédo
apresentados nas Figuras 03 e 04. Devido ao pequeno numero de compostos
ensaiados ndo foi possivel uma analise para correlacdo dos efeitos dos substituintes
sobre a atividade.

A continuidade deste estudo, visando a sintese de novos derivados e dos ja
obtidos para a realizacdo dos ensaios de atividade antiproliferativa, encontra-se em

andamento por membros de nosso grupo de pesquisa.
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Figura 03: Grafico das curvas de inibigdo obtidas para o composto (56).
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ENSAIO 050509 - guaciclo
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Grafico das curvas de inibicdo obtidas para o composto (57).
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5. PARTE EXPERIMENTAL
5.1. Instrumentacdo e material cromatografico

Os espectros de absor¢céo na regido do IV foram registrados em um
espectrofotometro BOMEM, modelo MB-100, em pastilha de KBr, na regido de
400 a 4000 cm™'. Os espectros de massas de baixa resolugédo foram obtidos
em espectrometro SHIMADZU-CG/MS modelo QP 2000A, a 70 eV, equipado
com probe para sélidos. Os espectros de RMN 'H e ®*C foram obtidos em
espectrometro VARIAN modelo Mercury Plus, operando a 300 MHz para He
75,5 MHz para "*C tendo como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS). Os
deslocamentos quimicos foram dados em ppm e o solvente utilizado foi o
CDCI3 e mistura de CDCI3/CD30D. A interpretacdo dos dados foi realizada com
ajuda da técnica DEPT, em que CH3/CH = sinal positivo (+), CH, = sinal
negativo (-), Co (ndo ligado a hidrogénio) = sinal de intensidade zero, e
confirmada por HMQC e COSY.

Nas cromatografias em placa preparativa (CCDP) foram utilizadas
placas de vidro 20x20 cm, com uma camada de silica gel 60 GFs4 € silica gel
60G da Merck, na proporcao de 1:1 e com espessura de 1,0 mm. As elui¢des
foram feitas em solventes organicos destilados. As revelagbes das placas
foram obtidas por irradiacdo com lampada ultravioleta em 254/366 nm.
Também foram utilizados como reveladores iodo ressublimado e reagente de

Dragendorff.
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5.2. Solventes e Reagentes

O solvente utilizado nas reacgdes foi cloroférmio (merck). O substrato
monoterpénico empregado neste trabalho foi o (R)-(+)-limoneno, utilizado sem
tratamento prévio (Aldrich, 95%). Os reagentes utilizados foram, n-butilamina
(Acros Organics, 99,8%), isopropilamina (Acros Organics, 99%), cicloexilamina
(Aldrich, 99%), pirrolidina (Aldrich, 99%); benzilamina (Aldrich, 99%); morfolina
(Aldrich, 99%); 3-pentilamina (Nissho lwai Co.); anilina destilada sobre presséo
reduzida (Aldrich, 99,5+%); p-bromoanilina; o-anisidina destilada sobre presséo
reduzida; o-toluidina destilada sobre pressdo reduzida; bissulfato de potassio
(KHSO4, QM); Tiocianato de potassio (KSCN, Merck, 99%); iodeto de metila

(Carlo Erba); alcool terc-butilico (Synth) destilado sob atmosfera inerte.
5.3 Sintese do isotiocianomonoterpeno (33)
5.3.1 Preparacéo do acido tiocianico (HSCN)

Uma suspensao de 1,48 g (0,015 mol) de KSCN, pulverizado, em CHCl3
(6 ml) foi triturada, em um grau, com 2,10g (0,015 mol) de KHSO4 por 5 min.
Apods decantar a solucdo de HSCN-CHCI3 adicionou-se mais 2mL de CHCI3; a
mistura sélida e triturou-se por mais10 min, filtrando-se sobre algoddo. A
proporcdo de solucdo de HSCN-CHCI; e substrato utilizado em todas as

reacoes foram de 8:1 mol.
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5.3.2 Sintese do isotiocianomonoterpeno (33) a partir do limoneno (1)

24
=7

84\ N= 8:
33

Em um baldo volumétrico adicionou-se 0,8228g (6,09 mmol) de R(+)-
limoneno e um excesso de solugdo de HSCN-CHCI3. A mistura reacional foi
deixada, a temperatura ambiente, sob agitacdo e protegida da luz por 1 dia. O
progresso da reagao foi acompanhado por CCD. Apds filtragcao para eliminar os
produtos de polimerizacédo, o filtrado foi lavado com agua, seco sobre Na,SO4
anidro e concentrado em evaporador rotativo. O produto foi purificado por
coluna cromatografica, com hexano como eluente.

Dados de RMN "H e *C: Tabela 1 ( pagina 13)

5.4Sintese das tiouréias (35-46)
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Em um baldo 0,196g (1 mmol) do isotiocianomonoterpeno (33) foi
submetido a reacdo com diversas aminas: n-butilamina, isopropilamina,
pirrolidina, cicloexilamina, morfolina, o-anisidina, pentilamina, p-bromoanilina,
anilina, benzilamina, o-toluidina e 1-metilpiperazina em CHCI3;, gerando como
produtos reacionais as tiouréias (35-46), conforme mostrado na Tabela
2(pagina 15 — resultados e discussdes). A proporcao utilizada foi de 1
equivalente do isotiocianomonoterpénico para 2 equivalentes das aminas. O
solvente e excesso das aminas utilizadas foram evaporados em evaporador
rotativo. As tiouréias foram purificadas em coluna de silica gel ou silica flash

(200-400 mesh), eluida com hexano, hexano/acetato 20%.

N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metilcicloexenil)]-N'-[2-(butil)]tiouréia (35); IV v /ocm™
(KBr): 3270 (N-H); 1544 e 1343 (C=S); (espectro EIV-1 - Anexo); EI-EM m/z
(rel. int.): 269 [M + H]", 255 (7,5); 83 (38,8); (espectro EM-2 — Anexo); RMN
'H: Tabela 5 ( espectro ER'H-1 — Anexo); RMN 'C : Tabela 5 (espectro

ER'C-1 - Anexo).

N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metillcicloexenil)]-N’-[2-(isopropil)] tiouréia (36)

IV (KBr) v/ cm™: 3272 (N-H); 1539 e 1326 (C=S); (espectro EIV-2 - Anexo)
EI-EM m/z (rel. int.): 255 [M + H]"; 139 (3,1); 83 (13,1) ; (espectro EM-2 —
Anexo); RMN 'H: Tabela 5 ( espectro ER'H-2 — Anexo); RMN "°C : Tabela 5

(espectro ER*C-2 - Anexo).
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N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metillcicloexenil)]-N’-[2-(isopentil)] tiouréia (37)

IV (KBr) viem™: 3258 (N-H); 1644 (C=C); 1537 e 1322 (C=S); (espectro EIV-3 -
Anexo); EI-EM m/z (rel. int.): 282 (M™); 147 (100, [H_NCSNH-isopentil]*); 58
(70,5); 41 (65,1) (espectro EM-3 — Anexo); RMN 'H: Tabela 6 ( espectro

ERH-3 — Anexo); RMN "*C : Tabela 6 (espectro ER**C-3 - Anexo).

N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metillcicloexenil)]-N’-[2-(benzil)] tiouréia (38)

IV (KBr) vicm™: 3254 (N-H); 1542 e 1340 (C=S); (espectro EIV-4 - Anexo); El-
EM m/z (rel. int.): 303 [M + H]" ; 301 (4,4) (espectro EM-4 — Anexo); RMN
'H: Tabela 6 ( espectro ER'H-4 — Anexo); RMN 'C : Tabela 6 (espectro

ER'C-4 - Anexo).

N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metillcicloexenil)]-N’-[2-(cicloexil)] tiouréia (39)

IV (KBr) vicm™: 3258 (N-H); 1541 e 1338 (C=S); (espectro EIV-5 - Anexo); El-
EM m/z (rel. int.): 295 [M + H]"; 83 (23,8); 41 (13); (espectro EM-5 — Anexo);
RMN "H: Tabela 7 (espectro ER'H-5 — Anexo); RMN *C : Tabela 7 (espectro

ER™C-5 - Anexo).

N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metillciclohexenil)]-N’-[2-(pirrolidil)] tiouréia (40)
IV (KBr) viem™: 3395 (N-H); 1644 (C=C); 1532 e 1348 (C=S); (espectro EIV-6 -
Anexo); EI-EM m/z (rel. int.): 266 (M™); 233 (28,3); 131 (100, M*™* - 135;

[H.NCSNH-pirrolidil]"); 114 (92,4); 93 (30,4); 58 (38,0); 41 (58,5); (espectro



Parte Experimental 57

EM-6 — Anexo); RMN 'H: Tabela 7 (espectro ER'H-6 — Anexo); RMN '3C :

Tabela 7 (espectro ER*®C-6 - Anexo).

N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metillcicloexenil)]-N’-[2-(morfolil)] tiouréia (41)
IV (KBr) vicm™: 3409 (N-H); 1523 e 1347 (C=S); (espectro EIV-7 - Anexo);
RMN "H: Tabela 8 (espectro ER'H-7 — Anexo); RMN *C : Tabela 8 (espectro

ER'C-7 - Anexo).

N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metillcicloexenil)]-N’-[2-(N-metilpiperazil)] tiouréia (42)

IV (KBr) vicm™: 3438,4 (N-H); 1629,5 (C=C); 1566,7 e 1410,8 (C=S); (espectro
EIV-8 - Anexo); EI-EM m/z (rel. int.): 295 (M™); 195 (20,6); 121 (34,8); 93
(64,1); 58 (100); 41 (97,8); (espectro EM-7 — Anexo); RMN 'H: Tabela 8
(espectro ER'H-8 — Anexo); RMN '*C : Tabela 8 (espectro ER™C-8 -

Anexo).

N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metillcicloexenil)]-N’-[2-(2-metoxifenil)] tiouréia (43)

IV (KBr) vicm™: 3370 (N-H); 3048 (C-H arom.); 1664 (C=C arom.); 1600 (C=C);
1461 (C=C arom.); 1536 e 1251 (C=S); 1027 (C-O); 757 (C-H, arom.);
(espectro EIV-9 - Anexo); EI-EM m/z (rel. int.): 318 (M™*); 183 (27,2; M*™ - 135
[HoaNCSNH-imetoxifenil]"); 123; [H.N-metoxifenil]™) ; 108 (47,8); 93 (27,1); 58
(100); 41 (43,5); (espectro EM-8 — Anexo); RMN 'H: Tabela 9 (espectro

ERH-9 — Anexo); RMN "*C : Tabela 9 (espectro ER*C-9 - Anexo).
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N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metillcicloexenil)]-N’-[2-(4-bromofenil)] tiouréia (44)

IV (KBr) viem™: 3281 (N-H); 3104 (C-H); 1578 (C=C, arom.) ; 1488 (C=C,
arom.); 1531 e 1364 (C=S); 1072 (C-Br); 757 (C-H, arom.); (espectro EIV-10 -
Anexo); EI-EM m/z (rel. int.): 366 (M™); 215 (23,9); 58 (100); (espectro EM-9 —
Anexo); RMN 'H: Tabela 9 (espectro ER*H-10 — Anexo); RMN °C : Tabela 9

(espectro ER*C-10 - Anexo).

N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metillcicloexenil)]-N’-[2-(2-fenil)] tiouréia (45)

IV (KBr) vicm™: 3387 (N-H); 3156 (C-H arom.); 1590 (C=C arom.); 1541 e 1299
(C=S); 759 (C-H arom.); (espectro EIV-11 - Anexo); RMN 'H: Tabela 10
(espectro ER'H-11 — Anexo); RMN *C : Tabela 10 (espectro ER*®C-11 -

Anexo).

N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metillcicloexenil)]-N’-[2-(2-metilfenil)] tiouréia (46)

IV (KBr) viem™: 3368 (N-H); 3173 (C-H, arom.); 1644 (C=C, arom.); 1622
(C=C); 1533 e 1252 (C=S); 755 (C-H, arom.); (espectro EIV-12 - Anexo); El-
EM m/z (rel. int.): 302 (M*™); 167 (100, M*™* - 135; [HoNCSNH-metilfenil]’); 151
(15,2); 91 (45,1); 58 (70,1); 41 (46,7); (espectro EM-10 — Anexo); RMN 'H:
Tabela 10 (espectro ER'H-12 — Anexo); RMN '°C : Tabela 10 (espectro

ER™C-12 - Anexo).
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5.4.1 Sintese das S-metiltiouréias (47-55).

SCH.HI

N1 N°

I

a) Sintese da S-metiltiouréia (47)

A tiouréia (35) foi submetida a reagdo, com um excesso (em torno de
3:1) de iodeto de metila em CHCI;. A mistura reacional foi mantida a
temperatura de 0° C, durante 24 horas. A formag&o da tiouréia S-metilada (47)
foi monitorada por CCD. A evaporagao do solvente e excesso do iodeto de

metila forneceu as tiouréia S-metilada em rendimento quantitativo.

N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metillcicloexenil)]-N’-[2-(butil)] S-metiltiouréia (47)

IV (KBr) viem™: 3423 (N-H); 1638 (C=N); (espectro EIV-13 - Anexo); EI-EM
m/z (rel. int.): 282 (M™); 234 (45,7; M™ — CH3SH); 219 (43,5); 205 (36,9); 128
(89,1); 93 (74,4); 58 (54,3); 41 (100) (espectro EM-11 — Anexo); RMN 'H:
Tabela 13 (espectro ER'H-13 — Anexo); RMN '®C : Tabela 13 (espectro

ER™C-13 - Anexo).
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b) Sintese das S-metiltiouréias (48-55)

Para a sintese das demais S-metiltiouréias, o método utilizado foi o
mesmo da sintese da S-metil tiouréia (47), os tempos reacionais também néao
variaram. A diferencga esta nas tiouréias utilizadas como substrato. As tiouréias
utilizadas, respectivamente para cada S-metiltiouréia formada, foram (36-42) e
(45).

A excecgao na sintese das S-metiltiouréias esta na formacado da S-metil
tiouréia (54), que devido a baixa solubilidade em CHCI; da tiouréia (42), foi
adicionado também, como solvente, algumas gotas de MeOH. O tempo

reacional ndo variou.

N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metillcicloexenil)]-N’-[2-(isopropil)] S-metiltiouréia (48)

IV (KBr) viem™: 3194 (N-H); 1589 (C=N); 661 (C-S); (espectro EIV-14 -
Anexo); EI-EM m/z (rel. int.): 268 (M™); 220 (68,5; M™* — CH3SH); 205 (57,6);
128 (100); 127 (60,1); 93 (77,2); 58 (91,3); 44 (32,6); 43 (95,7); 41 (84,8);
(espectro EM-12 — Anexo); RMN 'H: Tabela 13 (espectro ER'H-14 —

Anexo); RMN 3C : Tabela 13 (espectro ER**C-14 - Anexo).

N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metillcicloexenil)]-N’-[2-(isopentil)] S-metiltiouréia (49)

IV (KBr) viem™: 3348 (N-H); 1591 (C=N); 660 (C-S); (espectro EIV-15 -
Anexo); EI-EM m/z (rel. int.): 296 (M™); 248 (40,2; M™ — CH3SH); 233 (50,0);
219 (55,4); 178 (32,6); 163 (34,8); 128 (81,5); 127 (48,9); 93 (61,0); 58 (73,9);
43 (100); 41 (85,9); (espectro EM-13 — Anexo); RMN "H: Tabela 14 (espectro

ER'H-15 — Anexo); RMN "°C : Tabela 14 (espectro ER'3C-15 - Anexo).
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N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metillcicloexenil)]-N’-[2-(benzil)] S-metiltiouréia (50)

IV (KBr) viem™: 3397 (N-H); 3190 (C-H; arom.); 1711 (C=N; 1594 (C=C; arom.);
1462 (C=C; arom.); 700 (C-S); (espectro EIV-16 - Anexo); EI-EM m/z (rel. int.):
316 (M™);268 (1,63); 225 (1,1); 142 (19,6); 91(33,7); 71 (52,2); 58 (23,9); 57
(42,4); 43 (100); 41 (43,5); (espectro EM-14 — Anexo); RMN 'H: Tabela 14
(espectro ER'H-16 — Anexo); RMN *C : Tabela 14 (espectro ER*®C-16 -

Anexo).

N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metillcicloexenil)]-N’-[2-(cicloexil)] S-metiltiouréia (51)

IV (KBr) viem™: 3187 (N-H); 1686 (C=N); 1592 (C=C); 660 (C-S); (espectro
EIV-17 - Anexo); EI-EM m/z (rel. int.): 308 (M™); 261 (31,5; M™ — CH;S"); 178
(25,0); 163 (31,5); 128 (63,0); 127 (39,1); 93 (53,3); 83 (36,9); 58 (55,4); 55
(54,3); 43 (57,6); 41 (100); (espectro EM-15 — Anexo); RMN 'H: Tabela 15
(espectro ER'H-17 — Anexo); RMN *C : Tabela 15 (espectro ER¥C-17-

Anexo).

N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metillcicloexenil)]-N’-[2-(pirrolidil)] S-metiltiouréia (52)

IV (KBr) vicm™: 1678 (C=N); 1584 (C=C); 673 (C-S); (espectro EIV-18 -
Anexo); EI-EM m/z (rel. int.): 280 (M™); 233 (2,72); 142 (52,2); 128 (93,5); 127
(69,6); 84 (44,6); 70 (42,4); 58 (10,9); 57 (42,4); 43 (100); 42 (87); 41 (40,2); );
(espectro EM-16 — Anexo); RMN 'H: Tabela 15 (espectro ER'H-18 —

Anexo); RMN 3C : Tabela 15 (espectro ER™C-18- Anexo).



Parte Experimental 62

N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metillcicloexenil)]-N’-[2-(morfolil)] S-metiltiouréia (53)

IV (KBr) viem™ 1573 (C=N); 1031 (C-O); 693 (C-S); (espectro EIV-19 -
Anexo); EI-EM m/z (rel. int.): 296 (M™); 249 (40,2; M™ — CH3S"); 201 (32,6);
131 (55,4); 113 (61,9); 93 (63,6); 81 (95,7); 69 (53,3); 58 (18,5); 55 (47,8); 44
(100); 43 (44,6); 41 (97,8); (espectro EM-17 — Anexo); RMN 'H: Tabela 16
(espectro ER'H-19 — Anexo); RMN *C : Tabela 16 (espectro ER¥C-19-

Anexo).

N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metillcicloexenil)]-N’-[2-(metilpiperazil)] S-metiltiouréia
(54)

IV (KBr) vicm™: 1676 (C=N); 1611 (C=C); 665 (C-S); (espectro EIV-20 -
Anexo); EI-EM m/z (rel. int.): 304 (M™); 195 (43,5); 136 (55,4); 121 (28,3); 93
(100); 81 (53,3); 58(16,3); 44 (56,5); 41 (75); );(espectro EM-18 — Anexo);
RMN 'H: Tabela 16 (espectro ER'H-20 — Anexo); RMN *C : Tabela 16

(espectro ER*®C-20- Anexo).

N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metillcicloexenil)]-N’-[fenil)] S-metiltiouréia (55)

IV (KBr) vicm™: 3435 (N-H); 2965 (C-H; arom.); 1621 (C=N); 1589 (C=C arom);
1484 (C=C arom.); 696 (C-S); (espectro EIV-21 - Anexo); EI-EM m/z (rel. int.):
302 (M™); 255 (14,1; M™ — CH3S"); 153 (73,4); 93(100); 77 (83,7); 58 (92,4); 41
(81,5); (espectro EM-19 — Anexo); RMN 'H: Tabela 17 (espectro ER'H-21 —

Anexo); RMN '3C : Tabela 17 (espectro ER*®C-21- Anexo).
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5.4.2 Sintese das guanidinas (56-61)

As S-metiltiouréias (48-52) e 55, na sua forma de sal, foram submetidas
a reagao com, um excesso de, n-butilamina ou cicloexilamina, em um baldo
equipado com agitador magnético e um condensador, sob atmosfera de N,. A
mistura foi mantida sob refluxo durante 15 horas, e o progresso da reagao foi
monitorado por CCD. O produto formado foi concentrado em evaporador
rotativo e purificado por CCDP (silica gel; CHCIl3/ MeOH 5%, saturado em
NH4OH). As guanidinas foram obtidas com rendimentos em torno de 40%.

Nao houve diferencas no método de preparagao, tempo reacional e

purificacdo, das guanidinas, ndo havendo excegdes entre elas.

N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metillcicloexenil)]-N’-[2-(isopropil)]-N"-[3-(butil)]-
guanidina (56)

IV (KBr) vicm™: 3245 (N-H); 1616 (C=N); (espectro EIV-22 - Anexo); EI-EM
m/z (rel. int.): 293 (M™); 210 (27,2); 170 (48,9); 97 (44,6); 83 (38,0); (83,7); 58
(55,4); 43 (96,7); 41 (100); (espectro EM-20 — Anexo); RMN 'H: Tabela 19
(espectro ER'H-22 — Anexo); RMN *C : Tabela 19 (espectro ER¥C-22-

Anexo).
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N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metillcicloexenil)]-N’-[2-(cicloexil)]-N"-[3-(butil)]-
guanidina (57)

IV (KBr) vicm™: 3266 (N-H); 1614 (C=N); (espectro EIV-23 - Anexo); EI-EM
m/z (rel. int.): 333 (M™); 280 (23,9); 238 (25,5); 225 (40,2); 198 (100; [M — 135]"*
); 185 (32,6); 157 (28,3); 149 (90,2); (espectro EM-21 — Anexo); RMN 'H:
Tabela 19 (espectro ER'H-23 — Anexo);RMN '*C : Tabela 19 (espectro

ER™C-23 - Anexo).

N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metillcicloexenil)]-N’-[2-(fenil)]-N"-[3-(butil)]-guanidina
(58)

EI-EM m/z (rel. int.): 327 (M™); 234 (8,3); 139 (47,8); 93 (39,1); 83 (100); 58
(19,6); 55 (33,7) 43 (32,6); 41 (65,2); (espectro EM-22 — Anexo); RMN 'H:
Tabela 20 (espectro ER'H-24 — Anexo); RMN °C : Tabela 20 (espectro

ER™C-24 - Anexo).

N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metillcicloexenil)]-N’-[2-(benzil)]-N"-[3-(butil)]-guanidina
(59)

IV (KBr) viem™: 3433 (N-H); 3063 (C-H; arom.); 1614 (C=N); 1496 (C=C
arom.); (espectro EIV-24 - Anexo); EI-EM m/z (rel. int.): 341 (M™); 128 (39,1);
91 (84,8; [C7H71"); 79 (42,4); 58 (69,6); 44 (48,9); 43 (51,1); 41 (100); (espectro
EM-23 — Anexo); RMN "H: Tabela 20 (espectro ER'H-25 — Anexo); RMN *C

: Tabela 20 (espectro ER*®C-25 - Anexo).
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N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metillcicloexenil)]-N’-[2-(3-pentil)]-N"-[3-(cicloexil)]-
guanidina (60)

IV (KBr) viem™: 3412 (N-H); 1626 (C=N); (espectro EIV-25 - Anexo); EI-EM
m/z (rel. int.): 347 (M™); 212 (17,4; [M — 135]™); 93 (21,7); 83 (78,3); 58 (100);
43 (75); 41 (57,6); (espectro EM-24 — Anexo); RMN 'H: Tabela 21 (espectro

ER'H-26 — Anexo); RMN "*C : Tabela 21 (espectro ER'®C-26 - Anexo).

N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metillcicloexenil)]-N’-[2-(pirrolidil)]-N"-[3-(cicloexil)]-
guanidina (61)

IV (KBr) vicm™: 3258 (N-H); 1661 (C=N); (espectro EIV-26 - Anexo); EI-EM
m/z (rel. int.): 331 (M™); 128 (48,9); 127 (30,4); 98 (56,5); 83 (42,4); 56 (100); 55
(93,5); 43 (96,7); 41 (76,1); (espectro EM-25 — Anexo); RMN 'H: Tabela 21
(espectro ER'H-27 — Anexo); RMN '®C : Tabela 21 (espectro ER®¥C-27 -

Anexo).

5.5 Ensaios farmacoldgicos

5.5.1 Bioensaio da letalidade da Artemia salina

Preparacdo das amostras: Foram pesados 2,0 mg dos compostos
sintetizados (35-41, 43-44, 46, 47-50, 52, 56-57 e 59), e dissolvidos em 2,00mL
de solugéo salina (3,8g de NaCl para 1,0L de H,0O). Retirou-se aliquotas de

500,0 ul, 100 uL,75 L, 50 ul, 25 ul, 12,5 ul, 6,25 ulL e 1,56 L, que foram
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transferidas para tubos e completados os volumes com agua salina para
5,00mL, perfazendo trés concentragdes diferentes (10 e 100ug/mL). Os testes
foram realizados em triplicata.

Eclosdo dos cistos de Artemia: o meio para o cultivo das larvas de
Artemia salina foi agua salina. Para eclosdo dos cistos foi utilizado um
recipiente contendo diviséria, de maneira que apenas um dos lados ficasse
iluminado para permitir, por fotropismo, a migragao das larvas.

Bioensaio de Letalidade: apds 48 horas, dez nauplios de Artemia salina
foram transferidos para cada um dos tubos contendo agua salina e a
substancia a ser testada. A contagem dos animais vivos e mortos foi realizada
24 horas apos.

Os resultados dos testes encontram-se nas Tabelas 22 e 23, nos

resultados e discussao.

5.5.2 Atividade Antiproliferativa

5.5.2.a) Células

Para a realizagao dos testes foram utilizadas as tiouréias sintetizadas
(35-46) e as S-meiltiouréias (48-49), 51, 52 e 54. As linhagens de células
cedidas pelo National Cancer Institute (NCI) dos EUA, e utilizadas na triagem

da atividade antiproliferativa estdo relacionadas na Tabela 24. Estas foram
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cultivadas em meio de cultura denominado RPMI-1640 suplementado com 5%
de soro fetal bovino inativado (SFB).

Todos o0s procedimentos descritos abaixo foram realizados sob
condigdes estéreis, segundo metodologia descrita por Monks e col*>.
Os resultados dos testes estdao apresentados nas Tabelas 22 e 23, nos

resultados e discussao.

Tabela 24: Linhagens celulares utilizadas nos ensaios antiproliferativos.

Tipo celular Nome Tipo de cultura
Leucemia K562 Suspenséao
Ovario OVCAR Aderida
Renal 786 Aderida
Prostata PCO03 Aderida
Célon HT29 Aderida
Pulmao NCI460 Aderida
Mama MVF-7 Aderida

Mama Resistente NCI ADR Aderida
Melanoma UACC-62 Aderida
5.5.2.b) Ensaio para a determinacdo da  atividade

antiproliferativa dos compostos

Foram plaqueados 100 uL de células, em meio RPMI/SFB/gentamicina,
nas suas respectivas densidades de inoculacdo em placas de 96
compartimentos. Estas foram incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera

de 5% de CO; e 100% de umidade. Para cada linhagem foi utilizado um
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numero estipulado de placas, além da placa TO (Placa controle), dependendo

da quantidade de células obtidas na contagem.
5.5.2.¢) Analise dos resultados

Foram calculadas as médias das absorbancias descontadas de seus
respectivos brancos e através da formula abaixo, foi determinada a inibigcao
de crescimento (Gl, growth inhibition) de cada amostra testada.

Se T > C a droga estimulou o crescimento, ndo apresenta Gl.

Se T [1 To mas < C, a droga foi citostatica e a férmula utilizada é 100 X
[(T-To)/(C-To)].

Se T < T, a droga foi citocida e a férmula utilizada € 100 X [(T-To)/(C-
To)l.

Sendo que T é a média da absorbancia da célula tratada, C € o controle
da célula e Ty € o controle das células no dia da adicdo das drogas. O
resultado obtido foi subtraido de 100% obtendo-se a porcentagem de inibi¢ao
de crescimento. As amostras foram consideradas ativas quando
apresentaram inibigdo de crescimento maior que 50% e ainda de forma dose

dependente.
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6. CONCLUSOES

No presente trabalho foi realizada a sintese de uma série de derivados do
(R)-(+)-limoneno contendo a unidade tiouréia (35-46) ou a unidade guanidinica
(56-61) como substituintes. O isotiocianato monterpénico 33 foi utilizado como
intermediario em ambas as rotas sintéticas.

Na reacdo de adicdo de aminas ao isotiocianato terpénico (33), para a
obtencdo da série de derivados 35-46, contendo unidades tiouréia, constatou-
se que a utilizacdo de aminas primarias ou secundarias alifaticas forneceu os
produtos em bons rendimentos e em tempo menores de reagdo, em
comparacgao ao uso de aminas aromaticas.

Na sintese da série de derivados do limoneno contendo a unidade
guanidinica foram testadas diversas condi¢des reacionais. Os derivados
guanidinicos (56-61) foram obtidos com sucesso a partir da utilizagao das S-
metiltiouréias correspondentes, na forma de sal, como intermediarios nas
reacbes com as aminas n-butilamina ou cicloexilamina, em atmosfera inerte e
aquecimento.

Os resultados da avaliacdo da citotoxidade das tiouréias e guanidinas
sintetizadas frente a Artemia salina mostraram que os compostos 35, 38 e 43
foram os mais ativos com uma DLsy < 0,31ug/mL. Os compostos contendo os
substituintes pirrolidil (40) e morfolil (41) foram os menos ativos. Na
comparagao entre as tiouréias testadas e seus derivados S-metilados
observou-se que, com excec¢ao do 52, as S-metiltiouréias mostraram-se menos
ativas.

Os resultados da avaliacao da atividade antiproliferativa para as tiouréias
e S-metiltiouréias testadas, mostraram uma potente inibigdo do crescimento
celular, frente a todas as linhagens de células tumorais testadas, para as
tiouréias contendo substituintes aromaticos (43-46), com Glsp na faixa de 2,5-
24 uM.

Os compostos da série alifatica (35-42) mostraram dependéncia da

atividade inibitéria com a natureza do grupo substituinte no atomo de nitrogénio
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e, maior seletividade, com menores valores de Glsy para células de leucemia
(K-562), que aqueles contendo substituintes aromaticos.

Os compostos 39, 45 e 51 mostraram potente atividade e particular
seletividade frente a diferentes linhagens celulares, com valores de Gls
variando na faixa de 0,41 a 3,0 uM, podendo ser candidatos para ensaios de

atividade antiproliferativa “in vivo”.
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Tabela 4: Dados de RMN *H e *3C (300,06/75,5 MHz, multiplicidade, J em Hz,
CDCl3) para os produtos (35) e (36).

Composto 35

Composto 36

CH SH Sc SH S¢c
1 - 133,9 (Cy) - 134,0 (Co)
2 5,40 (sl) 120,0 (CH) 5,40 (sl) 120,0 (CH)
3 1,99 (m) 26,5 (CHy) 1,99 (m) 26,6 (CHy)
4 1,99 (m) 42,2 (CH) 1,99 (m) 42,5 (CH)
5 1,82 (m) 24,2 (CHy) 1,33;1,78 (m) 24,2 (CHy)
6 1,60 (m) 31,2 (CHy) 1,99 (m) 30,9 (CHy)
7 - 58,3 (Co) - 58,3 (Co)
8 1,35 (s) 24,8 (CHs) 1,35 (s) 24,9 (CHy)
9 1,39 (s) 25,0 (CHs) 1,40 (s) 25,2 (CHa)
10 1,64 (s) 23,2 (CHs) 1,65 (s) 23,2 (CHy)
11 - 180,8 (Co) - 179,8 (Co)
12 3,54 (q; 6,0) 45,1 (CH,) 4,40 (m) 47,2 (CH)
13 1,99 (m) 30,9 (CHy) 1,23 (d) 22,6 (CHa)
14 1,39 (m) 20,1 (CHy) 1,23 (d) 22,6 (CHy)
15 0,95 (t; 7,2) 13,7 (CHs) - -
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Tabela 5: Dados de RMN *H e *3C (300,06/75,5 MHz, multiplicidade, J em Hz,
CDCl3) para os produtos (37) e (38).

Composto 37

Composto 38

CH [ S¢c OH &¢c
1 - 134,1 (Co) - 133,8 (Co)
2 5,36 (sl) 119,7 (CH) 5,33 (sl) 119,8 (CH)
3 1,61(m) 26,6 (CH,) 1,68;1,94(m) 26,3 (CHy)
4 1,99 (m) 42,8 (CH) 1,94 (m) 42,1 (CH)
5 1,30;1,83 (m) 24,3 (CHy) 1,68 (m) 23,9 (CHy)
6 1,99 (m) 31,0 (CH.) 1,94 (m) 30,7 (CHy)
7 - 58,2 (Co) - 58,4 (Co)
8 1,34 (s) 25,1 (CHs) 1,30 (s) 24,6 (CHs)
9 1,38 (s) 25,4 (CHa) 1,34 (s) 24,8 (CHs)
10 1,65 (s) 23,3 (CHs) 1,63 (s) 23,1 (CHs)
11 - 180,7 (Co) - 180,9 (Co)
12 4,23 (m) 58,3 (CH) 4,72 (s) 49,2 (CHy)
13 1,51 (m) 27,0 (CH,) - 137,2 (Co)
14 1,51 (m) 26,9 (CH,) 7,31 (m) 127,3 (CH)
15 0,93 (t; 7,5) 10,0 (CHa) 7,31 (m) 128,7 (CH)
16 0,93 (t; 7,5) 10,1 (CHs) 7,31 (m) 128,7 (CH)
17 - - 7,31 (m) 128,7 (CH)
18 7,31 (m) 127,3 (CH)
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Tabela 6: Dados de RMN *H e *3C (300,06/75,5 MHz, multiplicidade, J em Hz,
CDCl3) para os produtos (39) e (40).

Composto 39 Composto 40
CH ou &c On Oc
1 - 134,0 (Co) - 134,0 (Cy)
2 5,36 (sl) 120,0 (CH) 5,37 (sl) 120,6 (CH)
3 1,81 (m) 26,6 (CHy) 1,77;2,04 (m) 26,6 (CHy)
4 1,93 (m) 42,7 (CH) 2,70 (tdd; 12; 2,4;2,1) 40,8 (CH)
5 1,81 (m) 24,2 (CHy) 1,78;1,25 (m) 24,1 (CHy)
6 1,80 (m) 31,0 (CHy) 1,98 (m) 31,1 (CHy)
7 - 58,3 (Co) - 58,9 (Co)
8 1,34 (s) 24,9 (CHs) 1,49 (s) 24,6 (CHs)
9 1,37 (s) 25,2 (CHy) 1,55 (s) 24,7 (CHa)
10 1,65 (s) 23,3 (CH3) 1,64 (s) 23,3 (CH3)
11 - 179,7 (Co) - 177,3 (Co)
12 4,12 (m) 53,9 (CH) 3,55 (M) 49,2 (CHy)
13 2,02 (m) 32,9 (CHy) 1,98 (t) 25,5 (CHy)
14 1,67 (m) 24,7 (CHy) 1,98 (i) 25,5 (CHy)
15 1,60 (m) 25,4 (CHy) 3,55 (M) 49,2 (CHp)
16 1,67 (m) 24,7 (CHy) - -
17 2,02 (m) 32,8 (CHy) - -




Tabela 7: Dados de RMN *H e *3C (300,06/75,5 MHz, multiplicidade, J em Hz,

CDCl3) para os produtos (41) e (42).

Composto 41 Composto 42
CH B [ Ou &¢c
1 - 134,1 (Co) - 133,5 (Cy)
2 5,37 (sl) 119,7 (CH) 5,37(sl) 120,3 (CH)
3 2,02 (m) 26,5 (CHy) 1,81;1,96 (m) 26,2 (CH,)
4 2,75 (m) 44,5 (CH) 2,81 (m) 39,9 (CH)
5 1,65 (m) 24,3 (CHy) 1,73 (m) 23,8 (CHy)
6 2,01 (m) 30,7 (CHy) 1,96 (m) 30,7 (CHy)
7 - 59,5 (Cy) - 58,9 (Cy)
8 1,48 (s) 24,6 (CH3) 1,46 (s) 24,3 (CHs)
9 1,54 (s) 24,7 (CHa) 1,53 (s) 24,2 (CHa)
10 1,73 (s) 23,3 (CHa) 1,63 (s) 23,0 (CHy)
11 - 181,8 (Co) - 180,8 (Co)
12 3,73 (M) 47,4 (CHy) 2,43 (t; 5,1) 46,8 (CHy)
13 3,73 (M) 66,3 (CHy) 3,78 (t; 4,2) 54,2 (CHy)
14 3,73 (m) 66,3 (CHy) 2,30 (s) 45,4 (CHs)
15 3,73 (m) 47,4 (CHp) 3,78 (t; 4,2) 54,2 (CHy)
16 - - 2,43 (t; 5,1) 46,8 (CHy)
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Tabela 8: Dados de RMN *H e *3C (300,06/75,5 MHz, multiplicidade, J em Hz,
CDCl3) para os produtos (43) e (44).

Composto 43 Composto 44
CH [T, S¢ [T, S¢
1 - 134,2 (Cop) - 134,4 (Co)
2 5,36 (sl) 120,5 (CH) 5,36 (sl) 120,4 (CH)
3 1,90 (m) 26,7 (CHy) 1,68; 1,97 (m) 26,7 (CHy)
4 2,00 (m) 41,7 (CH) 2,59 (m) 40,9 (CH)
5 1,77 (m) 24,3 (CHy) 1,24; 1,68 (m) 24,4 (CHy)
6 1,90 (m) 31,2 (CHy) 1,96 (m) 31,2 (CHy)
7 - 59,3 (Co) - 59,7 (Co)
8 1,42 (s) 24,6 (CHs) 1,42 (s) 24,6 (CHs)
9 1,48 (s) 24,6 (CHs) 1,48 (s) 24,6 (CHa)
10 1,63 (s) 23,4 (CHy) 1,63 (s) 23,5 (CHy)
11 - 179,3 (Co) - 179,4 (Cy)
12 - 134,1 (Cy) - 136,0 (Co)
13 6,94 (dd; 7,8) 121,0 (CH) 7,09 (d; 8,7) 126,8 (CH)
14 7,24 (dd; 7,8) 124,5(CH) 7,54 (td; 9,3; 3,0; 2,1) 133,4 (CH)
15 6,98 (td; 7,8) 121,0 (CH) - 120,6 (Co)
16 7,20(td; 7,8)  110,3 (CH) 7,54 (td; 9,3; 3,0; 2,1) 133,4 (CH)
17 - 154,6 (Co) 7,09 (d; 8,7) 126,8 (CH)
18 3,84 (s) 55,8 (CHs) - -
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Tabela 9: Dados de RMN *H e *3C (300,06/75,5 MHz, multiplicidade, J em
Hz,CDCl3) para os produtos (45) e (46).

Composto 45 Composto 46
CH B 5¢c OH &¢c
1 - 134,3 (Co) - 134,3 (Co)
2 5,33 (sl) 120,5 (CH) 5,30(sl) 120,5 (CH)
3 1,84; 1,90 (m) 26,7 (CHy) 1,93 (m) 26,6 (CHy)
4 2,59 (m) 41,1 (CH) 2,48 (m) 41,4 (CH)
5 1,18; 1,62 (m) 24,3 (CHy) 1,75 (m) 24,2 (CHy)
6 1,90 (m) 31,2 (CHy) 1,93 (m) 31,2 (CHy)
7 - 59,5 (Cy) - 59,2 (Cy)
8 1,40 (s) 24,5 (CHj) 1,39 (s) 24,1 (CHs)
9 1,45 (s) 24,2 (CHa) 1,45 (s) 24,4 (CHa)
10 1,61 (s) 23,5 (CHa) 1,61 (s) 23,5 (CHy)
11 - 179,5 (Co) - 179,9 (Cy)
12 - 136,8 (Co) - 136,0 (Co)
13 7,20 (d; 7,5) 125,2 (CH) 7,28 (M) 127,7 (CH)
14 7,43 (t; 7,5) 130,2 (CH) 7,28 (M) 131,9 (CH)
15 7,29 (d; 7,9) 127,1 (CH) 7,28 (M) 127,8 (CH)
16 7,43 (t; 7,5) 130,2 (CH) 7,28 (M) 128,7 (CH)
17 7,20 (d; 7,5) 125,2 (CH) - 127,9 (Co)
18 - - 2,29 (m) 18,1 (CH5)
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Tabela 12: Dados de RMN *H e *3C (300,06/75,5 MHz, multiplicidade, J em Hz,

CDCl3) para os produtos (47) e (48).

Composto 47 Composto 48
CH OH S¢c On &c
1 - 134,5 (Co) - 134,1 (Cop)
2 5,36 (sl) 119,5 (CH) 5,35 (sl) 120,1 (CH)
3 1,88 (m) 26,8 (CHy) 1,93 (m) 26,7 (CHy)
4 2,31 (m) 42,2 (CH) 2,27 (m) 42,7 (CH)
5 1,76 (m) 24,4 (CH,) 1,76 (m) 24,4 (CH,)
6 1,88 (m) 30,8 (CHy) 1,93 (m) 30,8 (CHy)
7 - 63,1 (Co) - 57,4 (Co)
8 1,55 (s) 25,0 (CHj3) 1,50 (s) 25,1 (CHj)
9 1,59 (s) 25,5 (CH3) 1,58 (s) 25,7 (CH5)
10 1,65 (s) 23,4 (CH3) 1,65 (s) 23,3 (CH3)
11 - 167,9 (Co) - 143,7 (Co)
12 3,69 (sl) 45,9 (CHy) 4,30 (sl) 51,2 (CH)
13 1,93 (m) 30,8 (CHy) 1,49 (d; 6,6) 22,7 (CH5)
14 1,40 (m) 20,1 (CHy) 1,49 (d; 6,6) 22,3 (CHj3)
15 0,96 (t; 7,2) 13,8 (CHy) 2,85 (s) 18,4 (CHy)
16 2,86 (s) 17,8 (CHj3) - -
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Tabela 13: Dados de RMN *H e *3C (300,06/75,5 MHz, multiplicidade, J em Hz,
CDCl3) para os produtos (49) e (50).

Composto 49 Composto 50
C/H On Oc On Oc
1 - 134,4 (Cy) - 134,2 (Cyp)
2 5,35 (sl) 119,4 (CH) 5,19 (sl) 119,4 (CH)
3 1,94 (m) 26,7 (CHy) 1,60 (m) 26,2 (CHy)
4 2,26 (m) 42,8 (CH) 1,85 (m) 42,2 (CH)
5 1,33; 1,77 (m) 24,4 (CHy) 0,98 (m) 23,8 (CHy)
6 2,01 (m) 30,8 (CHy) 1,85 (m) 30,7 (CHy)
7 - 61,5 (Co) - 62,7 (Co)
8 1,55 (s) 25,1 (CHj) 1,26 (s) 24,5 (CHs)
9 1,58 (s) 25,6 (CH5) 1,29 (s) 25,0 (CHs)
10 1,65 (s) 23,3 (CH3) 1,60 (s) 23,2 (CHs)
11 - 169,2 (Cop) - 167,9 (Co)
12 3,78 (m) 63,4 (CH) 5,03 (s) 47,4 (CHy)
13 1,79 (m) 27,5 (CHy) - 134,2 (CH)
14 1,79 (s) 27,5 (CHy) 7,53 (d; 6,0) 128,1 (CH)
15 0,99 (t; 7,3) 10,9 (CHy) 7,38 (d; 7,5) 129,6 (CH)
16 0,99 (t; 7,3) 10,9 (CH53) 7,38 (d; 7,5) 129,0 (CH)
17 2,78 (s) 18,4 (CH5) 7,38 (d; 7,5) 129,6 (CH)
18 - 134,4 (Cop) 7,53 (d; 6,0) 128,1 (CH)
19 - - 3,06 (s) 18,0 (CH5)
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Tabela 14: Dados de RMN *H e *3C (300,06/75,5 MHz, multiplicidade, J em Hz,
CDCl3) para os produtos (51) e (52).

Composto 51

Composto 52

CH [ S¢c OH &¢c
1 - 134,3 (Co) - 134,4 (Co)
2 5,35 (sl) 119,4 (CH) 5,37 (sl) 119,9 (CH)
3 1,93 (m) 26,7 (CHy) 1,96 (m) 27,1 (CH,)
4 2,25 (m) 42,7 (CH) 2,35 (m) 43,3 (CH)
5 1,81 (m) 24,6 (CH,) 1,36:1,82(m) 24,6 (CH,)
6 1,34 (dd; 4,8:1,2); 1,81 (m) 30,7 (CH,) 2,01 (m) 31,1 (CH,)
7 - 63,4 (Co) - 64,1 (Co)
8 1,55 (s) 25,6 (CHs) 1,62 (s) 26,2 (CHs)
9 1,57 (s) 25,6 (CHs) 1,60 (s) 26,6 (CHs)
10 1,65 (s) 23,3 (CHa) 1,65 (s) 23,5 (CHa)
11 - 168,1 (Co) - 164,2 (Co)
12 3,88 (m) 56,8 (CH) 4,04 (m) 53,5 (CH,)
13 1,81 ;1,93 (m) 32,6 (CH,) 2,18 (m) 25,4 (CH,)
14 1,81 (m) 24,8 (CH,) 2,18 (M) 25,4 (CH,)
15 1,62 (m) 24,4 (CH,) 4,04 (sl) 53,5 (CH,)
16 1,81 (m) 24,8 (CH,) 2,70 (s) 17,6 (CHa)
17 1,81; 1,93 (m) 32,6 (CH,) - -
18 2,83 (s) 18,5 (CHa) - -




Tabela 15: Dados de RMN *H e *3C (300,06/75,5 MHz, multiplicidade, J em Hz,
CDCl; / CD3OD) para os produtos (53) e (54).

Composto 53 Composto 54
C/H On Oc On Oc
1 - 134,4 (Cop) - 133,9 (Co)
2 5,36 (sl) 119,7 (CH) 5,37 (sl) 121,1 (CH)
3 1,93 (dd; 4,8;2,1) 27,2 (CHy) 1,80; 1,97 (m) 26,9 (CHy)
4 2,43 (m) 43,1 (CH) 1,97 (m) 46,2 (CH)
5 1,33; 1,77 (m) 24,7 (CHy) 1,76 (m) 24,3 (CHy)
6 2,02 (m) 31,0 (CHy) 1,97 (m) 31,3 (CHy)
7 - 65,0 (Co) - 58,8 (Cop)
8 1,61 (s) 26,3 (CHj) 1,27 (s) 24,6 (CHs)
9 1,64 (s) 25,9 (CH5) 1,28 (s) 24,8 (CHj3)
10 1,64 (s) 23,4 (CH3) 1,65 (s) 23,4 (CHs)
11 - 171,0 (Co) - 151,1 (Co)
12 3,95 (d; 4,5) 52,8 (CHy) 3,59 (m) 42,9 (CHy)
13 4,02 (dd; 4,5; 2,4) 66,5 (CH>) 3,70 (m) 61,5 (CHy)
14 4,02 (dd; 4,5; 2,4) 66,5 (CH>) 2,34 (s) 52,2 (CHs)
15 3,95 (d; 4,5) 52,8 (CHy) 3,70 (m) 61,5 (CHy)
16 2,63 (s) 18,7 (CHj3) 3,59 (m) 42,9 (CHy)
17 - - 2,73 (S) 16,9 (CHy)
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Tabela 16: Dados de RMN *H e **C (300,06/75,5 MHz,
multiplicidade, J em Hz, CDCl;/MeOH) para o produto (55).

Composto 55

CH B B¢
1 - 134,7 (Co)
2 5,36 (sl) 119,6 (CH)
3 1,97 (m) 26,8 (CHy)
4 2,24 (m) 42,9 (CH)
5 1,78; 1,25 (m) 24,5 (CHy)
6 2,03 (m) 30,9 (CHy)
7 - 63,5 (Co)
8 1,52 (s) 25,3 (CHa)
9 1,54 (s) 24,8 (CHa)
10 1,65 (s) 23,4 (CHs)
11 - 169,6 (Co)
12 7,44 (d; 6,3) 134,7 (Co)
13 7,44 (d; 6,3) 124,9 (CH)
14 7,44 (d; 6,3) 130,5 (CH)
15 7,44 (d; 6,3) 128,4 (CH)
16 7,44 (d; 6,3) 130,5 (CH)
17 7,44 (d; 6,3) 124,9 (CH)
18 2,44 (s) 17,3 (CH5)
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Tabela 17: Dados de RMN *H e *3C (300,06/75,5 MHz, multiplicidade, J em Hz,
CDCl3) para os produtos (56) e (57).

Composto 56

Composto 57

C/H On OS¢ On OS¢
1 : 134,4 (Co) : 134.,6 (Co)
2 536(s)  119,5 (CH) 5,36 (sI) 119,5 (CH)
3 1,84:2,03(m) 26,7 (CH) 1,84 (m) 26,8 (CH,)
4 1,79 (m) 43,7 (CH) 2.03 (m) 44,0 (CH)
5 1,35:1,79 (m) 24,4 (CH,) 1,84 (m) 24,5 (CHy)
6 203(m) 30,8 (CHy) 1,75 (m) 30,9 (CHs)
7 i 58,9 (Co) i 59,1 (Co)
8 1,42 () 257 (CHs) 1,43 () 25 8 (CHs)
9 1,46 (s) 25.9 (CHa) 1,46 (s) 26.2 (CHs)
10 1,66 (s) 23,3 (CHa) 1,66 (s) 23.4 (CHs)
11 i 154,7 (Co) i 154.6 (Co)
12 4,13 (m) 46,4 (CH) 3,79 (m) 53,1 (CH)
13 1,34 (d: 6,3) 23,0 (CHs) 2.03 (M) 33.4 (CHy)
14 1,35(d; 6,6)  23.0 (CHa) 1,68 (M) 24.8 (CHy)
15 3,42 (pq; 6,6) 43,6 (CH») 1,68 (m) 25.1 (CHs)
16 1,69 (m) 31,3 (CHy) 1,68 (M) 24.8 (CHy)
17 140 (m) 200 (CHy) 2.03 (M) 33.3 (CHy)
18 096 (t 7.2) 13.8(CHs) 343 (dd:6,7) 43,7 (CHy)
19 ) ) 2,03 (M) 31.4 (CH,)
20 i i 1,40 (m) 20,2(CHy)
21 i i 0,96 (t: 7.2) 13,9 (CHa)
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Tabela 18: Dados de RMN *H e *3C (300,06/75,5 MHz, multiplicidade, J em Hz,
CDCl3) para os produtos (58) e (59).

Composto 58

Composto 59

CH [ S¢c OH &¢c
1 - 134,5 (Co) - 134,4 (Co)
2 5,34 (s) 119,4 (CH) 5,24 (s) 119,4 (CH)
3 1,83; 2,05 (m) 26,7 (CHy) 1,55 (m) 26,3 (CH,)
4 1,88; 1,99 (m) 43,7 (CH) 1,64 (m) 43,4 (CH)
5 1,27; 1,83 (m) 24,4 (CH,) 1,40 (m) 23,9 (CH,)
6 1,56 (t; 7,3) 30,8 (CH») 1,89 (m) 30,8 (CH>)
7 - 60,0 (Co) - 58,7 (Co)
8 1,45 (s) 25,2 (CHa) 1,27 (s) 25,4 (CHs)
9 1,49 (s) 26,0 (CHs) 1,32 (s) 25,7 (CHs)
10 1,64 (s) 23,4 (CHs) 1,62 (s) 23,3 (CHs)
1 - 154,8 (Co) - 154,2 (Co)
12 - 135,8 (Co) 4,69 (s) 45,9 (CH,)
13 7,25 (dd; 7,3; 4,2)  123,5 (CH) - 135,9 (Co)
14 7,40 (t; 7,8) 130,1 (CH)  7,45(dd; 7,8; 1,5) 127,9 (CH)
15 7,26 (M) 126,9 (CH) 7,34 (t; 7,5) 129,4 (CH)
16 7,40 (t; 7,8) 130,1 (CH) 7,35 (q; 8,1) 128,7 (CH)
17 7,25 (dd; 7,3; 4,2)  123,5 (CH) 7,34 (t; 7,5) 129,4 (CH)
18 3,12 (m) 44,6 (CH,) 7,45 (dd; 7,8;1,5) 127,9 (CH)
19 1,56 (t; 7,3) 31,2 (CHy) 3,61 (q; 6,3) 43,7 (CH,)
20 1,24 (m) 20,0(CH>) 1,59 (m) 31,3 (CH>)
21 0,83 (t; 7,3) 13,8 (CHs) 1,64 (m) 20,1 (CH,)
22 - - 0,93 (t; 7,3) 13,9 (CHs)
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Tabela 19: Dados de RMN *H e *3C (300,06/75,5 MHz, multiplicidade, J em Hz,
CDCl3) para os produtos (60) e (61).

Composto 60 Composto 61
CH OH S¢c OH Sc
1 - 134,6 (Co) - 134,4 (Co)
2 5,37 (sl) 119,5 (CH) 5,37 (sl) 119,8 (CH)
3 1,90 (m) 26,3 (CH,) 2,00 (m) 27,1 (CHy)
4 1,78 (m) 44,3 (CH) 2,05 (m) 44,1 (CH)
5 1,80 (m) 24,6 (CH,) 2,05 (m) 25,5 (CH,)
6 2,03 (m) 30,9 (CHy) 2,02 (m) 31,1 (CHy)
7 - 59,0 (Co) - 59,9 (Co)
8 1,42 (s) 25,7 (CHy) 1,45 (s) 26,0 (CHa)
9 1,43 (s) 26,2 (CHy) 1,47 (s) 26,5 (CH3)
10 1,66 (s) 23,4 (CHs) 1,65 (s) 23,4 (CHs)
11 - 156,2 (Co) - 154,4 (Co)
12 3,48 (M) 59,1 (CH) 3,71 (m) 50,9 (CH,)
13 1,74 (m) 27,7 (CHy) 1 25,1 (CH,)
,34; 1,74 (m)
14 1,74 (m) 27,7 (CHy) 1,34; 1,74 (m) 25,1 (CHy)
15 0,99 (t; 7,2) 10,9(CHs) 3,71 (m) 50,9 (CH>)
16 0,99 (t; 7,2) 10,9(CHy) 3,42 (m) 53,8 (CH)
17 3,18 (m) 54,2 (Co) 1,55;1,92 (m) 33,3 (CH,)
18 1,46; 2,00 (m) 33,6 (CHy) 1,34; 1,74 (m) 25,1 (CHp)
19 1,34; 1,72 (m) 25,0 (CHy) 1,82 (m) 24,6 (CHs)
20 1,34;1,72(m) 25,1 (CHy) 1,34; 1,74 (m) 25,1 (CHy)
21 1,34:1,72 (m) 25,0 (CH,) 1,55;1,92 (m) 33,3 (CH,)
22 1,46; 2,00 (m) 33,6 (CHy) - -
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