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RESUMO

O melanoma é um tipo de cancer de pele muito agressivo, devido
principalmente a seu potencial metastatico, que demanda tratamentos mais intensos
que causam diversos efeitos colaterais. Isso motiva a busca de tratamentos mais
efetivos contra essa classe de tumor, na qual compostos selenilados apresentam
potencial atividade antimelanoma, sendo essa classe de compostos foco nesse
trabalho. Assim, nesta dissertacdo foram sintetizados uma série de compostos
selenilados utilizando a quimica das cianoidrinas, sendo eles o o-hidroxiéster 29, o-
hidroxiacido 30, diéster 31 e o 1,2-diol 32, com rendimentos variando de 26 a 68%.
Os compostos sintetizados, assim como os derivados de a-cianoidrinas selenilados
LQ39, LQ40 e LQ41 previamente sintetizados foram entdo avaliados em ensaios
bioldgicos, na qual primeiramente foi realizada uma avaliagao de citotoxicidade frente
a uma linhagem celular nao-tumoral (fibroblastos murinos BALB/3T3). A avaliagao
biolégica frente aos fibroblastos murinos mostrou a relagéo entre a atividade citotoxica
apresentada e alguns subgrupos estruturais, como o substituinte ligado ao selénio e
a presencga de fungdes oxigenadas. Os derivados a-hidroxiéster 29 e a-hidroxiacido
30 foram considerados nao-citotoxicos para a linhagem nao-tumoral e foram
selecionados para avaliagéo frente a células de melanoma murino B16F10. Nesta, o
a-hidroxiéster 29 apresentou atividade citotoxica seletiva para a linhagem de
melanoma, indicando que este composto pode ser considerado promissor para
ensaios mais avangado na busca por um agente antimelanoma seletivo.

Palavras-chave: a-Cianoidrinas. Organosselenetos. Citotoxicidade. Melanoma.



ABSTRACT

Melanoma is a very aggressive type of skin cancer, mainly due to its metastatic
potential, which requires intense treatments leading to severe side effects. This
motivates the search for more effective treatments against this class of tumor, wherein
selenylated compounds have shown potential antimelanoma activity, with this class of
compounds is the focus of this work. Thus, a series of selenylated compounds were
synthesized using cyanohydrin chemistry, including the a-hydroxyester 29, a-
hydroxyacid 30, diester 31 and a 1,2-diol 32, with yields ranging from 26 to 68%. The
synthesized compounds, as well as the previous synthetized selenylated a-
cyanohydrin derivative LQ39, LQ40 and LQ41 were then evaluated in biological
assays, beginning with a screening of the cytotoxicity of these compounds against a
non-tumor cell line (BALB/3T3 murine fibroblasts). The biological evaluation against
murine fibroblasts showed the relationship between the cytotoxic activity presented
and some structural subgroups, such as the substituent linked to the selenium atom
and the presence of oxygenated functions. The a-hydroxyester 29 and a-hydroxyacid
30 derivatives were considered non-cytotoxic for the non-tumor cells and were
selected for evaluation against B16F10 murine melanoma cells. In thisassays, the a-
hydroxyester 28 showed selective cytotoxicity for the melanoma cells, indicating that
this compound can be considered promising for more advanced assays in the search
for a selective antimelanoma agent.

Keywords: a-Cyanohydrins. Organoselenides. Cytotoxicity. Melanoma.
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1. INTRODUGCAO

1.1.CANCER DE PELE: MELANOMA

O cancer de pele foi o tipo de cancer que mais acometeu os brasileiros,
respondendo por cerca de 27% dos novos registros de tumores malignos registrados
em 2020. Destes, 4,6% dos casos (cerca de 8.450 individuos) foram classificados
como cancer do tipo melanoma.’ Apesar da baixa incidéncia, o melanoma é um tipo
de cancer de pele agressivo, com taxa de mortalidade de 17,6%.2 No cenario mundial
o0 melanoma é responsavel por 80% das mortes ocorridas em decorréncia de cancer
de pele.?

Fisiologicamente, os melanomas sdo gerados a partir de mutagdes que
ocorrem nos melandcitos, células responsaveis pela producao de melanina. Com
populagao minoritaria e baixa taxa de divisdo celular, os melanocitos geralmente sdo
encontrados nas partes do corpo com grande exposi¢gao ao sol, como na cabega,
pescoco e regido dorsal das extremidades. Isso porque a luz solar age como fonte de
radiacao ultravioleta (UV), na qual exposi¢des frequentes a essa radiagao podem levar
as mutagdes citadas via uma combinagcdo de efeitos genotdxicos e mitogénicos,
gerando melanomas.*56

Outros fatores favorecem o desenvolvimento de melanomas, tal como uma
predisposi¢cao genética do individuo, onde este tipo de cancer pode ocorrer com
progressao nem sempre continua, iniciando com uma proliferagdo benigna de
melandcitos (nevo), seguida de uma aglomeragao destas células (nevo displasico),
aparecimento de células patogénicas (melanoma), a invasdo da derme e tecido
subcutaneo (melanoma invasivo) e por fim melanoma metastatico (Figura 1).°

A remogao cirurgica do melanoma, quando em seus estagios iniciais, leva a
uma taxa de sobrevida de 5 anos variando de 82 a 98%.” Quando as células tumorais
sdo disseminadas via vasos sanguineos ou linfaticos, colonizando tecidos como o
pulmao, cérebro e ossos, num processo chamado metastase, a exciséo cirurgica por
si sO deixa de ser uma opcao efetiva.® Nestes casos sdo utilizadas outras formas de
tratamento, como a quimioterapia, imunoterapicos, terapias alvo e ainda uma
combinagdo destes. Estes tratamentos, porém, apresentam resultados pouco
satisfatorios, demasiados efeitos colaterais e selecao de subpopulagdes resistentes a

terapia.”89:10
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Figura 1 — Estagios no desenvolvimento de melanomas. a) Imagens clinicas representando os
diferentes estagios no desenvolvimento de melanoma; b) Imagens ilustrativas das caracteristicas
arquitetbnicas destes estagios.
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Diante disso, a busca por alternativas de tratamentos que tenham melhores
taxas de resposta, assim como menor impacto na qualidade de vida de pacientes com
melanoma é de grande interesse para a comunidade cientifica. Neste cenario,
espécies quimicas contendo o elemento selénio apresentam grande potencial, tendo
em vista que a concentragédo de selénio no sangue esta diretamente ligada a taxa de
sobrevida de pacientes com cancer, incluindo melanoma."

Apesar disso ha na literatura um numero muito pequeno de trabalhos que
exploraram o potencial antimelanoma de compostos organosselenilados, na qual um
grupo de pesquisadores da Universidade Estadual da Pensilvania é responsavel pela
maior parte dos artigos publicados no toépico. Seus trabalhos incluem o
desenvolvimento do isoselenocianato 1 (Figura 2), que inibiu até 69% do crescimento
da linhagem UACC 903 de melanoma, assim como induziu apoptose nestas células,
e da isoselenoureia 2 (Figura 2), que apresentou atividade citotoxica para 5 diferentes
linhagens de melanoma, reduzindo a expresséo e inibindo o conjunto de proteinas
STATS3, que regula diversos fatores no ciclo celular do melanoma.%13.14,15.16,17,18,19,20
Outros pesquisadores relatam a atividade antimelanoma do acido metilseleninico (3)

e da selenometionina (4) apresentados na Figura 2.2122.23
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Figura 2 — Compostos selenilados com atividade antimelanoma.
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FONTE: O autor (2022).

1.2.SELENIO E COMPOSTOS ORGANOSSELENILADOS

O elemento quimico selénio (simbolo Se) foi descoberto em 1817, quando os
quimicos Jons Jacob Berzelius e Johan Gottlieb Gahn se interessaram por uma “lama”
avermelhada formada na sintese de acido sulfurico quando eram utilizadas piritas
(FeS2) provenientes da mina de Falun, na Suécia.?4252% |nicialmente Berzelius e Gahn
suspeitaram que nessa “lama” estaria presente o elemento telurio, porém Berzelius
nao se convenceu completamente disso tendo em vista que ndo haviam evidéncias
da presenca de telurio nos minerais provenientes daquela regido. Assim, apds a
realizagao de novas analises em seu laboratério, Berzelius concluiu que de fato ndo
se tratava de tellrio e sim de um de um novo elemento.?*25 A este elemento Berzelius
deu o nome de Selénio, do grego Selene, antiga deusa grega da lua, contrastando
com o telurio, nomeado segundo a palavra tellus, latim para terra.?42°

A descoberta deste novo elemento n&o atraiu o interesse da comunidade
cientifica, e ao contrario do esperado, os estudos utilizando o selénio ficaram
praticamente estagnados por um longo periodo.?5?® O odor caracteristico dos
compostos organicos de baixa massa molar, como o seleneto de dietila (descrito como
tendo um cheiro “pior” do que o analogo de enxofre) e a crenca, sem evidéncias, de
uma possivel toxicidade de espécies seleniladas foram as principais responsaveis
pela laténcia no estudo dos compostos contendo selénio.?526

O interesse pelo selénio comegou na bioquimica, mais precisamente em 1930

quando foi descoberto que a causa de algumas doengas que acometiam gado do
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oeste dos Estados Unidos, (e.g. a doencga alcalina e o cambalear cego) eram na
realidade estagios da selenose, uma doenga causada pelo excesso de selénio. Hoje
sabemos que a selenose pode ser revertida pelo ajuste do consumo diario de
alimentos que contenham selénio.?52%2” Essa doenga também afeta os humanos
causando a queda de cabelo, pelo e unhas.%

Nos anos 1950 foi demonstrado que o selénio era um nutriente necessario
para 0s animais. Em uma pesquisa sobre necrose em figados de ratos foi
demonstrado que trés “fatores” podiam evitar tal condigdo: metionina, vitamina E, e
um outro cuja identidade era desconhecida e foi denominado “Terceiro Fator”.
Posteriormente, foi descoberto que o selénio é uma parte integral desse fator.27:28.29

A relevancia biologica do elemento selénio foi definitivamente estabelecida
em estudos envolvendo as enzimas formato desidrogenases e glutationa peroxidases,
que levaram a identificacdo de um residuo organosselenilado na estrutura destas
enzimas.3%3' Assim, na década de 70 foi identificado pela primeira vez a presenca da
selenocisteina (5, Figura 3), um aminoacido analogo a cisteina (6), no sitio ativo de

glicina redutases e glutationas peroxidases.3":32

Figura 3 - Comparacao entre estrutura, pKa e potencial de redugdo dos aminoacidos selenocisteina
(5) e cisteina (6).

O 0
HSe/\I)J\O' HS/\l)LO'
NH;* NH5*
Selenocisteina (5) Cisteina (6)
pKa: 5,2 pKa: 8,3
E: -388 mV E:-220 mV

FONTE: O autor (2022).

Em aminoacidos contendo enxofre, como a cisteina (6), € o enxofre que
confere a essas moléculas a capacidade de formar ligagdes cruzadas ou agir como
ligantes de alguns metais, ajudando na formacdo e manutengcdo das estruturas
secundarias e terciarias das proteinas. Além disso, esse elemento participa de
mecanismos de reag¢des enzimaticas especificas, ou como cofatores, como é o caso
das glutationas peroxidases.®33* A “troca” do enxofre (cisteina) pelo selénio
(selenocisteina) confere uma maior resisténcia a inativagado por oxidagdo a estes
aminoacidos, além de uma maior reatividade resultante de uma diminui¢gao do pKa e

do potencial redox.3%36
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Atualmente sdo conhecidas cerca de 30 proteinas que contém selénio, na
forma de selenocisteina, em suas estruturas e por isso sdo chamadas de
selenoproteinas. Nesta classe estdo incluidas as glutationas peroxidades (GPx),
oxirredutases que atuam no controle de espécies reativas de oxigénio; iodotironinas
deiodinases (ID), atuando na metabolizagdo de horménios da tiroide; a selenoproteina
P, que atua no transporte de selénio em tecidos e as tioredoxinas redutases (TrxR),
que além de processos de oxirredugao, atuam como inibidores de apoptose, dentre
outras.37:38:39

A atividade antioxidante apresentada pelas GPx, por exemplo, ocorre
mediante oxidacdo do selenol 7 (residuo de selenocisteina), produzindo o acido
selenénico 8 a partir da reagdo com um peréxido, seguido pela reagado desse acido
com a glutationa (GSH), formando agua e sulfeto de selenilila 9. A reacdo de uma
segunda molécula de glutationa com o sulfeto de selenenilila 9 regenera o selenol 7,
completando o ciclo A (Esquema 1). Caso a concentracao de peroxido seja elevada,
o0 acido selénenico 8 pode ser oxidado a acido seleninico 10, necessitando 3
equivalentes de GSH para formagao do sulfeto de selenenila 9, (ciclo B descrito no
Esquema 1). O dissulfeto de glutationa (GSSG), formado tanto no ciclo A como no B,
€ reduzido a glutationa pela acédo das enzimas glutationa redutases (GR) utilizando
NADPH, completando assim o ciclo C (Esquema 1).40

Um outro marco importante, agora para a quimica dos compostos de selénio,
ocorreu em 1984 quando um composto selenilado chamado Ebselen (11) foi descrito

como um antioxidante, com atividade bioldgica mimética as GPx.4142
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Esquema 1 - Ciclo catalitico das Glutationas Peroxidases (GPx).

H,0, H,0
GPx..
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~ ~Se0H
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X NH
NADPH [C] ~ B] GPx,H_E o
GSH NH H20 ‘§?OH
NADP* :
~SeSG
9 3 GSH
it bbbl : [C]
GSH: Glu-Cis-Gli ! GSSG + H,0
| o) 0 H\/jt :
, HO™ E OH)| NADP*
i NH > |
“““““““““““““““““““ NADPH

FONTE: Adaptado de BHABAK (2010).40

A proposta mais atual para o mecanismo de agdo do Ebselen tem em sua
constituigdo a chamada via do selenol, semelhante ao ciclo da GPx, como mostra o
Esquema 2. Nessa via, a primeira etapa consiste na abertura do anel do Ebselen pelo
tiol (RSH), gerando o sulfeto de selenenila 12, que pode entdo reagir com uma
segunda molécula do tiol (PhSH) levando ao selenol 13 e esse, via oxidagdo com o
peréxido presente no meio, libera uma molécula de agua e leva a formagao do acido
selenénico 14. Ou ainda, o sulfeto de selenenila 12 pode ser oxidado diretamente para
0 acido selenénico 14 via reagcdo com peroxido de hidrogénio. O Ebselen pode ser
regenerado por meio de uma reagao de desidratacdo no composto 14, fechando o

ciclo catalitico.*3
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Esquema 2 — Proposta de mecanismo de agéo do Ebselen (11) pela via do selenol.
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FONTE: Adaptado de SANDS e BACK (2018).43

O Ebselen, além de apresentar atividade antioxidante,**4%46 apresenta
também potencial atividade antimicrobiana,*” antiviral (mostrando resultados
promissores contra o SARS-CoV-2),484950 anti-inflamatdria,®' entre outras;5253:54
estando atualmente em fase 2 de testes clinicos para mania®® e perda auditiva.>®

A partir da descoberta de um composto organosselenilado biologicamente
ativo, o Ebselen, outras classes de compostos selenilados passaram a ser estudados
a fim que o escopo de suas aplicagdes biolégicas fosse estabelecido, o que resultou
na descricao de compostos organosselenilados com as mais diferentes atividades
biolégicas tais como  agentes  antioxidante, 5585960  gnticancer,8061.62
antimicrobiano,®384 entre outras.%¢ S0 exemplos o selenocianato 15, com atividade
contra cancer de pulmao (linhagem celular A549, com ICso = 11 nM e linhagem
A549/CDDP ICs0 = 32 nM) e contra cancer de figado (linhagem celular HEPG2/DOX
com ICso =29 nM), o isoselenocianato 16, que apresenta atividade antileishmania para
ambas promastigotas e amastigotas (ICso de 0,0301 e 0,28 pM respectivamente), o
heterociclo tioselenilado 17, que apresenta atividade inibitéria para o virus de
imunodeficiéncia felina (FIV) (EC = 0,082 uyM) e o selenoéster 18, com atividade
antibacteriana para mycobacterium tuberculosis H37Rv (MIC = 2,1 uM), apresentados

na Figura 4.6°

Figura 4 —Exemplos de compostos selenilados com atividade bioldgica.
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FONTE: Adaptado de CHUAI e colaboradores (2021).5%

Dentre os compostos selenilados que apresentam atividade biolégica, um
grande numero contem em sua estrutura a funcao éter de selénio ou selenetos, como
por exemplo o composto 19 com atividade antioxidante;” o composto 20, que
apresenta atividade inibitéria para a bactéria P. aeruginosa,®® o composto 21 que
apresenta atividade inibitéria para a enzima acetilcolinesterase (ICso = 9,97 uM), com
aplicagéo no tratamento de Alzheimer;%® o composto 22 com atividade contra cancer
de mama (ICso = 0,9 UM para a linhagem celular HepG2),”° e o composto 23, com

atividade antidepressiva’’ (Figura 5).

Figura 5 — Selenetos com atividade biolégica.
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FONTE: O autor (2022)

No contexto de avaliagao bioldgica é importante destacar que a presenca de
grupos funcionais polares, que contribuem para o aumento da solubilidade em agua

e, consequentemente, o coeficiente de particdo octanol/agua (log P) destes
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compostos. Estas caracteristicas devem ser consideradas na busca de moléculas com
aplicacao bioldgica, pois afetam a biodisponibilidade de um determinado composto no
sistema bioldgico em analise. Considerando que os compostos organicos tendem a
ser pouco soluveis em agua (incluindo aqui os compostos organosselenilados), a
presenca de grupamentos polares na estrutura pode levar a uma maior solubilidade
do composto facilitando os ensaios de triagem e, posteriormente possibilitando uma
melhor absor¢do pelo organismo, além de uma interacdo mais efetiva com seus
receptores.’273.74

No caso especifico dos selenetos, a pequena diferenca de eletronegatividade
entre selénio e carbono (2,424 e 2,544 respectivamente, na escala de Allen'),7576
resulta em ligagdes carbono-selénio pouco polarizadas, fazendo com que a insergao
desse calcogénio praticamente ndo impacte na polaridade das ligacbes e das
moléculas como um todo.

Uma estratégia sintética empregada em nosso grupo de pesquisa para
sintese de selenetos com grupos mais polares € o emprego de cianoidrinas como
intermediarios que na sequéncia sao derivatizadas para selenetos

polifuncionalizados.””

1.3.CIANOIDRINAS

As a-cianoidrinas (ou a-hidroxinitrilas) compéem uma classe de substancias
que podem ser facilmente derivatizadas para outras que contenham grupos polares
que, como citado, contribuem para a melhoria das propriedades fisico-quimicas de
compostos biologicamente ativos. Entre seus derivados se encontram didis vicinais,
a-hidroxiacidos, a-hidroxiésteres, a-hidroxialdeido, a-hidroxicetonas, (-amino/ [3-
amido alcoois, obtidos por meio de reagdes classicas e de facil realizacdo, como

mostrado no Esquema 3.78

' Esta escala de eletronegatividade é definida pela energia média de um elétron de valéncia. De
maneira geral, quanto menor essa energia, mais eletronegativo sera o atomo.
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Esquema 3 — Alguns derivados de cianoidrinas. Condigdes: (a) HCI, ROH; (b) Hz, Pd/c; (c)
LiAlH4/BHs3; (d) HCI, H20; (e) i. TMSCN; ii. RMgX; iii H3O*; (f) i. LiAlHa4; ii, RCOCI.

______________________________________
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(d) (e) (f)
FONTE: Adaptado de SHARMA, SHARMA e BHALLA (2005)78

Os o-hidroxiacidos sdo exemplos de derivados importantes, com ampla
aplicacdo na industria de cosméticos, sendo utilizados como aditivos em diversos
produtos pela sua capacidade hidratante, ou como componente principal em
esfoliantes.”®8 Neste mesmo contexto, a-hidroxiacidos, na forma de racematos ou
opticamente ativos, como o acido mandélico (24) (Figura 6) sao estudados no
tratamento de dermatite, fotorejuvenescimeto e tratamento de cancer de pele.8!.82.83
Outra aplicagdo desta classe, assim como seus derivados hidroxiésteres, é na
industria farmacéutica, estando presentes em moléculas bioativas como o
anticolenérgico Homatropina (25) ou atuando como bloco de construgdo em um

namero de farmacos.848586

Figura 6 — Moléculas bioativas com oa-hidroxiacidos ou derivados.
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FONTE: O autor (2022)



27

Outros derivados das a-cianoidrinas, como os didis vicinais, também sao
utilizados na industria farmacéutica como intermediarios na sintese de moléculas

bioativas,?”:88.89.90 como o antidepressivo Fluoxetina 26 (Esquema 4).°"

Esquema 4 — Exemplo de molécula bioativa (Fluoxetina) obtida a partir de um derivado de cianoidrina
(1,2-diol).
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26

Fluoxetina
FONTE: Adaptado de PANDEY, FERNANDES e KUMAR (2002)

As a-cianoidrinas sao sintetizadas a partir da reacao de adigao do ion cianeto
em um composto carbonilado, aldeido ou cetona (Esquema 5 - A). Por se tratar de
uma reacgao reversivel, na presenga de uma base (as vezes até mesmo de agua) a a-

cianoidrina sofre retroadigdo, regenerando as espécies de partida (Esquema 5 -
B)_92,93

Esquema 5 — Mecanismos de formacéo (A) e de decomposigéo (B) de cianoidrinas.
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FONTE: Adaptado de CLAYDEN, GREEVES e WARREN (2012)%

O ion cianeto € um nucledfilo ambidentado, e o fato das reagbes ocorrem no
carbono ao invés do nitrogénio pode ser justificado com base na teoria dos orbitais
moleculares. A combinacéao linear dos orbitais atdbmicos (CLOA) 2s do carbono e do
nitrogénio, da origem aos orbitais moleculares cs (ligante) e 6s* (anti-ligante). A CLOA

2px € 2py (do carbono e do nitrogénio) da origem aos orbitais moleculares 1 (ligante)
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e 1* (anti-ligante). Finalmente, a CLOA 2p; leva a formacao dos orbitais moleculares

ligantes op e op*, ligante e anti-ligante, respectivamente (Figura 7 - A).%49%

Figura 7 — Diagrama dos orbitais moleculares do ion cianeto. (A) Formagao dos orbitais atbmicos a
partir dos orbitais atdmicos. (B) Energia dos orbitais moleculares formados considerando interacdes
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FONTE: Adaptado de KELLER e WOTHERS (2013)%

Os orbitais os € op tém simetria e energia suficientes de modo a interagir entre
si, resultando na formagédo de dois novos orbitais moleculares que nao sao mais
puramente s ou p, denominados 1, com menor nivel energético e o3, com maior nivel
energético.®*% O mesmo ocorre com os orbitais os* e op* levando a formagdo dos
orbitais o2 e 04 (Figura 7 - B). Assim, nesta nova configuragao, os elétrons no orbital o2
passam a ter maior coeficiente orbitalar no nitrogénio, e se comportam como um par
de elétrons desse atomo e os elétrons no orbital o3 (com maior coeficiente orbitalar no
carbono), passam a se comportar como um par de elétrons ndo-ligantes do
carbono.%9°

A interacao dos elétrons presentes no HOMO do ion cianeto (orbital o3) com
o LUMO da carbonila de aldeidos e cetonas (orbital 11*), leva a formagéo de uma
ligacdo sigma carbono-carbono, com a consequente migragao dos elétrons da ligagao
pi da carbonila para o atomo de oxigénio na formacéao de um alcéxido (Esquema 5 —
A).92.93
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Em termos experimentais, a versao classica da reacdao de formacao de
cianoidrinas utilizava acido cianidrico (HCN) como fonte de cianeto e de protons,
sendo estes responsaveis pela ativagao, via protonagao do oxigénio do grupo C=0. A
protonacao leva a uma diminuicdo da energia do LUMO da espécie carbonilada,
tornando a carbonila mais suscetivel ao ataque de um nucledfilo, neste caso o
cianeto.%

No entanto, a alta toxicidade do acido cianidrico (HCN), aliado a sua
volatilidade faz essa fonte de ion cianeto pouco viavel para utilizacdo. Uma alternativa
€ a utilizagao de sais, como o KCN e NaCN como fontes do ion cianeto, porém nesse
caso ha necessidade de uma catalise acida, gerando o HCN in situ. Adutos aldeido-
bisulfito, obtidos pela reagdo entre um aldeido e o bisulfito de sédio (ou potassio),
podem ser utilizados como substitutos do aldeido nessas reacdes, uma vez que a
formacgao desse aduto é reversivel, e com a adi¢ao do ion cianeto, o aduto reverte ao
aldeido, e a saida do bisulfito gera o hidrogénio necessario para a formacgéao da
cianoidrina, sem a necessidade de adigdo de um acido (Esquema 6 ).3 Apesar da

baixa toxicidade, e do baixo custo, essa técnica ainda é pouco explorada.

Esquema 6 — Formacgéao de cianoidrinas via aduto aldeido-bisulfito.
o HO ‘Na* HO
il NaHSsO, ><803 Na™  Nacn XCN + Na,SO,
R2 - R1 RZ » R1 RZ

FONTE: Adaptado de CLAYDEN, GREEVES e WARREN (2012)%

R1

Uma alternativa é a utilizagdo do cianeto de trimetilsilano (TMSCN), que
apresenta menor volatilidade que o HCN, e tem como grande vantagem a protegao
da cianoidrina formada, evitando a reacao de retroadi¢cao, sendo assim muito aplicado
na obtengao de cianoidrinas opticamente ativas (Esquema 7). Outros organocianetos
também podem ser utilizados, como cianoformiatos, cianetos de acila e

cianofosfonatos.%7:98

Esquema 7 — Reacéao entre um aldeido (ou cetona) e TMSCN

Q NC
J]\ TMSCN XOTMS
R1 R2 > R1 RZ
FONTE: Adaptado de KURONO e OHKUMA (2016)°%”

Por outro lado, a principal desvantagem no uso do TMSCN €& o baixo

rendimento relatado para a reagdo nao catalisada. A reacdo entre benzaldeido e
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TMSCN, por exemplo, leva a a-cianoidrinas correspondente com rendimentos de 13
a 20%.9%100.101 por conta disso, estudos envolvendo catalisadores nesse tipo de
reacao vém crescendo, na qual se destacam o uso de redes organometalicas (MOFs)
de lantanideos,® zinco, 199102 europio, 2 niquel,'%* chumbo,’% e cobalto;'° o uso de
complexos de zinco,'°! cobre,197.198.109 chumbo,'° ruténio’! e magnésio-litio;''? entre
outras classes de compostos,'13.114.115.116 com rendimento chegando a 99%. A reagéo
catalisada por cloreto de litio, por exemplo, apresentou conversdes de 100% quando

avaliados via cromatografia gasosa, com tempo de reacéo inferior a 1 h."4

1.4.DESAFIO SINTETICO

O desafio enfrentado no desenvolvimento desse trabalho esta relacionado a
sintese de organosselenetos polifuncionalizados com grupos polares proéticos na
estrutura. A sintese de compostos organosselenilados envolve a utilizagdo de
espécies de selénio eletrofilico,'”118119 nycleofilico'?%-121:122 oy radicalar.123.124.125
Destas metodologias, a formacdo de organoselenolatos utilizando organolitios e
organomagnésio sdo as mais exploradas.26-134

Para as a-cianoidrinas seleniladas idealizadas nesse trabalho, a rota sintética
na qual a insercdo do selénio é realizada apos a sintese da cianoidrina ou sua
derivatizacdo é inviavel devido a presencga de hidrogénios acidos, como o hidrogénio
dos grupos hidroxila, o hidrogénio acido de um acido carboxilico ou mesmo um
hidrogénio benzilico (Figura 8). Isso pois compostos organometalicos atuam como
base, levando a abstracido desses protons em uma reagao acido-base, mais favoravel

e, portanto, preferencial a formag&o de um selenolato. 35136

Figura 8 — Pontos com presencga de hidrogénios acidos (verde) e hidrogénios benzilicos (rosa) em a-
cianoidrinas e derivados de a-cianoidrinas.

H Hidrogénio Acido H Hidrogénio Benzilico
H OH H OH H OH H OH H OAc
OMe OH OH OMe
SN
X X © X © X X ©
X=F,ClorBr

Fonte: O autor (2022)
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A presencga de uma carbonila e/ou de uma nitrila levam a outro obstaculo na
utilizacdo de organometalicos. Os organometalicos (organolitio e organomagnésio)
também podem atuar como nucledfilos em uma reagdo de adigdo nucleofilica

(Esquema 8), uma reagao competitiva a formagao do ion selenolato. 37,138,139

Esquema 8 — Adicao nucleofilica de um reagente organometalico a nitrila.

OTI\fS/—\ OTMS OTMS
R—Y NY H,O* R
{\N —_—e - e i
R 0

Fonte: Adaptado de KREPSKI e colaboradores (1986)139

O Se também pode ser inserido em anéis aromaticos via reagao de
Substituicdo Nucleofilica Aromatica (SnAr) utilizando o ion selenolato. Para que essa
ocorra é necessario que no anel aromatico um bom grupo de saida, geralmente um
halogénio, e um grupo retirador de elétrons (GRE) estejam dispostos num padrao orto
e/ou para, além da presenca de um nucledfilo forte. No mecanismo de adigéo-
eliminagcdo, mais comum para essa classe de reacdo, um nucledfilo ataca o anel
aromatico na posi¢gao que contém o halogénio (ipso), formando como intermediario
um ciclohexadieno carregado negativamente, conhecido como complexo de
Meisenheimer,'40.41 que é estabilizado pela presenca de grupos retiradores de
elétrons nas posi¢cdes de concentragdo da carga negativa. O reestabelecimento da
aromaticidade, resultante da saida do halogénio, leva ao produto de substituicao,

como mostra o Esquema 9.

Esquema 9 — Mecanismo de adigdo-eliminagcao da reagéo de substituicdo nucleofilica aromatica.

@/\ ~_GRE «CRE GRE
X ) Nu

X

Complexo de
Meisenheimer

Fonte: Adaptado de CRAMPTION e GOLD (1964)'#!

A auséncia de um grupo retirador de elétrons no anel aromatico dificulta
que a reacao acontecga, especialmente por falta de estabilizacdo do complexo de
Meisenheimer. Uma compilacado das posi¢des problematicas para que essa rota seja

seguida efetivamente encontra-se na Figura 9.
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Figura 9 — Pontos de incompatibilidade com a reacédo de adi¢cdo nucleofilica aromatica utilizando
organometalicos.
H Hidrogénio Acido H Hidrogénio Benzilico

TR
"H

H- O

X=F,ClorBr

O Centro eletrofilico (‘ Grupo néo ativador para SyAr

Fonte: O autor (2022)

Diante do exposto, a polifuncionalizacdo de selenetos, essencial na
aplicagao biolégicas desses compostos, demanda um planejamento sintético bem
estruturado. Assim, neste trabalho, a obtencdo de compostos selenilados
multifuncionalizados foi dada pela inser¢géo do selénio no anel aromatico, seguido pela
sintese de uma a-cianoidrina e sua derivatizagao, visando a utilizagdo dos compostos

sintetizados na aplicagao bioldgica (Esquema 10).
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Esquema 10 - Rota sintética para obtencao dos compostos selenilados multifuncionalizados (29 -
32) utilizados neste trabalho.

? NaCN OH
————————————.
R) R™
27 28
OH
OH
R)Y
o]
30
OH
R)\/OH
31 32

Fonte: O autor (2022)
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1.5.0BJETIVOS

1.5.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho é sintetizar uma série de organosselenetos
polifuncionalizados obtidos a partir da derivatizagdo de uma a-cianoidrina selenilada

e avaliar a citotoxicidade destes compostos em células tumorais e ndo-tumorais.

1.5.2. Objetivos especificos

a. Sintetizar e caracterizar os organosselenetos mostrados abaixo (Figura 10);

Figura 10 — Estrutura quimica dos organosselenetos 27, 29-34 sintetizados neste trabalho.

Q o OH
OMe
H
d mN m
"BuSe "BuSe "BuSe
27
R=Ac; 33 29
TMS; 34
OH OAc OH
mOH /O)\H/OMe /©)\/OH
o] (0]

"BuSe "BuSe "BuSe

30 31 32
Fonte: O autor (2022)

b. Investigar a citotoxicidade dos derivatizados de a-cianoidrinas seleniladas sintetizados
(29-32) em células ndo-tumorais da linhagem de fibroblasto murino BALB/3T3 clone A31;

c. Investigar a citotoxicidade dos derivatizados de a-cianoidrinas seleniladas sintetizados
em trabalhos anteriores do grupo (LQ39-41) em células ndo-tumorais da linhagem de
fibroblasto murino BALB/3T3 clone A31;

d. Comparar os resultados de citotoxicidade frente a células tumorais dos compostos LQs

com os compostos sintetizados nesse trabalho.



e.
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Investigar a citotoxicidade em células tumorais da linhagem de melanoma murino B16F10
dos derivatizados que n&o apresentaram atividade citotoxica frente a células nao-
tumorais.

Determinar as relagdes estrutura-atividade dos organosselenetos sintetizados com base

nos resultados bioldgicos obtidos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1.MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Os reagentes utilizados foram obtidos comercialmente da empresa Merck ou
Acros e, quando necessario, purificados de acordo com procedimentos descritos na
literatura. Os solventes utilizados foram: metanol, diclorometano, acetato de etila e
hexanos, sendo tratados quando necessario. O solvente tetraidrofurano (THF), foi
tornado anidro empregando o sistema sodio-benzofenona, sob atmosfera de
nitrogénio.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram adquiridos em
um espectrometro Bruker Avance Ill operando a 9,4 Tesla (400 MHz para 'H, 100 MHz
para 3C e 76,3 MHz para "’Se) alocado no Laboratério Multiusuario de RMN do
Departamento de Quimica da UFPR. Nas analises foi utilizado cloroformio deuterado
(CDCI3) como solvente. Os deslocamentos quimicos nos espectros de RMN de 'H
foram expressos em ppm em relagao ao tetrametilsilano (dtvs = 0,00); nos espectros
de RMN de 3C em relagdo ao solvente (Scociz = 77,2) e nos espectros de RMN de
"Se em relacéo ao disseleneto de difenila utilizado como padrao externo de selénio
(d(Phse)2 = 463). As multiplicidades dos sinais observados no espectro de RMN de 'H
foram relatadas como segue: deslocamento quimico em ppm (&), multiplicidade (s =
simpleto, d = dupleto, t = tripleto, quint = quinteto, sext = sexteto, s/ = simpleto largo,
dd = duplo dupleto, dt = duplo tripleto), constante de acoplamento em hertz (Hz) e
intensidade relativa (integral). Os dados de RMN de '3C e 7’Se foram relatados em
funcdo do deslocamento quimico em ppm ().

Os espectros vibracionais na regiao do infravermelho com transformada de
Fourier (IV-TF) foram adquiridos em um espectrémetro BRUKER Vertex 70, localizado
no Laboratério Multiusuario de Espectroscopia no Infravermelho no Departamento de
Quimica — UFPR. Os espectros no infravermelho foram adquiridos por transmitancia
em matriz de KBr na regido de 400 a 4000 cm™', com 32 scans para amostras liquidas
e solidas. As frequéncias de absorg¢ao das bandas mais intensas foram expressas em
cm™.

As analises de cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas em
cromatofolhas de aluminio HPTLC ALUGRAM RP-18 W com indicador ultravioleta

incorporado, comercializadas pela Merck. As revelagcbes foram feitas por meio de



37

irradiagdo com lampada ultravioleta em 254 nm. Em alguns casos, foi utilizado de
maneira complementar, camara de iodo (l2), e os reveladores vanilina sulfurica, 2,4-
dinitrofenilhidrazina (2,4-DNP) e verde de bromocresol seguido de aquecimento. As
purificacbes foram realizadas por cromatografia flash em coluna utilizando silica gel
(220-440 mesh) da Sigma-Aldrich e as elui¢des feitas com solventes organicos puros

ou em combinagdes.
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2.2.PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS PARA SINTESE DOS
ORGANOSSELENETOS DE INTERESSE

2.2.1. Sintese 4-(butilselenil) benzaldeido (27)'3?

Esquema 11 - Sintese do 4-(butilselenil)benzaldeido (27).

0
F—( >—/(H o
_ THF, 0 - 25°C . "BuSeQ—/(
"BuLi + Se ————"— " 7"BySeL -
- 30 min U5 TTHE refluxo, 4 h H

27;48%

Fonte: O autor (2022)

Em um baldo de duas bocas previamente flambado, acoplado a um
condensador de refluxo e sob atmosfera inerte, contendo uma suspensao de selénio
elementar (0,395 g, 5 mmol) em 10 mL de THF anidro resfriada a 0°C foi adicionado
gota a gota n-butil litio (5 mmol, 2,05 mL de uma solugdo 2,40 mol L' em hexano).
Essa mistura ficou sob agitagdo por 30 min a temperatura ambiente, sendo entéo
adicionado o 4-fluorbenzaldeido (0,55 mL, 5 mmol), deixando o sistema sob agitagao
e em refluxo por mais 4 h. Ao final desse tempo o sistema foi resfriado até 0° com
auxilio de um banho de gelo, seguido da adi¢do de uma solugéo saturada de NH4Cl
(15 mL). A mistura foi entdo extraida com acetato de etila (3 x 10 mL), e a fase organica
foi seca utilizando MgSOa anidro, filtrada e concentrada sob presséo reduzida. O bruto
reacional foi purificado via cromatografia flash em silica gel, utilizando como fase

movel a mistura de hexano e acetato de etila na propor¢ado 9:1 (v/v) em eluigdo

isocratica.
4-(butilselenil)benzaldeido (27)
o] Rendimento: 48%; Oleo Amarelo.

/©)LH RMN de 'H (CDClz, 400 MHz, TMS), & (ppm): 0,94 (t, J
"BuSe =7,4 Hz, 3H); 1,47 (sext, J = 7,4 Hz, 2H); 1,75 (quint, J=7,3
27 Hz, 2H); 3,02 (t, J = 7,4 Hz, 2H); 7,54 (dt, J = 8,3 e 1,8 Hz,

C,{H.,0Se 2H); 7,72 (d, J= 8,4 e 1,8 Hz, 2H); 9,93 (s, 1H).
MM: 242,04 g mol” RMN de *C{'H} (CDCls, 100 MHz), & (ppm): 13,9; 23,3;

27,0; 32,2; 130,3; 130,6; 134,5; 141,9; 191,8.
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RMN de "7Se{'H} (76,6 MHz, CDCl;, PhSe),), & (ppm):
308.

IV-TF (cm™): 3077; 2959; 2929; 2872; 2733; 1697;
1579; 1563;1271; 1215; 1066; 830; 804.



2.2.2. Sintese do acetato de 4-(butilselenil)mandelonitrila (33)'42

Esquema 12 — Sintese do acetato de 4-(butilselenil)mandelonitrila (33).

0
o} o
NaCN, MeOH A0 OJJ\
H >~ N 0-25°C

0°C - 15 min N oh S

n =N
BuSe BuSe "BUS
uose

27 33, 55%
Fonte: O autor (2022)

Uma solucdo do 4-(butilselenil)benzaldeido (27; 0,5 mmol, 130 mg) em
metanol (1 mL) foi resfriada a 0 °C e a ela foi adicionada uma solugédo de NaCN (1
mmol, 49 mg) em metanol (2 mL). Apds agitagcéo por 15 min, anidrido acético (4 mmol,
0,378 mL) foi adicionado gota a gota. O banho de gelo foi entdo removido e a mistura
reacional foi agitada por 2 h a temperatura ambiente. Apds esse periodo,
diclorometano (3 mL) foi adicionado a mistura reacional e o meio foi lavado com
solugdo saturada de NaHCOs (3 X 6 mL). A fase organica foi seca com MgSOa4 anidro,
filtrada e concentrada sob pressao reduzida. O bruto reacional foi purificado via
cromatografia flash em silica gel, utilizando como fase mével a mistura de hexano e

acetato de etila na proporgéao 9:1 (v/v) em eluicéo isocratica.

Acetato de 4-(butilselenil)mandelonitrila (33)

Rendimento: 55%; Oleo Amarelo.

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz, TMS), & (ppm): 0,92 (t, J
o =7,4 Hz, 3H); 1,44 (sext, J = 7,4 Hz, 2H); 1,71 (quint, J=7,5

OJ\ Hz, 2H); 2,16 (s, 3H); 2,95 (t, J = 7,4 Hz, 2H); 6,36 (s, 1H);

7,38 (dt, J= 8,3 e 1,9 Hz, 2H); 7,51 (dtt, J = 8,4 e 1,9 Hz, 2H).

Ty RMN de "3C{'H} (CDCls, 100 MHz), & (ppm): 13,6; 20,7;

"BuSe 232: 27.6: 32,3: 62.7: 116.3: 128,7: 130,0: 132.3: 135.0:
33 169,2.

C1aHi7NO,Se RMN de 77Se{'H} (76,6 MHz, CDCls, PhSe),), & (ppm):
MM: 311,04 g mol"" {*H} (76, Z, 3 o) ® (ppm):
297.

IV-TF (cm™'): 2959; 2932; 1755; 1595; 1493; 1371:

1215; 1015; 962; 812; 569.
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2.2.3. Sintese da 2-(4-(butilselanil)fenil)-((trimetilsilil)oxi)acetonitrila (34)'"4

Esquema 13 — Sintese da 2-(4-(butilselanil)fenil)-((trimetilsilil)oxi)acetonitrila (34).

o) OTMS
TMSCN, N,
H - x>
LiCl(cat.), 15 min ~N
"BuSe "BuSe
27 34, 65%

Fonte: O autor (2022)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, sob agitagdo magnética e
atmosfera inerte, foi adicionado o aldeido 27 (1 mmol, 241 mg) e o TMSCN (1,1 mmol,
0,139 mL), e uma gota de uma solugdo 0,3 mmol mL"' de LiCl em THF, na qual a
mistura ficou sob agitagdao por 30 min a 20 °C. Apds esse periodo, foi adicionado
acetato de etila (3 mL) e o meio foi lavado com solugao saturada de NaHCOs3 (3 x 6
mL). A fase organica foi seca com MgSOsu, filtrada e concentrada sob presséo
reduzida. O bruto reacional foi purificado via cromatografia flash em silica gel,
utilizando como fase movel a mistura de hexano e acetato de etila na proporcao 9:1
(v/v) em eluigao isocratica.

2-(4-(butilselanil)fenil)-((trimetilsilil)oxi)acetonitrila
(34)

Rendimento: 65%, Oleo Amarelo

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz, TMS), & (ppm): 0,23 (s,

OTMS
9H); 0,91 (t, J = 7,4 Hz, 3H); 1,43 (sext, J = 7,4 Hz, 2H); 1,70
SN (quint, J = 7,5 Hz, 2H); 2,93 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 5,45 (s, 1H);
"BuSe 7,34 (dt, J= 8,5 e 1,6 Hz, 2H); 7,50 (dtt, J = 8,4 e 1,9 Hz, 2H).
34 RMN de *C{'H} (CDCls, 100 MHz), & (ppm): 0,1; 13,8;

C45H,3NOSeSi

MM: 341,07 g mol" 23,3; 27,8; 32,5; 63,7;119,3; 127,3; 132,6; 133,1; 134,9.

RMN de "Se{'H} (76,6 MHz, CDCls, PhSe).), d (ppm):
293.

IV-TF (cm™): 2965; 2923; 2877; 1723; 1595; 1481;
1256; 1091; 876; 835; 758.




42

2.2.4. Sintese do 2-hidroxi-2-(4-(butilselenil)fenil)acetato de metila (29)'43

Esquema 14 — Sintese do 2-hidroxi-2-(4-(butilselenil)fenil)acetato de metila (29).

OR OH
HCI (12 mol L) OMe
SN MeOH, 50°C g
NBuSe "BuSe
29
R= Ac-33 Partindo do: 33 - 84%
TMS - 34 34 - 55%

Fonte: O autor (2022)

Em um vial de 4 mL com tampa e rosca, os materiais de partida (33: 0,3
mmol, 0,093 g; 27: 0,3 mmol, 0,102 g) foram solubilizados em metanol (2 mL) e foi
adicionado HCI concentrado (aproximadamente 12 mol L', 1 mL). O frasco foi mantido
fechado, a 50 °C e agitacédo constante por 36 h. Apds esse periodo, o solvente foi
evaporado sob pressao reduzida, o material bruto foi solubilizado em diclorometano
(83 mL), transferido para um funil de separacéo, lavado com solugao saturada de
NaHCOs (2 x 5 mL), seco com MgSOs anidro, filtrado e o solvente novamente foi
evaporado sob pressdo reduzida. O bruto reacional foi entdo purificado via
cromatografia flash em silica gel, utilizando com fase mével a mistura de hexano e

acetato de etila na proporgéo 7:3 (v/v) em eluicéo isocratica.

2-hidroxi-2-(4-(butilselenil)fenil)acetato de metila
(29)

Rendimento: 46%, Oleo Amarelo

RMN de "H (CDCls, 400 MHz, TMS), & (ppm): 0,91 (¢, J

OH = 7,4 Hz, 3H); 1,42 (sext, J = 7,5 Hz, 2H); 1,68 (quint, J = 7,5

mom Hz, 2H): 2,91 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 3,54 (d, J = 5,3 Hz, 1H): 3,75

"BUSe O (s, 3H); 5,13 (d, J = 4,5 Hz, 1H); 7,29 (dt, J = 8,2 e 1,7 Hz,
29 2H); 7,46 (d, J = 8,2 € 2,0 Hz, 2H).
Cq3H1505Se RMN de 3C{'H} (CDCls, 100 MHz), & (ppm): 13,8; 23,2;
MM: 302,04 g mol? 27,9; 32,5; 53,3; 72,9; 127,5; 131,6; 132,5; 136,9; 174,2.

RMN de 7"Se{'H} (76,6 MHz, CDCls, PhSe).), d (ppm):
289.

IV-TF (cm'): 3469; 2962; 2924; 2866; 1737; 1436;
1230; 1089; 1006; 826; 768
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2.2.5. Sintese do acido 2-hidroxi-2-(4-(butilselenil)fenil)acético (30)'44

Esquema 15 — Sintese do acido 2-hidroxi-2-(4-(butilselenil)fenil)acético (30).
OH OH
OMe HCI (12 mol L) OH

Acetona, 35°C, 16 h
0] ’ ' @]
"BuSe "BuSe

29 30, 26%
Fonte: O autor (2022)

Em um vial de 4 mL com tampa e rosca, o 2-hidroxi-2-(4-
(butilselenil)fenil)acetato de metila (29) (0,37 mmol, 110 mg) foi solubilizado em
acetona (2 mL) e a este adicionado HCI concentrado (aproximadamente 12 mol L,
0,5 mL). O sistema foi entdo mantido a 35 °C e agitacao constante por 16 h. O meio
reacional foi entdo diluido com 3 mL de diclorometano e transferido para um funil de
separacao, sendo este extraido com Na2COs (3 x 10 ml). A fase orgéanica foi removida
e a fase aquosa foi acidificada com uma solugéo de HCI (1 mol L"), até pH 2. A fase
aquosa foi entdo extraida com diclorometano (3 x 10 mL) e secada com MgSOs4,
filtrada e concentrada sob pressao reduzida. O bruto reacional foi entdo purificado via

recristalizacdo com hexano.

Acido 2-hidroxi-2-(4-(butilselenil)fenil)acético (30)
Rendimento: 26%; Sélido Branco PF: 108-110 °C
RMN de 'H (CDCl3, 400 MHz, TMS), d (ppm): 0,91 (¢, J

oH = 7,4 Hz, 3H); 1,42 (sext, J = 7,4 Hz, 2H); 1,69 (quint, J = 7,5
OH | Hz 2H): 2,91 (¢t, J = 7,5 Hz, 2H): 5,19 (s, 1 H); 5,74 (s, 2H);
"BUS 0 7,31 (d, J=8,2 Hz, 2H); 7,46 (d, J = 8,2 Hz, 2H).
uose
30 RMN de "*C{'H} (CDCls, 100 MHz), d (ppm): 13,9; 23,3;
C12H103Se 27,9;32,5; 72,7, 127,5; 132,2; 132,6; 136,1; 177 4.

MM: 288,03 It
o g mo RMN de 7’Se{'H} (76,6 MHz, CDCls, PhSe)2), & (ppm):

290.
IV-TF (cm™): 3347; 2962; 2924; 2872; 1724; 1686;
1474; 1403; 1262; 1191; 1069; 813; 742; 505.
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2.2.6. Sintese do 2-acetoxi-2-(4-(butilselenil)fenil)acetato de metila (31)'4?

Esquema 16 - Sintese do 2-acetoxi-2-(4-(butilselenil)fenil)acetato de metila (31).
OH OAc
OMe ACZO, DMAP OMe

-

o 16h, 35°C
"BuSe "BuSe

0o

29 31,68%
Fonte: O autor (2022)

Em um vial de 4 mL com tampa e rosca, o 2-hidroxi-2-(4-
(butilselenil)fenil)acetato de metila (29) (0,18 mmol, 0,050 g) foi solubilizado em
diclorometano (1 mL) e foram adicionados anidrido acético (0,35 mmol, 0,04 mL) e um
cristal de 4-dimetilaminopiridina (DMAP). O meio reacional foi deixado sob agitagcao
overnight a 35 °C. ApOs esse periodo, a mistura reacional resultante foi transferida
para um funil de separagao e lavada com solucéo saturada de NaHCOs3; até a fase
aquosa atingir pH 8. A fase organica foi entdo seca com MgSOy, filtrada e concentrada
sob pressao reduzida. O bruto reacional foi purificado via cromatografia flash em silica
gel, utilizando com fase moével a mistura de hexano e acetato de etila na proporg¢ao

8:2 (v/v) em eluicao isocratica.

2-acetoxi-2-(4-(butilselenil)fenil)acetato de metila
(31)

Rendimento: 68%, Oleo Amarelo

ohc RMN de "H (CDCls, 200 MHz, TMS), 5 (ppm): 0,92 (¢, J
oMe | =74 Hz, 3H); 1,43 (sext, J = 7,4 Hz, 2H); 1,70 (quint, J = 7,5

m Hz, 2H); 2,20 (s, 3H); 2,93 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 3,75 (s, 3H);
"BuSe 5,89 (s, 1H); 7,34 (dt, J = 8,3 e 1,8 Hz, 2H); 7,47 (dt, J=8,4 e
2,0 Hz, 2H ).

RMN de "*C{'H} (CDCls, 50 MHz), 5 (ppm): 13,9; 21,0;
23,3;27,7;32,4;53,0; 74,4; 128,5; 132,2; 132,3; 133,0; 169,5;
170,6.

RMN de 7"Se{'H} (76,6 MHz, CDCls, PhSe)s), 5 (ppm):

31
C1 5H2004Se
MM: 344,05 g mol!

292.
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IV-TF (cm™): 2959; 2929; 2857; 1749; 1595; 1374;
1225; 1205; 1179; 1066; 809; 759; 522.
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2.2.7. Sintese do 2-acetoxi-2-(4-(butilselenil)fenil)acetato de metila (32).14°

Esquema 17 - Sintese do 1-(4-(butilselenil)fenil)etano-1,2-diol (32).

OH OH
OMe NaBH, OH
S|02!H20
O .
"BuSe t.a., 15 min "BuSe
29 32, 68%

Fonte: O autor (2022)

Em um almofariz foram adicionados o 2-hidroxi-2-(4-(butilselenil)fenil)acetato
de metila (29) (0,18 mmol, 0,050 g), SiO2 (1,24 mmol, 0,047 g) e 1 gota de agua
destilada. O meio reacional foi macerado por 5 min com o auxilio de um pistilo. Apds
esse periodo foi adicionado NaBH4 (1,24 mmol, 0,075 g) e a maceragéao foi mantida
por mais 10 min. Apds esse periodo o residuo bruto foi filtrado em algodédo, sendo o
retido lavado com diclorometano e solugdo 1 mol L-' de HCI. A fase organica foi entdo
separada, seca com MgSOs4 anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida,
resultando em um solido branco. O produto foi obtido em alto grau de pureza, nao

sendo necessarias etapas adicionais de purificagao.

1-(4-(butilselenil)fenil)etano-1,2-diol (32).

Rendimento: 68%; Sélido Branco. PF: 110-112 °C

RMN de 'H (CDCl3, 400 MHz, TMS), d (ppm): 0,91 (¢, J
=7,4 Hz, 3H); 1,42 (sext, J = 7,4 Hz, 2H); 1,68 (quint, J=7,5

OH Hz, 2H); 2,91 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 3,63 (dd, J = 11,3 e 8,1 Hz,
/@/]»OH 1H); 3,73 (dd, J = 11,3 e 3,4 Hz, 1H); 4,77 (dd, J = 8,1 e 3,4
"BuSe Hz, 1H); 7,27 (dt, J = 8,2 € 1,9 Hz, 2H); 7,49 (dt, J=8,4 e 1,9
32 Hz, 2H).
CiaH1g02Se RMN de 3C{'H} (CDCls, 100 MHz), & (ppm): 13,9; 23,3:

. -1
MM: 274,05 g mol 28.0: 32.6: 68,3: 74,7: 127.1: 130,8: 132,7: 139,3.

RMN de 7’Se{'H} (76,6 MHz, CDCls, PhSe)z), & (ppm):
287.

IV-TF (cm™): 3377; 2957: 2928; 2872; 1734: 1491;
1458; 1398; 1255; 1076; 1015; 816; 534.
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2.3.PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS PARA AVALIAGCAO DE
CITOTOXICIDADE CELULAR?46:147.148

Para analise de citotoxicidade, forma utilizados duas linhagens celulares, a
linhagem de fibroblasto murino BALB/3T3 clone A31 (ndo-tumoral) e a linhagem de
melanoma murino B16F10 (tumoral).

As células testadas foram plagqueadas em Meio Eagle Modificado por
Dulbecco (DMEM) contendo 10% de soro fetal bovino em placas de 96 pogos
(Sarstedt). Para os ensaios com a Balb/3T3 foram plaqueadas 2000 células por pogo
e para a B16-F10 500 células por pogo. As culturas foram entao expostas a diferentes
concentragdes (10, 20, 30 e 50 yg mL-") dos compostos analisados durante os tempos
de 24, 48 e 72 h. Duas horas antes da finalizacdo do experimento o conteudo da
placa foi removido e foi adicionado 100uL da solugéo de vermelho neutro a 0,04 mg
mL-" aos pogos da placa de cultivo que em seguida foi incubada a 37 °C e 5% de COo.
Em seguida, o corante retido no interior das células viaveis foi eluido com uma solucéo
de etanol:agua:acido acético 50:49:1 (v/v) e a absorbancia foi medida em leitor de
microplacas (540 nm).

Apos serem utilizadas para a determinacgao de viabilidade celular pelo método
do vermelho neutro, as células (agora fixadas na placa de cultura devido a solugao
utilizada para a eluigdo do vermelho neutro) foram coradas com cristal violeta (0,25
mg mL"). Apés 10 min de incubagdo em temperatura ambiente, o corante foi eluido
com acido acético 33% (v/v) e a absorbancia foi medida em leitor de microplacas, no
comprimento de onda de 570 nm. Por ser responsavel por corar acidos nucléicos o
resultado de cristal violeta, quando analisado em conjunto aos resultados de vermelho

neutro, fornecem dados sobre a viabilidade e proliferacao celular.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na sintese de derivados de o-cianoidrinas seleniladas, a primeira etapa € a
insercdo do atomo de selénio na molécula, com a sintese do 4-
(butilselenil)benzaldeido (27). A rota sintética para obtengdo do composto 27 foi
iniciada com a formagéo do butilselenolato de litio ("BuSeLi), obtido pela reagdo do
selénio elementar e n-butil litio. Este selenolato atuou entdo como nucledfilo em uma
reacao de substituicdo nucleofilica aromatica com o fluorbenzaldeido, com rendimento
de 48% (Esquema 11).

Esquema 11 - Sintese do 4-(butilselenil)benzaldeido (27).

0o
F— >—/<H o

THF, 0-25°C _ "B”SE‘Q—/{
30 min THF, refluxo, 4 h H

"BuLi + Se = "BuSeli

27;48%
Fonte: O autor (2022)

Apos a realizacdo da reacdo de sintese do 4-(butilselenil)benzaldeido (27),
este foi purificado via coluna flash de gel de silica utilizando uma mistura de
hexano/acetato de etila 9:1 (v/v) como fase mdvel em eluigéo isocratica. As aliquotas
contendo o produto foram concentradas e analisadas via RMN de 'H, resultando no
espectro apresentado na Figura 11.

No espectro de RMN de 'H foi possivel observar a presenca de 4 sinais na
regido de hidrogénios alifaticos, sendo eles um tripleto centrado em 611 = 0,94, com
integral relativa a 3 hidrogénios e constante de acoplamento (J) de 7,4 Hz; um sexteto
centrado em 612 = 1,47, com integral relativa a 2 hidrogénios e J de 7,4 Hz; um
quinteto em 813 = 1,75, com integral relativa a 2 hidrogénios e J de 7,4 e por fim um
tripleto em oH4 = 3,02 com integral relativa a 2 hidrogénios e J de 7,4, que confirmam
a insercao do grupamento butila na molécula. Os duplos tripletos na regiao de
aromaticos, centrados em ons = 7,54 e ovr = 7,72 com integrais relativas a dois
hidrogénios cada, assim como as constantes de acoplamento destes sinais (8,4 e 1,8
Hz para o sinal em 7,54 ppm e 8,3 e 1,8 Hz para o sinal referente ao hidrogénio 7)

indicam que o padrao de substituicdo para no anel aromatico permanece inalterado.



Além disso, o espectro apresenta um sinal na regiao tipica de hidrogénios aldeidicos

em oHe = 9,93, indicativo que ndo houve uma reagao de adigdo nesse grupamento.

Figura 11 - Espectro de RMN de 'H do 4-(butilselenil)benzaldeido (27) (CDCls, 400 MHz, TMS).

7
g
[+
W
[7y] U\d‘Dm(ﬂG\NmMHI‘-NS NSONOANMYPNAO~ODONONOAHM
(] MM A Ad0ONLFIFNONN O FNOAFRNMMHNAOANLF NN AYSFN
N Inl i ol ol ol N N R R N R ] coOorMMMNIIIITNADINND
o N g D P S N N PP
! ‘ R RN S35 |1
: ;9 P T TT T 7T TT
! ) |
\ § 9H !
24 : | |
:/\/\Se 7 ! {\
o1 3 6 ! / | } }
i 27 ! J ;\’ N Q
1 C44Hq40Se L H LAY ] \ |
' \}J\' | Iy J
—————————————————————————— J AN W “A jl\_, \J U L‘/ \}\, WAUIS
3.0 3.0z FEM .78 PP m 0.95  ppm
9
4
6|7
3 2
T I T T I I T I T
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm
3 e 9 =3d A
o il o il leil o

Fonte: O autor (2022)

No espectro de RMN de '3C do Se-aldeido 27 (Figura 12) foi possivel observar
quatro sinais na regiao de carbonos alifaticos, localizados em &c1= 13,5; dc2 = 23,0;
dc3 = 26,6 e dcs = 31,8, confirmando a insercdo da butila na molécula. Em maiores
deslocamentos no espectro foi possivel observar sinais na regiao de carbonos
aromaticos, com o sinal atribuido ao carbono 5 (dcs= 141,6) mais deslocado devido a
presenca do grupamento butilselenil diretamente ligado a ele, seguido pelos sinais
dos carbonos 8 e 6 (6cs = 134,1 e dce = 130,2), desblindados pelo efeito retirador de
elétrons da carbonila e pelo sinal do carbono 7 (6c7 = 129,9). Em 6ce = 191,5 foi
observado o sinal atribuido ao carbono da carbonila, mais desblindado pela ligagao
direta com o atomo de oxigénio, que retira elétrons por ressonancia e hiper

conjugagao.’#®



50

Figura 12 - Espectro de RMN de "*C{'H} do 4-(butilselenil)benzaldeido (27) (CDClIs, 100 MHz).
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Fonte: O autor (2022)

No RMN de 7’Se deste composto 27 (Figura 13), é possivel observar a
presenca de um sinal em 308 ppm, regido caracteristica para selenetos de
diorganoila, ' corroborando a insergdo do atomo de selénio na molécula.

A sintese do aldeido 27 também pode ser confirmada utilizando
espectrometria na regido do infravermelho, onde foi observada uma banda fina e
intensa na regidao de 1697 cm-! (vide Anexo 1 — Figura 1), caracteristica de carbonilas
da funcao aldeido. Esta banda possui uma frequéncia menor que a carbonila alifatica

devido a conjugacao dessa com o anel aromatico. %’
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Figura 13 - Espectro de RMN de 77Se{'H} do 4-(butilselenil)benzaldeido (27) (CDCls, 76,36 MHz,
PhSeSePh).

PhSeSePh|
308.14
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Fonte: O autor (2022)

Uma vez obtido o aldeido 27, a etapa seguinte na rota sintética foi a sintese
da a-cianoidrina. Porém, em trabalhos prévios no grupo de pesquisa foi observado
que a cianoidrina 35 (Figura 14) é instavel, ocorrendo facilmente a reagcédo de
retroadicdo na etapa de extracao, e regenerando o material de partida. Para contornar
o problema de estabilidade, foi realizada a protegao in situ da cianoidrina desejada,

partindo do composto 27.

Figura 14 — a-cianoidrina selenilada sintetizada em trabalhos prévios.
OH

L™
Se

35
Fonte: O autor (2022)

Neste trabalho foram realizadas a sintese de duas a-cianoidrinas
seleniladas protegidas a partir do 4-(butilselenil)benzaldeido 27, o acetato de 4-
(butilselenil)mandelonitrila (33) e o 2-(4-(butilselanil)fenil)-((trimetilsilil)oxi)acetonitrila

(34) como mostra o Esquema 18.
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Esquema 18 — Sintese de a-cianoidrinas seleniladas protegidas 33 e 34.

o}
o) OTMS
OJ\ 1.NaCN, MeOH y TMSCN, N,
B S S— —_— S
S 2.Ac,0 LiCl(cat.), 15 min ~N
N "BuSe "BuSe
"BuSe
33, 55% 27 34, 65%

Fonte: O autor (2022)

O composto 33 foi sintetizado com 55 % de rendimento, e caracterizado via
RMN de 'H (Figura 15), RMN de '3C (Figura 16), RMN de ""Se (Anexo 1 - Figura 2)
e espectroscopia no infravermelho (vide Anexo 2 — Figura 2).

No RMN de 'H foi possivel observar um simpleto em 81o = 6,36, referente ao
hidrogénio benzilico, desprotegido pela proximidade ao atomo de oxigénio; e um
simpleto em dnH12 = 2,16, com integral referente a 3 hidrogénios, atribuido aos
hidrogénios da posicdo 12. Esses dois sinais diagndsticos, aliados a auséncia de

sinais de hidrogénios aldeidicos indicam a formagao do composto 33.

Figura 15 — Espectro de RMN de 'H do acetato de 4-(butilselenil)mandelonitrila (33) (CDCIs, 400 MHz,

TMS).
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Fonte: O autor (2022)
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No espectro de RMN de '3C (Figura 16), o sinal em dc10= 116,3 assim como
ao carbono benzilico em 6cg = 62,7 indicam a formacao da cianoidrina. Os sinais em
dc11=169,1 e dc12= 20,7 foram atribuidos a porgéo acetila, indicando novamente que
a sintese do acetato de 4-(butilselenil)mandelonitrila (33) foi realizada com sucesso.

O RMN de ""Se (Vide Anexo 1 - Figura 2) apresenta um sinal em 297 ppm que
confirma a presenga do selénio na molécula. O espectro no infravermelho do
composto 33 (Vide Anexo 1 - Figura 3) apresenta bandas intensas em 1755 cm™' e
1215 cm', caracteristicas de estiramentos das ligagdes C=0 e C-O-C de ésteres,

indicam a presenca da porc¢ao acetila na molécula.

Figura 16 - Espectro de RMN de '®C{'H} do acetato de 4-(butilselenil)mandelonitrila (33) (CDCls, 100

MHz).
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Fonte: O autor (2022)

A outra cianoidrina protegida foi sintetizada via reagao entre o Se-aldeido 27
e o0 TMSCN, utilizando cloreto de litio como catalisador como mostra o Esquema 13.
O produto dessa sintese foi purificado via coluna flash de gel de silica utilizando uma
mistura de hexano e acetato de etila (9:1) como fase movel e analisado via RMN de
'H (Figura 17), RMN de '3C (Figura 18), RMN de "’Se (Vide Anexo 1 - Figura 4) e

Espectroscopia no Infravermelho (Anexo 1 - Figura 5).



Esquema 13 — Sintese da 2-(4-(butilselanil)fenil)-((trimetilsilil)oxi)acetonitrila (34).

0 OTMS
TMSCN, N,

-

N
LiCl(cat.), 15 min ~N

"BuSe "BuSe

27 34, 65%
Fonte: O autor (2022)
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No espectro de RMN de 'H foi possivel identificar que os sinais referentes a

porcéo butila da molécula (o11 = 0,91; o2 = 1,43; 6H3 = 1,70 € dHa = 2,93) e ao anel

aromatico (6me = 7,34 e on7r = 7,50) apresentaram pouca variagdo com relagdo ao

aldeido de partida. Foi possivel observar também um simpleto intenso em 6H11 = 0,23,

com integral relativa a 9 hidrogénios, identificado como os hidrogénios metilicos na

posicado 11, sendo seu baixo deslocamento devido ao efeito de blindagem do atomo

de silicio. Aliado a esse, outro simpleto em &9 = 5,45, atribuido ao hidrogénio benzilico

devido a influéncia do anel aromatico e do grupamento nitrila, confirmam a adi¢ao do

TMSCN na molécula.

Figura 17 - Espectro de RMN de "H do 2-(4-(butilselanil)fenil)-((trimetilsilil)oxi)acetonitrila (34) (CDCls,

400 MHz, TMS).
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Fonte: O autor (2022)
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Os sinais presentes no espectro de RMN de '3C reforgam essa
concluséo, com um sinal em dc12 = 0,1, referente aos carbonos ligados diretamente ao
atomo de silicio, um sinal em 8¢9 = 63,7 atribuido ao carbono benzilico e um sinal em
dc10=119,3 referente ao carbono do grupamento nitrila, desprotegido devido ao efeito

retirador de elétrons do nitrogénio.

Figura 18 - Espectro de RMN de '3C{'H} da 2-(4-(butilselanil)fenil)-((trimetilsilil)oxi)acetonitrila (34)
(CDCls, 100 MHz).
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Fonte: O autor (2022)

O RMN de 7"Se (Anexo 1 - Figura 4) com um sinal em 293 ppm, e o espectro
na regido do infravermelho (Vide Anexo 1 - Figura 5) apresenta bandas em 1256 cm-
" e 1091 cm™, caracteristicas de estiramentos das ligagbes Si-CHsz e Si-O-C
respectivamente, corroboram a formacéao da 2-(4-(butilselanil)fenil)-
((trimetilsilil)oxi)acetonitrila (34).

Uma vez obtida as cianoidrinas protegidas 33 e 34, estas foram utilizadas na
sintese do a-hidroxiéster, realizada via uma reagao de desprotecdo do grupamento
hidroxila, uma hidrolise da porcéo nitrila e uma reacao de esterificacdo do acido
resultante. A reacao de desprotecao, tanto para o composto 33 quanto para o 34 pode
ser realizada via hidrolise acida,’ sendo escolhido realiza-la utilizando HCI

concentrado em metanol. A hidrolise da nitrila também é realizada em meio acido,
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permitindo que ambas reagdes, assim como a de formagao do éster seja realizada em

uma unica etapa (Esquema 14).

Esquema 14 — Sintese do 2-hidroxi-2-(4-(butilselenil)fenil)acetato de metila (29).

OR OH
HCI (12 mol L) OMe
SN MeOH, 50°C g
"BuSe "BuSe
29
R= Ac-33 Partindo do: 33 - 84%
TMS - 34 34 -55%

Fonte: O autor (2022)

Para o acetato de cianoidrina 33, a reacao foi finalizada em 16 h, com
rendimento de 84%. No caso da cianoidrina protegida pelo éter de silicio (34), notou-
se um tempo maior para realizagdo da reagao (36 h), assim como um menor
rendimento (55 %). Comparando os dois métodos de obtencdo do composto 29,
apesar de um maior rendimento na etapa de formacao da cianoidrina protegida para
o éter de silicio 34, a etapa de hidrolise apresenta desempenho inferior quando
comparada ao composto acetilado 33, com rendimentos globais de 36% para a rota
via composto 34 e 46% para rota via composto 33. Ambas técnicas demandaram
purificacdo, sendo esta realizada via coluna flash de gel de silica utilizando uma
mistura de hexano/acetato de etila 7:3 (v/v) como fase movel.

No espectro de RMN de 'H do a-hidroxiéster 29 (Figura 19) foi possivel
observar um simpleto em o111 = 3,75 com integral relativa a 3 hidrogénios, atribuido
aos hidrogénios da metoxila. Além disso foi possivel observar dois dupletos com
integrais relativas para 1 hidrogénio cada, atribuidos ao hidrogénio da hidroxila (6ox=
3,54) e ao hidrogénio benzilico (69 = 5,13). Outros sinais no espectro foram atribuidos
a porcao butila (o611 = 0,91; o2 = 1,42; o3 = 1,69 € o4 = 2,91) e aos hidrogénios
aromaticos (6ne = 7,29 e oHr = 7,46).
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Figura 19 - Espectro de RMN de 'H do 2-hidroxi-2-(4-(butilselenil)fenil)acetato de metila (29)
(CDCls, 400 MHz, TMS).
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Fonte: O autor (2022)

No espectro de RMN de '3C do composto 29 (Figura 20), a presenga de um
sinal em &c10= 174,2, regido tipica de carbonilas de éster, assim como o sinal em dc11
= 53,3, caracteristico de metilas de ésteres metilicos, confirmaram a presenca da
fungdo éster na molécula. O sinal em dco = 72,9 foi atribuido ao carbono benzilico,
com deslocamento maior que de seus materiais de partida devido a desblindagem
causada pela mudanca da nitrila pelo éster. Tal fato ocorre porque na nitrila, devido a
hibridizagdo do carbono (sp), o carbono 9 fica dentro do cone de blindagem gerado
pelo campo anisotrépico da ligagdo C=N. Ja no éster o carbono na posic¢ao 9 fica fora

do cone de blindagem da carbonilla, estando assim mais desblindado.#®



58

Figura 20 - Espectro de RMN de 3C{'H} do 2-hidroxi-2-(4-(butilselenil)fenil)acetato de metila (29)

(CDCls, 100 MHz).
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Fonte: O autor (2022)

No RMN de "’Se (Vide Anexo 1 - Figura 6) do composto 29 é possivel

a conclusao que o a-hidroxiéster foi sintetizado com sucesso.

observar a presenca de um unico sinal em 289 ppm confirma a presencga do selénio
na molécula. No espectro na regido do infravermelho (Vide Anexo 1 - Figura 7) a
presenca de uma banda larga em 3469 cm- (tipica de ligagdo O-H) e de uma banda

intensa em 1737 cm™' (indicativa da presenca de uma carbonila de éster) corroboram

O o-hidroxiéster 29 foi entao utilizado como material de partida para os demais

acido cloridrico concentrado (12 mol L"), conforme Esquema 15.

Esquema 15 — Sintese do acido 2-hidroxi-2-(4-(butilselenil)fenil)acético (30).
OH

"BuSe
29

OH

o]

OMe

HCI (12 mol L")

Acetona, 35°C, 16 h

Fonte: O autor (2022)

"BuSe

30, 26%

o)

OH

derivados: o a-hidroxiacido 30, o diéster 31 e o diol 32. O acido 2-hidroxi-2-(4-

(butilselenil)fenil)acético (30) foi sintetizado com rendimento de 26% empregando
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O produto obtido apresentou baixa solubilidade em hexano, sendo este
solvente usado para recristalizagdo do composto 30, resultando em um sélido branco
posteriormente analisado via RMN de 'H (Figura 21), '3C (Figura 22), RMN de 7’Se
(Vide Anexo 1 - Figura 8) e Espectroscopia no infravermelho (Anexo 1 - Figura 9).

No espectro de 'H do composto 30, foi observado a presenga de um simpleto
em dHo = 5,19, com integral relativa a 1 hidrogénio, atribuido ao hidrogénio benzilico,
assim como um simpleto largo (5cooH = 5,74), atribuido ao hidrogénio labil da hidroxila.
Esses sinais aliados a auséncia do simpleto metilico do éster (on11 = 3,75, Figura 19)
indicam que a reagao de hidrdlise foi completada. Os outros sinais de hidrogénios
sofreram leve alteragao, sendo eles os hidrogénios aromaticos (6ne= 7,31 e 617 = 7,46)

e alifaticos da porgao butila (611 = 0,91; 6H2 = 1,42; dH3 = 1,69 € dHa = 2,91).

Figura 21 - Espectro de RMN de 'H do acido 2-hidroxi-2-(4-(butilselenil)fenil)acético (30) (CDCls, 400

MHz, TMS).
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Fonte: O autor (2022)

No espectro de RMN de "3C do composto 30, foi possivel observar a presenca
de um sinal em d&c10= 177,4, atribuido ao carbono da carbonila do acido, assim como

a auséncia de um sinal referente ao carbono da carbonila do éster 8cio = 174,2,
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indicando o sucesso na conversdo do éster em um acido carboxilico. Foi possivel
observar também um sinal em dco = 72,7, correspondente ao carbono benzilico, sinais
em dc1=13,9; dc2 = 23,3; dc3 = 27,9 e dca = 32,5 atribuidos aos carbonos alifaticos e
sinais em dc¢s = 136,1; 6ce = 132,6; dc7 = 127,5 e dcs = 132,2 atribuidos aos carbonos

aromaticos.

Figura 22 - Espectro de RMN de ®C{'H} do acido 2-hidroxi-2-(4-(butilselenil)fenil)acético (30) (CDCls,

100 MHz).
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Fonte: O autor (2022)

No RMN de ’”Se do composto 30 é possivel observar a presenga de um Unico
sinal em 290 ppm confirma a presencga do selénio na molécula. A analise do espectro
no infravermelho confirmou a presenga da hidroxila e da carboxila de acido na
estrutura, devido a presenca de uma banda larga em 3347 cm™, atribuida a
deformacgado axial da ligagdo O-H e duas bandas intensas em 1724 e 1686 cm™,
atribuidas a carbonila do acido.

Outro derivado sintetizado a partir do a-hidroxiéster 29 foi o 2-acetoxi-2-(4-
(butilselenil)fenil)acetato de metila (31). Este diéster foi sintetizado com rendimento
isolado de 68% via reagao de acetilacdo da porcao hidroxila, utilizando anidrido
acético como doador acila e 4-dimetilaminopiridina (DMAP) como catalisador

(Esquema 16).
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Esquema 16 - Sintese do 2-acetoxi-2-(4-(butilselenil)fenil)acetato de metila (31).
OH OAc
OMe Ac,0, DMAP OMe

o 16h, 35°C

PBuSe "BuSe ©

29 31, 68%
Fonte: O autor (2022)

O produto obtido foi purificado via coluna flash de gel de silica utilizando uma
mistura de hexano/acetato de etila 7:3 (v/v) como fase mével e analisado via RMN de
'H (Figura 23), RMN de '3C (Figura 24), RMN de "’Se (Vide Anexo 1 - Figura 10) e
Espectroscopia no infravermelho (Anexo 1 - Figura 11).

No espectro de RMN de 'H do composto 31 foi observado um simpleto em
dH13 = 2,20 com integral relativa a 3 hidrogénios, atribuido aos hidrogénios da posigao
13 e um simpleto em dHe = 5,89 atribuido ao hidrogénio 9, mais deslocado que o
hidrogénio benzilico do composto 29 (AdHe = 0,70) devido ao efeito anisotropico dado
pela ligagdo C=0 do éster. Esses sinais indicam a inser¢cao da acetila na molécula.
Além desses foram observados os seguintes sinais: um simpleto em 8111 = 3,75 com
integral relativa a 3 hidrogénios, atribuido aos hidrogénios da posi¢cao 11; aqueles
sinais atribuidos a porcao butila (611 = 0,92; 6H2 = 1,43; dn3 = 1,70 € dn4 = 2,93) e,
finalmente, os sinais atribuidos aos hidrogénios do anel aromatico (o1s = 7,34 € oH7 =
7,47).
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Figura 23 - Espectro de RMN de 'H do 2-acetoxi-2-(4-(butilselenil)fenil)acetato de metila (31) (CDCls,
400 MHz, TMS).
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Fonte: O autor (2022)

No espectro de RMN de '3C do composto 31, foi possivel observar a presenca
de dois sinais na regido de carbonilas, localizados em 6c10=170,6 e 6c12= 169,5, além
de um sinal em dc11 = 53,0 atribuido ao carbono na posi¢cédo 11 e um sinal em dc13 =
21,0 atribuido a metila na posicéo 13.

Estes sinais indicam a presenca de dois ésteres na molécula, um com a metila
ligada a carbonila (6c11 = 53,0) e outro ligado ao oxigénio (dc13 = 21,0), suportando a
conclusao de que a acilagao foi efetiva. Os sinais da butila (6c1 = 13,9; dc2 = 23,3; dc3
= 27,7 e dca = 32,4) e da arila (6cs = 133,0; 6cs = 132,3; 6c7 = 128,5 e dcs = 132,2)
apresentaram pequenas alteragdes quando comparados ao composto 29.

No RMN de ’”Se do composto 31 é possivel observar a presenga de um Unico

sinal em 293 ppm confirma a presenca do selénio na molécula.
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Figura 24 - Espectro de RMN de '®C{'H} do 2-acetoxi-2-(4-(butilselenil)fenil)acetato de metila (31)
(CDCls, 100 MHz).
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Fonte: O autor (2022)

O espectro vibracional na regido do infravermelho (Vide Anexo 1 - Figura 11)
mostrou uma banda localizada em 1749 cm™', caracteristica da ligagdo C=0 de
ésteres, e a auséncia de bandas entre 3000 e 3500 cm™', regido caracteristica de
estiramento O-H, sendo esta auséncia o maior indicativo da conversao do composto
29 para o 31 (Figura 25).

Por fim, o o-hidroxiéster 29 foi utilizado na sintese do 1-(4-
(butilselenil)fenil)etano-1,2-diol, com metodologia empregada em prévios trabalhos no
grupo de pesquisa, utilizando borohidreto de sddio (NaBH4) em silica umida (Esquema
17).145
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Figura 25 — Comparativo dos espectros no infravermelho com transformada de Fourier do 2-acetoxi-2-
(4-(butilselenil)fenil)acetato de metila (31) e do 2-hidroxi-2-(4-(butilselenil)fenil)acetato de metila 29
(Placa de KBr).
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de Onda / (cm™)
Fonte: O autor (2022)

Esquema 17 - Sintese do 1-(4-(butilselenil)fenil)etano-1,2-diol (32).

OH OH
OMe NaBH, OH
S|02!H20
O .
"BuSe t.a., 15 min "BuSe
29 32, 68%

Fonte: O autor (2022)

Esse sistema foi escolhido pois a silica atua como um &acido de Lewis, que
leva a ativacdo da carbonila do éster, fazendo assim desnecessario a utilizagcéo de
agentes redutores mais fortes. Ao final dessa reacéo, nao foi possivel recuperar o
composto 32 via extragdo com diclorometano, possivelmente devido a coordenagao
desse com a silica, sendo necessaria sucessivas lavagens desse sistema com uma
solugéo diluida de &cido cloridrico (1 mol L") e diclorometano, de modo a extrair o
diol. A fase organica foi entdo seca com MgSOs4 e o produto foi obtido com rendimento

de 68% em elevado grau de pureza, na forma de um sélido branco.



O espectro de RMN de 'H do composto 32 (Figura 26) observa-se a presenca
de trés duplo dupletos com integral relativa a 1 hidrogénio cada, na qual o primeiro
esta centrado em dn9 = 4,77 (J = 8,1 e 3,4 Hz); o segundo em 6H10= 3,73 (J=11,3 e
3,4 Hz) e o terceiro em dH10= 3,36 (J = 11,3 e 8,1 Hz). O desdobramento dos sinais
pode ser explicado pela presenga de um estereocentro na posicédo 9, que leva a uma

perda de simetria na molécula, e assim uma perda da equivaléncia quimica dos
hidrogénios na posig¢ao 10.

Figura 26 - Espectro de RMN de "H do 1-(4-(butilselenil)fenil)etano-1,2-diol (32) (CDCls, 400 MHz,

TMS).
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Fonte: O autor (2022)

No espectro de RMN de '3C do composto 32 (Figura 27), foi possivel observar
a presencga de um sinal em d&c10 = 68,3, referente ao carbono 10, assim como a
auséncia de um sinal referente a metila do éster dc10 = 174,2, que indica sucesso na
reducdo do éster. Foi possivel observar também um sinal em d&co = 74,7,
correspondente ao carbono benzilico, sinais em dc1= 13,9; dc2=23,3; 6c3 = 28,0 e dca
= 32,6 atribuidos aos carbonos alifaticos e sinais em &cs = 139,3; dce = 132,7; 6c7 =

127,1 e dcs = 130,8 atribuidos aos carbonos aromaticos.
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Figura 27 - Espectro de RMN de '3C{'H} do 1-(4-(butilselenil)fenil)etano-1,2-diol (32) (CDCl3, 100

MHz).
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Fonte: O autor (2022)

No RMN de ""Se (Vide Anexo 1 - Figura 12) do composto 32 é possivel
observar a presenca de um unico sinal em 288 ppm confirma a presenga do selénio
na molécula. A analise do espectro no infravermelho (Vide Anexo 1 - Figura 13)
confirmou a presenga da hidroxila com uma banda intensa e larga em 3377 cm™',
atribuida a deformacgéo axial da ligagao O-H.

De modo a facilitar a comparag¢ao dos dados de deslocamentos quimicos em
funcdo das variacdes estruturais, os dados de RMN de 'H, 13C e 775¢ dos compostos

sintetizados foram compilados na Tabela 1.
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3.1.AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE CELULAR

Os ensaios de atividade biolégica foram realizados no Laboratorio
de Células Inflamatoérias e Neoplasicas, no Departamento de Biologia Celular
da Universidade Federal do Parana (UFPR), pela estudante Bruna Renata
Caitano Visnheski sob supervisdo do Profé Dré Fernanda Fogagnoli Simas. As

substancias quirais foram avaliadas na forma de racemato.

Ap0s a etapa de sintese dos compostos de interesse, estes foram submetidos
a avaliacdo do potencial citotoxico. Visando a aplicagdo de uma determinada
substancia para fins medicinais, ensaios de citoxicidade sdo de extrema importancia
a fim de estabelecer o indice de seletividade do composto entre uma célula saudavel
e a célula alvo do estudo (uma célula infectada com um protozoario ou uma célula
tumoral, por exemplo)."®31%4 Estudos sobre a perda de viabilidade celular
(citotoxicidade) e taxa de crescimento de uma célula (citoestatica) sdo uma primeira
etapa no processo de desenvolvimento de novos farmacos. 15315 Existem atualmente
diversos testes que avaliam essas caracteristicas, como o teste de vermelho neutro,
que avalia a funcionalidade das organelas; o ensaio com cristal violeta, que avalia o
crescimento de uma cultura de células, e ensaios com sais de tetrazélio (em especial
o MTT), que avaliam a funcionalidade mitocondrial da célula.®%1% Neste trabalho para
avaliar a citotoxicidade celular foram utilizados dois ensaios combinados, o vermelho
neutro e o de cristal violeta.

O experimento de vermelho neutro consiste na difusao do corante vermelho
neutro (VN) pelas membranas celulares de forma que, ao entrar em vesiculas acidas,
€ protonado (VNH+) ficando retido no interior das vesiculas (Figura 28). A captacao
de vermelho neutro € medida em absorbancia, proporcionando um sinal integrado e
sensivel sobre a integridade celular e sobre a inibicdo do crescimento. Este teste é
usado para avaliar a integridade lipossomal da célula, inferindo assim a viabilidade da
mesma, sendo o método padrdo na avaligcao de dano celular por compostos quimicos

de orgéos reguladores europeus.'46:1%°
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Figura 28 — Estrutura do corante vermelho neutro na forma nao-protonada (VN) e protonada (VNH+)
H
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FONTE: Adaptado de TARBENILLA e colaboradores (2021).

O ensaio de cristal violeta, por sua vez, tem como principio a adesao do
corante 38 (Figura 29) nos acidos nucleicos de células viaveis. No ensaio realizado, o
cristal violeta é adicionado apds realizacdo dos ensaios de vermelho neutro, estando
presente nos pocos de cultura somente as células viaveis. A quantidade de cristal
violeta aderida é entdo medida em absorbancia, sendo a capacidade de adesao das
células proporcional ao numero de células no meio.'#8157 Estes dois testes, quando

analisados em conjunto, fornecem dados sobre a viabilidade e proliferagao celular.

Figura 29 - Estrutura do corante cristal violeta (38).

| cr I
/N = N+\
=

N

PN

Cristal Violeta (38)
FONTE: Adaptado de FEOKTISTOVA, GESERICK e LEVERKUS (2016).

Os testes de citotoxicidade foram realizados com tanto com os compostos 29-
32 quanto com os compostos denominados LQ39-41 (Figura 30) sintetizados em um
projeto anterior do nosso grupo de pesquisa.’” Todos os compostos foram obtidos a
partir de derivatizagdes de a-cianoidrinas seleniladas, sendo que com essa série seria
possivel avaliar como a alteragdo no grupo ligado ao selénio (butila ou fenila) afeta a

atividade citotoxica dos compostos.
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Figura 30 - Derivados de a-cianoidrinas selenilados submetidos a avaliacao da atividade bioldgica.
OH OH OAc OH
mOMe /Q/J\WOH mOMe /@/J\/OH
o] o} 0
"BuSe "BuSe "BuSe "BuSe
29 30 31 32

OH OAc OH

/Q)\WOMB mOMG /@/K/OH
PhSe © PhSe © PhSe

LQ39 LQ40 LQ41
FONTE: O autor (2022).

O primeiro estudo de citotoxicidade realizado foi realizado com a
linhagem celular de fibroblasto murino BALB/3T3 clone A31, uma linhagem n&o-
tumoral, sendo realizados estudos nas concentragdes de 10, 20, 30 e 50 ug mL-" dos
compostos 29-32 e LQ39-41 e tempo de incubagao de 72 h. Para os compostos 29-
32, foram testados também tempos de incubacao de 24 e 48 h.

Os resultados para o ensaio de vermelho neutro no tempo de incubagao
de 72 h estdo apresentados na Figura 31, sendo possivel observar que para os
ensaios com os compostos 29 e 28 nao houve perda da viabilidade celular, em todas
as concentragdes avaliadas. Para os compostos 31 e 32, no tempo de 72 h de
incubacdo, € possivel observar uma redugdo de 31% na viabilidade celular nos
ensaios empregando a concentragdes de 30 ug mL™', e para a concentragéo de 50 ug
mL-", redugdes de 39% para o composto 31 e 49% para o composto 32.

A diferenca mais pronunciada entre os compostos 31 e 32 ¢ a influéncia do
tempo de incubacgao, na qual o composto 31 € ativo somente no ensaio com 72 h de
incubagao, enquanto o composto 32 apresentou interagao significativa com as células
nao tumorais em todos os tempos de incubacdo avaliados. Por fim, no tempo de
incubacao testado de 72 h, os compostos LQ39-41 apresentaram diminui¢cao
significativa na viabilidade celular em todas as concentragdes testadas, chegando a
uma reducao de 95% na viabilidade das células quando tratadas com o composto
LQ39 na concentragdo de 50 uyg mL-'. Os valores obtidos nesse ensaio, assim como

os realizados com tempo de incubacao de 24 e 48h estdo compilados na Tabela 2.
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Figura 31 — Viabilidade celular para a linhagem celular ndo-tumoral de fibroblasto murino BALB/3T3
quando tratados com diferentes concentragdes dos derivados de a-cianoidrinas selenilados apés 72 h
de incubagao.
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FONTE: O autor (2022).

Tabela 2 — Valores de viabilidade celular em porcentagem (%) para a linhagem celular de fibroblasto
murino BALB/3T3 quando tratados com concentragbes de 10, 20, 30 e 50 yg mL"" dos derivados de
a-cianoidrinas selenilados, apds 24, 48 e 72 h de incubacgao.

Concentragio Composto
Tempo .
(ug mL-T) 29 30 31 32 LQ39 LQ40 LQ41
10 98 + 10 96 £ 6 94+7 | 8812 - - -
20 99 + 11 102+3 95+5 | 8110 - - -
24 h
30 99 + 11 100+4 91+5 | 70£20 - - -
50 102 £ 11 1015 93+6 | 62+16 - - -
10 106 £ 4 113+10 | 99+6 92+4 - - -
20 1095 1102 96+ 9 8814 - - -
48 h
30 1036 1095 85+6 | 69+13 - - -
50 98 +5 10317 85+7 | 59+12 - - -
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72 h

10 110+9 113+8 | 95+8 | 90+14 | 9+6 | 43+9 | 27+13
20 114+15 | 1105 | 89+4 | 82+10 | 8x7 |34+10| 138
30 105+16 | 115+9 | 69+9 | 69+10 | 108 | 41£8 | 119
50 104+£18 | 10911 | 61£19 | 511 5+6 [21+11 | 11£8

FONTE: O autor (2022).

Resultados semelhantes foram observados nos ensaios de cristal violeta, na

qual para o tempo de incubacdo de 72 h, somente os compostos 29 e 30 nao

apresentaram inibiram a proliferacao celular em todas as concentragdes testadas

(Figura 32). O tratamento com os compostos 31 e 32, nas concentracdes de 30 e 50

ug mL, levou a uma diminuigdo de até 37% na proliferagéo celular.

Figura 32 — Proliferagao celular para a linhagem celular ndo-tumoral de fibroblasto murino BALB/3T3
guando tratados com concentragées de 10, 20, 30 e 50 yg mL-" dos derivados de a-cianoidrinas
selenilados, apos 72 h de incubacgao.
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FONTE: O autor (2022).
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Os compostos LQ 39-41 novamente apresentaram interagéo negativa com a

cultura celular. Nesta série, o composto LQ40 apresentou melhores resultados, com

uma diminuicdo na proliferagdo variando de 41 a 61% para as concentracbes
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testadas. Os demais compostos dessa série apresentaram maior potencial
citoestatico, com diminuigdo na proliferacado de até 78% (LQ39, na concentragéo de
20 ug mL™"). Valores para proliferagdo em todos os tempos e concentragbes testados
estao copilados na Tabela 3.

De maneira geral estes ensaios mostraram a influéncia de alguns grupos na
citotoxicidade dos compostos estudados (Figura 33). O grupo substituinte ligado ao
elemento selénio (R1) apresentou maior influéncia na atividade biolégica dos
compostos analisados, pois a “troca” da butila pela fenila levou a uma queda de mais
de 50% na viabilidade celular, e um decréscimo significativo na proliferagéo celular.
Ou seja, os compostos contendo a fenila na posigédo R' foram mais citotdxicos do que

aqueles contendo a butila na mesma posigao.

Tabela 3 — Valores de proliferagao celular em porcentagem (%) para a linhagem celular de fibroblasto
murino BALB/3T3 quando tratados com concentragdes de 10, 20, 30 e 50 yg mL"" dos derivados de
a-cianoidrinas selenilados, apds 24, 48 e 72 h de incubacgao.

Concentragio Composto
Tempo .
(Mg mL-") 29 30 31 32 LQ39 | LQ40 | LQ41
10 113+28 | 98+15 | 1105 | 1106 - - -
20 103+35 | 104+29 | 1046 | 10810 - - -
24 h
30 120+31 | 107+13 | 88+18 | 10933 - - -
50 129+36 | 95428 94+9 | 11027 - § §
10 77+£20 | 72+24 | 1099 | 112+28 - § §
20 74+15 | 79+20 | 98+15 | 109 + 31 - - -
48 h
30 86+26 | 74+27 | 92+21 90 + 33 - - -
50 94+39 | 83+21 83+29 | 84+22 - - -
10 132+28 | 113+15 | 98+5 | 114+25 | 23+1 | 56+8 | 36+ 4
20 120427 | 121416 | 10117 | 108+29 | 22+2 | 42+2 | 24+ 4
72 h
30 125+24 | 138+27 | 75+10 | 83+37 | 23+3 |59+14 | 25+ 3
50 114 +28 | 14033 | 6321 66+32 | 23+5 | 39+5 | 23+6

FONTE: O autor (2022).
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Figura 33 — Subestruturas correlacionadas a atividade biolégica dos compostos estudados.
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FONTE: O autor (2022).

Outro fator com influéncia na atividade biolégicas dos compostos estudados
€ a carbonila na posicdo R3, no qual as culturas celulares tratadas com o composto
32 apresentaram menor viabilidade e proliferagdo quando comparado ao controle,
indicando agao citotoxica desse composto.

Com os resultados da avaliagao citotoxica frente a linhagem celular nao-
tumoral, os compostos 29 e 30, que nao apresentaram atividade citotoxica nos
parametros testados, foram escolhidos para dar continuidade ao trabalho na busca de
uma molécula ativa contra o melanoma. Assim, ensaios de vermelho neutro e cristal
violeta foram realizados com a linhagem celular tumoral de melanoma murino B16F10,
com concentragdes de 10, 20, 30 e 50 ug mL" e tempos de incubagédo de 24, 48 e 72
h.

Os resultados para os ensaios de citotoxicidade frente a linhagem celular
tumoral de melanoma, utilizando o 2-hidroxi-2-(4-(butilselenil)fenil)acetato de metila
(29), sao apresentados na Figura 34. No ensaio de vermelho neutro (Figura 34 - A) foi
possivel observar que apenas na concentragédo de 50 ug mL"' o composto 29 foi ativo
contra as células de melanoma, com reducéo da viabilidade celular de 45 e 29 %, nos
tempos de 48 e 72 h respectivamente, indicando efeito citotoxico deste compostos
para essa linhagem celular. Ja o ensaio de cristal violeta (Figura 34 - B) mostrou uma
tendéncia citoestatica do composto 29, que na concentragéo de de 50 ug mL-" levou
a uma diminuicao na proliferacao celular de 23 % para o tempo de incubacao de 48 h

e 19% para 72 h de incubacgao.
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Figura 34 - Viabilidade (A) e proliferacao celular (B) para a linhagem celular de melanoma murino
B16-F10 quando tratados com diferentes concentragdes do 2-hidroxi-2-(4-(butilselenil)fenil)acetato de
metila apos 24, 48 e 72 h de incubacgéo.
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Por outro lado, os ensaios com o composto 30 ndo levou a nenhuma diferenga

na viabilidade (Figura 35 - A) ou proliferagao celular (Figura 35 - B) quando comparado

ao controle, levando a conclusdo que esta molecula € inativa frente a linhagem de

melanoma murino.

Figura 35 - Viabilidade (A) e proliferacéo celular (B) para a linhagem celular de melanoma murino
B16-F10 quando tratados com diferentes concentragdes do acido 2-hidroxi-2-(4-
(butilselenil)fenil)acético apds 24, 48 e 72 h de incubagéo.
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FONTE: O autor (2022).
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Os valores de viabilidade e proliferacdo, em comparagao ao controle, dados

em porcentagem (%) para todos os tempos de incubagéo e concentragdes avaliados

estao copilados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Valores de proliferagao celular em porcentagem (%) para a linhagem celular de melanoma
murino B16F10 quando tratados com concentragdes de 10, 20, 30 e 50 yg mL-' dos derivados de a-
cianoidrinas selenilados, apds 24, 48 e 72 h de incubacgao.

Concentracéo Viabilidade (%) Proliferagao (%)
Tempo .
(Mg mL") 29 30 29 30
10 69+49 | 74+50 | 96+5 | 103+3
20 57+48 | 61+44 | 102+7 | 98+7
24 h
30 51+45 | 67+54 | 106+18 | 92+4
50 58+50 | 69+57 | 9619 | 105+ 14
10 91+14 | 93+5 | 1065 | 1013
20 82+10 | 95+14 | 108+7 | 1066
48 h
30 82+19 | 104+5 | 100+8 | 1078
50 58+15 | 99+8 77+7 | 114+6
10 11211’5 132428 | 121+18 | 97+4
106 +
. 20 18 104+18 | 105+3 | 119+8
30 98+23 [ 121+13 | 101+4 | 10412
50 71+6 | 108+23 | 81+14 | 1057

FONTE: O autor (2022).

Considerando os resultados dos ensaios de vermelho neutro e cristal violeta,
tanto para a linhagem celular de fibroblastos murinos BALB/3T3 quanto para a
linhagem de melanoma murino B16F10, podemos concluir que o composto 29
apresenta citotoxidade seletiva para as celulas tumorais, caracteristica desejavel no
desenvolvimento de agentes anticancer. Esse potencial anticancer apresentado pelo
composto 29 demanda maior investigagao, tal como um estudo na determinagao se a

acao deste composto leva a morte celular ou interfere no ciclo celular da mesma.
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4. CONCLUSAO

A insercao do atomo de selénio na molécula foi realizada via reacdo de
substituigdo nucleofilica aromatica, com rendimento de 48%. As a-cianoidrinas
seleniladas protegidas foram sintetizadas com rendimentos de 55 e 65%, e
comparadas na obtengao do a-hidroxiéster 29 com rendimentos globais de 46% para
o composto 33 e 36% para o composto 34%. Os demais derivados foram sintetizados
com rendimentos variando de 26 a 68%. Apesar da simplicidade estrutural, todos os
compostos sintetizados nesse trabalho sao inéditos na literatura.

Foram realizados ensaios de vermelho neutro e cristal violeta com os
compostos 29-32 e LQ39-41, permitindo avaliacido da atividade citotdxica destes
compostos frente a linhagem nao tumoral de fibroblastos murinos BALB/3T3. Dentre
os compostos avaliados, os compostos com grupo substituinte butila ligado ao atomo
de selénio (29-32) apresentaram menor atividade citotéxica quando comparados aos
que contém uma fenila (LQ39-41). Da série de compostos sintetizados nesse trabalho,
somente os compostos 29 e 30 nao foram citotdxicos para a linhagem de fibroblastos
murinos nos parametros estudados.

Os compostos 29 e 30 foram selecionados para avaligao citotoxica frente a
linhagem celular de melanoma murino B16F10, na qual o composto 29 apresentou
atividade citotoxica na concentragdo de 50 ug mL™" para os tempos de 48 e 72h de
incubacao.

Com resultados dos ensaios de citotoxicidade frente as linhagens celulares de
fibroblastos murinos e melanomas murinos, o composto 29 apresentou citotoxidade

seletiva para a linhagem tumoral, sendo um potencial agente antimelanoma.
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ANEXO 1 - ESPECTROS

Anexo 1 - Figura 1 - Espectro no infravermelho com transformada de Fourier do 4-
(butilselenil)benzaldeido 27 (Placa de KBr).
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Anexo 1 - Figura 2 - Espectro de RMN de 77Se{'H} do acetato de 4-(butilselenil)mandelonitrila (33)
(CDCls, 76,36 MHz, PhSeSePh).
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Anexo 1 - Figura 3 - Espectro no infravermelho com transformada de Fourier do acetato de 4-

(butilselenil)mandelonitrila 33 (Placa de KBr).
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Anexo 1 - Figura 4 - Espectro de RMN de 77Se{'H} da 2-(4-(butilselanil)fenil)-
((trimetilsilil)oxi)acetonitrila 34 (CDCls, 76,36 MHz, PhSeSePh).

PhSeSePh|
293.14

R R B T T T
600 550 500 450 400 350 300 250 200 150 100 PPm

Fonte: O autor (2022)

Anexo 1 - Figura 5 - Espectro no infravermelho com transformada de Fourier da 2-(4-
(butilselanil)fenil)-((trimetilsilil)oxi)acetonitrila 34 (Placa de KBr).
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Anexo 1 - Figura 6 - Espectro de RMN de 77Se{'H} do 2-hidroxi-2-(4-(butilselenil)fenil)acetato de

metila 29 (CDCls, 76,36 MHz, PhSeSePh).
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Anexo 1 - Figura 7 - Espectro no infravermelho com transformada de Fourier do 2-hidroxi-2-(4-

(butilselenil)fenil)acetato de metila 29 (Placa de KBr).
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Anexo 1 - Figura 8 - Espectro de RMN de 77Se{'H} do &cido 2-hidroxi-2-(4-(butilselenil)fenil)acético 30

(CDCls, 76,36 MHz, PhSeSePh).
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Anexo 1 - Figura 9 - Espectro no infravermelho com transformada de Fourier do acido 2-hidroxi-2-(4-
(butilselenil)fenil)acético (30) (Placa de KBr).
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Anexo 1 - Figura 10 - Espectro de RMN de 77Se{'H} do 2-acetoxi-2-(4-(butilselenil)fenil)acetato de
metila 31 (CDCls, 76,36 MHz, PhSeSePh).
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Anexo 1 - Figura 11 - Espectro no infravermelho com transformada de Fourier do 2-acetoxi-2-(4-
(butilselenil)fenil)acetato de metila (31) (Placa de KBr).
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Anexo 1 - Figura 12 - Espectro de RMN de 77Se{'H} do 1-(4-(butilselenil)fenil)etano-1,2-diol 32

(CDCls, 76,36 MHz, PhSeSePh).
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Anexo 1 - Figura 13 - Espectro no infravermelho com transformada de Fourier do 1-(4-
(butilselenil)fenil)etano-1,2-diol 32 (Placa de KBr).
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