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RESUMO

Titulo: Selenoglicolicamidas: Sintese, Caracterizacdo e Avaliagdes das Atividades

Antimicrobiana, Leishmanicida e Citotoxica em Células Tumorais

Na busca de novos compostos sintéticos e o desenvolvimento de novos farmacos, 0s
compostos de organoselénio vem se destacando bastante nas Ultimas décadas, principalmente
pelo fato de apresentar uma larga gama de atividades bioldgicas tais como: antibacteriana,
antiviral, antifingica, anticancer, anti-inflamatdria, antinociceptivo, etc. Neste trabalho, se
descreve a sintese das selenoglicolicamidas, os estudos antimicrobiano, leishmanicida e de
citotoxicidade dos compostos. As selenoglicolicamidas foram obtidas com rendimentos entre
70-80% e foram caraterizadas pelas técnicas espectroscopicas de 1V, RMN 'H e **C. Na
avaliacdo antimicrobiana in vitro, as selenoglicolicamidas apresentaram atividades frente as
diversas linhagens de Staphylococcus aureus com concentragdo inibitoria minima (CIM) na
faixa de 16-256 pg/mL, se destacando os compostos HSe-01, HSe-06, HSe-09 que
apresentaram uma CIM entre 16-64 pg/mL. Na avaliacdo antibacteriana frente ao
Staphylococcus aureus resistente a tetraciclina pela modulacdo de resisténcia via bomba de
efluxo, as selenoglicolicamidas apresentaram um potencial adjuvante para o antibidtico,
apresentando um fator de reducdo da CIM da tetraciclina em até 512 vezes. Na atividade
antifingica, apenas os compostos HSe-01 e Hse-09 exibiram atividade inibidora contra as
cepas de Candida com CIM entre 512 — 1024 pg/mL. A avaliacdo leishmanicida, em células
promastigostas de L. amazonensis, mostra que as selenoglicolicamidas com halogénios em
suas estruturas apresentaram Clsg inferiores a 10 pM, destacando-se para o composto HSe-05
com uma Clsp de 5,46 pM. Na avaliacdo citotoxica contra células tumorais, as
selenoglicolicamidas que mais se destacaram na inibicdodo crescimento celular (1C%) foram:
HSe-02 e HSe-07 com 49% de inibicdo contra a linhagem MCF-7; HSe-02 e HSe-05 com
100% de inibicéo contra a linhagem HEp-2 e o HSe-05 com inibicdo de 99,56% na linhagem
HL60. Na determinagdo da Clsp na linhagem tumoral HL-60, a selenoglicolicamida HSe2

apresentou uma Clsg de 3,42 pg/mL.

Palavras-chave: selénio, selenoglicolicamidas, antimicrobiana, leishmanicidas, células

tumorais



ABSTRACT

Title: Selenoglycolicamides: Synthesis, Characterization and Evaluations of Antimicrobial,

Leishmanicidal and Cytotoxic Activities in Tumor Cells

In the search for new synthetic compounds and the development of new drugs,
organoselenium compounds have been prominent in the last decades, mainly because they
present a wide range of biological activities such as: antibacterial, antiviral, antifungal,
anticancer, anti-inflammatory, antinociceptive, etc. In this work, we describe the synthesis of
selenoglicolicamides, the antimicrobial, leishmanicide and cytotoxicity studies of the
compounds. Selenoglycolicamides were obtained in yields between 70-80% and were
characterized by IR, *H and *C NMR spectroscopic techniques. In the in vitro antimicrobial
evaluation, the selenoglycolicamides presented activities against the different strains of
Staphylococcus aureus with minimum inhibitory concentration (MIC) in the range of 16-256
ug/mL, highlighting the compounds HSe-01, HSe-06, HSe-09 that presented an MIC between
16-64 pg/mL. In the antibacterial evaluation against tetracycline resistant Staphylococcus
aureus by modulating efflux pump resistance, selenoglycolicamides presented a potential
adjuvant for the antibiotic, presenting a reduction factor of tetracycline MIC up to 512 times.
In the antifungal activity, only HSe-01 and HSe-09 compounds exhibited inhibitory activity
against Candida strains with MIC between 512-1024 pg/mL. The leishmanicidal evaluation in
L. amazonensis promastigote cells shows that selenoglycolicamides with halogens in their
structures showed IC s of less than 10 uM, especially for compound HSe-05 with an ICs, of
5.46 uM. In the cytotoxic evaluation against tumor cells, the selenoglycolicamides that stood
out the most in the inhibition of cell growth (1C%) were: HSe-02 and HSe-07 with 49%
inhibition against the MCF-7 lineage; HSe-02 and HSe-05 with 100% inhibition against the
HEp-2 lineage and HSe-05 with 99.56% inhibition in the HL60 lineage. In the determination
of the 1Cs in the HL-60 tumoral lineage, selenoglicolicamide HSe-02 presented an ICsy of
3.42 pg/mL.

Keywords: selenium, selenoglycolicamides, antimicrobial, leishmanicides, tumor cells.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, progressos significativos foram realizados no desenvolvimento de
novas moléculas bioativas ou marcadores bioldgicos para diagnosticar, tratar o cancer e/ou
doencas causadas por microrganismo. Varias estratégias terapéuticas colocadas em praticas
levaram a impressionantes resultados no tratamento dessas doencas (APOSTOLIDIS, 2013).

Apesar de existir um grande nimero de antibidticos e quimioterapicos disponiveis no
mercado para o tratamento, 0 nosso planeta esta correndo para uma era pds-antibiotica e
estima-se que a carga global de resisténcia antimicrobiana aumente para 10 milhdes de mortes
anuais até 2050 (KRAKER et al., 2016).

Microrganismos resistentes (incluindo bactérias, virus e alguns parasitas) que sao
capazes de resistir ao ataque de medicamentos antimicrobianos, tais como: antibidticos,
antivirais e antitumorais (PATEL, 2013), passaram a ser uma preocupacdo mundial,
complexa, séria e desafiadora. O alerta oficial foi dado pela Organizacdo Mundial da Saude —
OMS, em sem relatdrio global sobre o problema, com base nas informacdes coletadas em
mais de 114 paises.

A resisténcia antimicrobiana decorre do abuso no wuso indiscriminado de
medicamentos pelos humanos. Um dos exemplos sao as bactérias que desenvolvem diferentes
tipos de mecanismos de resisténcia para inibir a acdo dos antibi6ticos promovendo cada vez
mais o surgimento de “Bactérias Multidrogas-Resistentes” (SANTOS, 2004). Os tipos de
resisténcia aos antibidticos pelos microrganismos podem ser classificados em quatro
categorias principais: Inativacdo enzimatica ou modificacdo da molécula ativa; Modificacao
ou protecdo do antibidtico alvo; Acesso limitado de antibioticos e efluxo ativo de antibidticos.
O efluxo ativo é o mecanismo atraveés do quais as bactérias diminuem a concentracdo
citoplasmatica de drogas pelo bombeamento do antibiotico para o meio extracelular.

Outra preocupacdo relacionada com a salude humana trata das Doencas das
Neoplasias (cancer), que é uma classe de doenca identificada pelo crescimento descontrolado
e disseminacéo de células anormais, que podem ser induzidas por fatores ambientais externos
(radiacdo, substancias quimicas e organismos infecciosos) ou fatores internos (mutacoes,

horménios e imunidade alterada), tendo em vista que diversos tipos de cancer (mama, utero,
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pulmao, prostata, leucemia, etc.) é a causa de milhares de dbitos por ano em todo o mundo
(MATSUO, 2010).

Centros de pesquisas ao redor do mundo vém desenvolvendo novas moléculas capazes
de tratar o cancer por definitivo, nesse sentido, a busca por compostos bioativos naturais ou
sintéticos com potencial para o tratamento e prevencao de doencas humanas e para atender
essa e outras necessidades € atualmente um tema central em muitos laboratorios de pesquisas
e industrias farmacéuticas (GIL-CHAVEZ et al., 2013).

No campo das pesquisas farmacéuticas, a quimica medicinal dos compostos de selénio
tem atraido a atencdo de varios grupos “ao redor do mundo”, devido as suas atividades
bioldgicas e farmacoldgicas Uteis possuem tais como, antibacterianos, antivirais, antifungicos,
anti-histaminicos, antiparasitarios, agentes anticancerigenos (quimioterapicos), anti-
leishmaniose, antichagasicos e dentre outros.

Selénio, um mineral essencial (RAYMAN, 2002), é um componente vital das
selenoproteinas, especificamente da glutationa peroxidase, que é necessaria principalmente
para salde e reproducdo normal (RAYMAN, 2000). Embora o selénio tenha sido descoberto
em 1818 pelo quimico sueco Jons Jacob Berzelius, a sua aplicacdo generalizada na quimica
organica comecou na década de 1970, quando a reacdo de eliminacdo do selendxido foi
relatada como um conveniente método de sintese de olefinas. O selénio foi considerado um
veneno até quando foi identificado como um importante micronutriente de bactérias,
mamiferos e passaros (SCHWARZ e FOLTZ, 1957). O selénio é essencial para uma operacao
eficiente e efetiva do sistema imunolégico em animais e humanos (ARTHUR et al, 2003).
Compostos selenorganicos tém uma maior biodisponibilidade do que o selénio inorganico
(CANTOR et al, 1975).

Os compostos de organoselénio podem agir tanto como nucledfilos, eletrofilos ou
radicais, em uma ampla variedade de transformacdes diretas de grupos funcionais,
potencialmente evitando medidas de protecdo ou desprotecdo, que sdo particularmente
prejudiciais na concepg¢édo de um procedimento da quimica verde (NICOLAU et al., 1984).

Os aspectos chave para o desenvolvimento de uma abordagem mais ecoldgica para a
sintese e 0 uso dos compostos de organoselénio podem ser reunidos em trés areas principais:
0 uso de solventes alternativos e/ou meios de reacéo (tais como liquidos ionicos, glicerol e
agua), a utilizacdo de fontes de ativacdo nao-convencionais e na economia de energia

(microondas, ultrassom e eletroquimica) e no uso de catalisadores. (SANTORO et al., 2014).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 SELENIO

O selénio, descoberto em 1817 pelo quimico Jons Jacab Berzelius (KIELISZEK e
BLAZEJAK, 2013), que na sua forma metalica apresenta uma cor cinza prateado € um
micronutriente essencial que desempenha um papel importante no metabolismo dos seres
vivos. Muito semelhante ao enxofre, 0 selénio apresenta configuraco eletronica [Ar] 3d*° 4s?
4p* e apresenta estados de oxidacdo importantes como: -2 no seleneto de sédio, Na,Se; -1 no
diseleneto de sédio, Na,Se,; 0 em Seg; +1 em cloreto de selénio, Se,Cly; +2 em dicloreto de
selénio, SeCly; +4 selenito de sddio, Na,SeOs; e + 6 em selenato de sodio, Na,SeO,. O selénio
forma compostos naturais com outros 16 elementos. E um constituinte principal de 39
espécies de minerais e um componente menor de 37 espécies de minerais, principalmente em
minerais de sulfetos (GEORGE, 2011).

O selénio elementar comercial e os selenetos metélicos sdo considerados estaveis e
ndo toxicos. No entanto, outros compostos que incluem o selénio, como os selenetos reativos;
tais como 0s gasosos, volateis e os sollveis, como o seleneto de hidrogénio e os 6xidos sdo
altamente toxicos e devem ser manuseados com cuidado. O selénio pode entrar no corpo
através da inalacdo, ingestdo ou absor¢do através da pele, onde se acumula principalmente no
figado e nos rins. Os sintomas de intoxicacdo por selénio incluem irritacdo brbnquica,
desconforto gastrointestinal, irritacdo nasofaringe e odor de alho na respiracéo.

O selénio era conhecido principalmente pela sua toxicidade em animais. Entretanto,
em 1957 Schwarz e Foltz relataram que a suplementacdo alimentar com o selénio preveniram
0s ratos que possuiam deficiéncia da vitamina E de desenvolverem a necrose hepética,
sugerindo que o selénio é essencial para a saude. A principal forma de suplementacdo de
selénio € a partir dos alimentos como: castanhas do Brasil, ostras, salméo, arroz integral,
frango, porco, nozes e dentre outros. A suplementacdo alimentar com o selénio apresentam
efeitos importantes diretamente na satde, como principalmente em relagcdo ao cancer, doenca
cardiovascular, mutacdo viral, funcdo enddcrina e imunoldgica. A suplementagdo de selénio
pode variar de concentragdes dependendo da regido em que o produto foi adquirido.

O consumo dietético de selénio pode ter uma decorréncia sobre a funcdo imunologica
em humanos. Estudos que avaliaram as consequéncias fisiologicas causadas pela deficiéncia

do selénio no sistema cardiovascular mostraram que essa caréncia mineral esta relacionada
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com a doenca de Keshan que é uma doenca cardiomiopatia congestiva que resulta em necrose
miocérdica, a qual é de grande incidéncia na populacdo da regido nordeste da China, onde 0s

mais afetados sdo mulheres e criancas mais jovens (SANTOS, 2014).

2.2 SINTESE DOS COMPOSTOS ORGANOSELENIO

Os compostos de organoselénios podem ser obtidos através de reacGes entre moléculas
organicas e/ou diferentes matérias-primas contendo selénio. Os materiais usados nessas
reacOes podem ser: o Se elementar, os reagentes inorganicos nucleofilico ou eletrofilico e o0s
reagentes organoselénio nucleofilico ou eletrofilico, como mostrado a seguir, para uma

melhor compreenséo.

2.2.1 SELENIO ELEMENTAR

A insercdo do selénio no esqueleto de compostos organicos podem ser realizada do
selénio elementar a partir de reacdes com organolitio, reagentes de Grignard, térmicas,
fotoquimicas, oxidagdo e dentre outros.

Os compostos de organolitio sdo frequentemente utilizados em varias estratégias de
sintese organica. Takimiya e Sugino (2017) sintetizaram e avaliaram dois compostos

organoselénio como transistores organicos de efeito de campo (TOEC), (esquema 1).

Esquema 1 — Reacdo com o Selénio Elementar a partir de composto organolitio

(K)Li

R
Se, Mel MeSe, I, CH4CI @
— THF, -78°
A ) S L LI I o WL L LI
45-68% \

90-91% Se
Li(K) SeMe O
(1) () R 3)

R=H, Ph

Os enolatos de litio de ésteres, amidas e acila de silano (esquema 2) sofre carbonilacdo
com monoxido de carbono junto com o selénio em condicBes suaves e em seguidas tratados

com iodetos de alquila para se obter os organoselénio correspondentes (FUJIWARA, 2004).
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Esquema 2 - Organoselénio a partir de enolatos

OLi  se co j\/ﬁ\
L6,V S
z& ii. R'l Z SeR'
(4) (5)
Z = OR, NR,, SiR,

O selénio elementar também reage com o0s reagentes de Grignard para produzir
compostos organoselénio. Mugesh et al (2001) relatou a sintetize do composto organoselénio
a partir do reagente de Grignard, que foi sequentemente tratado com selénio elementar,
seguida de uma oxidagao para produzir o composto com bom rendimento, (Esquema 3).

Esquema 3 - Compostos organoselénio a partir de reagentes Grignard

Br MgBr Set,

Mg (i) Se
(ii) [O]

(6) (7) (8)

Santos et al (2013) sintetizaram um composto organoselénio analogo a
combretastatina A-4 usando o regente de Grignard e o selénio elementar. Depois avaliaram a

sua citotoxicidade para células cancerosas humanas, (esquema 4).

Esquema 4 - Composto analogo a combretastatina A-4

i)Mg, THF, A,1 h MeO -@—
_ii)Se,3h,A \©\ ©/ —@—

(11)

Br

OMe (10)

(9) OMe
NH N,"SO,° ©/
2 NaNO,, H,SO, Se

’ NaBH, THF
0°C, 1h + (1) 0°C, rt,17 h

MeO OMe MeO OMe MeO
OMe OMe MeO

(12) (13) (14)

OMe
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Lin et al (2012) sintetizaram uma série de compostos de organoselénio desenvolvendo
uma metodologia simples e obtendo excelentes rendimentos. A reagéo foi realizada em trés
etapas: iniciando com a formacao do reagente de Griganrd, seguida pela adicdo do selénio e
posteriormente tratada com o agente alquilante sob atmosfera de N, e num sistema THF-

Tolueno a 86 °C, (esquema 5).

Esquema 5 - Sistema THF-Tolueno na obtencéo de compostos organoselénio

Mg (1,5 eq)/ Se (1,0 eq)

THF-Tolueno 86 °C
Ny, 1.0-15 h

2 RX RSeR

2.2.2 REAGENTES DE SELENIO ELETROFILICO

Os compostos eletrofilico contendo fontes de selénio eles podem ser compostos
inorganicos ou organicos e sdo usados para introduzir o selénio no esqueleto das moléculas
organicas para formar 0s compostos organoselénio. Esses compostos sdo de grande
importancia para a quimica sintética, pois proporciona a formacdo de compostos que por
outras vias sintéticas ndo fornece os compostos pretendidos. Os compostos eletrofilicos de
selénio mais usados na sintese organica sdo os de derivados organicos como o0s haletos de
selenila, tais como cloro e bromo e o N-fenilselenoftalimida.

Os haletos de selenila sdo obtidos pelo tratamento de selenocianatos ou diselenetos,
que sdo classes de compostos organicos contendo o selénio, com uma quantidade
estequiométrica de halogénio ou por um agente de halogenacdo (ARASE e MASUDA, 1976),

(esquema 6).

Esquema 6 - Preparacdo dos haletos de selenila

RSeCN + X, — RSeX + XCN
RSeSeR + X, — 2RSeX

RSeSeR + SO,Cl, — > 2RSeCl + SO,

X=Cl, Br
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Oshida et al (2008) investigaram a oxidac&o alilica em um composto de organoselénio
preparado pela reagdo entre o agente eletrofilico PhSeCl com um alceno. O composto
organoselénio formado € reorganizado para uma estrutura mais estavel pelo rearranjo

sigmatrépico [1,3], (esquema 7).
Esquema 7 - Reagdo do haleto de selenila com alcenos

)\/\ PhSeCl, py
\ 50 °C

85%

E/Z = 2:1
(16)

(15)

Gendre e Diaz (2000) sintetizaram uma nova série de compostos organoselénio pela
reacdo dos brometos de selenila com os alquinos terminais em presenca de Cul, obtendo-se

rendimentos de 5-45%, (esquema 8).

Esquema 8 - Reacéo de haleto de selenila com alcino terminal

oP
R B o Cul, Bu3N, 60 °C /U\
R, Se 24h 1e
P o® Ry R4
Z 5-45%

(18) R,
(17) R,

(19)
Yang e Huang (1997) preparam compostos de organoselénio com rendimentos de 70-
88% a partir da reacdo do acetileno de sddio com os brometos de alquilselenila usando

amonia liquida como solvente, (esquema 9).

Esquema 9 - Reacéo de haleto de selenila com alcetilenos terminal

NH;(l)
2RSeBr + ——Na » RSe————SeR
-30°Cart,1,5h

70-88%

Ferrié et al (2014) preparam o composto organoselénio a partir da litiagdo da lactona e

em seguida tratado com o PhSeBr. O composto obtido é oxidado para produzir o
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intermediério da sintese da Klaivanolide, que é um composto natural antiparasitaria que foi

isolado da Uvaria klaineana, (esquema 10).

Esquema 10 - Reacdo com o PhSeBr na sintese do intermediario

o
SePh
) LiHMDS (o)
BzO R
z PhSeBr, THF  BZO
-78 °C, 95%
(20) (21)

Wilkins et al (2016) relataram a sintese de novas moléculas de organoselénio analogas
a isocoumarina reagindo o composto em tolueno a temperatura ambiente usando o agente

eletrofilico PhSeCl como fonte do selénio, (esquema 11).

Esquema 11 - Obtencdo do andlogo selenoisocumarinico

OMe
"X
~ 1 eq PhSeCl, Tolueno
4 20 °C B(C¢Fs);3, Tolueno
_—
O 68% 84%
N &
(22)
2 eq PhSeCl, Tolueno
20 °C
3 eq PhSeCl, Tolueno
20 °C
O 5 S(I:I
©/ e

(25)

A N-fenilselenoftalimida pode ser eficientemente preparada pela reacdo da ftalimida
de potassio com o PhSeCl (NICOLAU, 1985), (esquema 12).
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Esquema 12 - Obtencdo da N-fenilselenoftalimida

O O

NK + Cl’se Hexano, 25 °C . N—S;e
87%

o) o)
(27) (28)

(26)

Parker e Brodbelt (2016) realizaram uma sintese de um composto organoselénio
através da reacdo de N-fenilselenoftalimida com o aminoacido cisteina com o proposito de

quantificar a quantidade de cisteinas livre e ligadas em proteinas, (esquema 13).

Esquema 13 - Obtencao do organoselenio da cisteina

0O

\u

- . S

N—-Se HS '
30 Se
S >
(29) (31)
Zhao et al (2007) relataram a sintese de uma série de compostos de organoselénio

derivados de indoles usando a N-fenilselenoftalimida como fonte de selénio em presenca do

acido p-TsOH como catalisador, obtendo-se rendimentos de 63-99%, (esquema 14).

Esquema 14 - Derivados de indoles usando N-fenilselenoftalimida

Ar,
0 SePh
Rs p-TSOH (5mol %) Rs e
\©|\/\>—R2 + N—SePh + Ar'X CH,CI;, 23 °C, 10 min | \ R,

N N

\ 63-99% \

R, o) (34) ° R,
(32) (33) (35)

Outro agente eletrofilico usado como fonte de selénio é o trifluorometanosulfonato de
benzenoselenila, PhSeOTf. Quando é usado, 0 composto é usualmente preparado via in situ
pela reacdo entre PhSeCl com o trifluorometanosulfonato de prata em diclorometano,

obtendo-se uma suspenséo alaranjada (Murata e Suzuki, 1987), (esquema 15).
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Esquema 15 - Preparacgéo do trifluorometanosulfonato de benzenoselenila

AgCF;SO; CH,Cl,

©/sec| 0°, 10 min .

(36)

SeOTf

(37)

O PhSeOTf participa de reagcdes para a formacdo de compostos ciclicos, como as
lactonas, derivados de pirano ou de tetraidrofurano. Murata e Suzuki (1987) relataram a
sintese de novos compostos organoselénio derivados da lactona a partir da reacdo entre o
PhSeOTf com os acidos carboxilicos v,6-insaturados, com rendimentos de 49-91%, (esquema
16).

Esquema 16 - Formacdo dos compostos ciclicos com trifluorometanosulfonato de
benzenoselenila

R;
R3 R1 PhSeOTf, CH2C|2 R1 R. SePh
R, 0°C,1h ’
~ CO,H - Ra
R, R, 49-91% 070 Rs
(38) )

O Se,Cl, é também usado como um agente eletrofilico como fonte de selénio. Esse
reagente foi preparado por Berzelius usando o selénio elementar e o cloro. Uma mistura de

selénio elementar &cido cloridrico e didxido de selénio é outra forma de prepara o Se,Cl..

Ried e Sell (1974) relataram a sintese de novos compostos organoselénio a partir da
reacdo entre o Se,Cl, com diferentes alcinos usando o DMF como solvente, como
rendimentos de 20-42%, (esquema 17, entrada a). No mesmo artigo relataram a sintese de
compostos heterociclicos contendo o selénio a partir de alcinos contendo anéis aromaticos

com o Se,Cl,, com rendimentos de 16-41%, (esquema 17, entrada b)
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Esquema 17 - Reagdo com Se,Cl, com alcinos na preparacdo de compostos organoselénio

R
Se,Cl, DMF R s _/2_(;'
40°C,6h >°

a) R——1 ’ > Se R
20-42% ci—
(40) R @4
R = C,H5 CH,0CH; CH,CI
cl
I, DMF
o  H=r W, D—r
— 16-41% A
(42) (43)

R = CgHs, CH; n-CgHg CO,C,Hs5

Os compostos SeCl, e SeBr, sdo outras fontes utilizadas para a preparagédo de
compostos organoselénio. Potapov et al (2009) relataram a sintese do seleneto de bis(2-
bromovinila) como rendimento de 90% usando o SeBr, como agente eletrofilico e o acetileno
em tetracloreto de carbono numa temperatura de 30-40 °C numa pressdo de 10-12 atm,

(esquema 18).

Esquema 18 - Reacdo com SeBr, com o acetileno

SeBrz’ CC|4 Br Br

H——_p 30-40°C,10-12 atm_ \=\/=I
90% Se
(44) (45)

Braverman et al (2010) relataram a sintese de compostos organoselénio com
rendimentos de 63-91% usando SeCl, e 0 SeBr, com os alcoois propargilicos usando THF ou

CCl3 como solvente a uma temperatura ambiente, (esquema 19).
Esquema 19 - Reacdo com SeBr; e SeCl, com os alcoois propargilicos

R
R SeBrySeCl, THFiccl, HOLR Rr R
R%QR rt, 2h . X_ OH
OH 63-91% se—\
R X
R

X=Cl, Br (47)
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2.2.3 REAGENTES DE SELENIO NUCLEOFILICO

Da mesma forma que os compostos eletrofilico de selénio sdo usados para preparar
compostos organoselénio, os compostos nucleofilicos de selénio sdo usados para introduzir o
selénio no esqueleto das moléculas organicas. Os compostos nucleofilicos de selénio podem
ser da natureza orgénica ou inorganica.

Os compostos inorganicos que sdo usados para introduzir o selénio em uma molécula
organica sdo: o KSeCN, disseleneto de metais alcalinos (M,Se;), os selenetos de metais
alcalinos (M,Se), NaHSe, dentre outros.

Hossain (2005) relatou varios compostos de organoselénio usando o KSeCN e o haleto

de alquila em acetona, (esquema 20).

Esquema 20 - Reagdo com 0 KSeCN como haleto de alquila

O o KSeCN O o]
O Acetona
N(CH_),Br - = N(CH,),SeCN

o o]
(48) (49)

Nair (2002) relatou a sintese de novos organoselénio com bons rendimentos usando o
KSeCN com estirenos em presenca de nitrato de aménio de cério (IV) (CAN) em metanol sob
oxigénio, (esquema 21, entrada a). Quando a reacdo é feita sob em atmosfera de argdnio,

ocorre a formacdo do bis(selenocianato) (esquema 21, entrada b).

Esquema 21 - Reacdo com 0 KSeCN em atmosfera de Argdnio e Oxigénio

0]
i
R . < SeCN
a
) (50) (51)
i. KSeCN, CAN, MeOH, 0 °C, oxigénio, 45 min
i SeCN
b) R RJ\/SeCN
(52) (53)

i. KSeCN, CAN, MeOH, 0 °C, Ar, 45 min
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Klayman e Griffin (1973) investigaram e descobriram que o NaBH,; em solventes
préticos tais como agua ou etanol, reduz o Se rapidamente e com liberacdo de calor na
temperatura ambiente para obter o disseleneto de sédio (Na,Se;). Subsequentemente, a
solucéo preparada com EtOH foi tratada com o cloreto de benzila, fornecendo o diseleneto de

dibenzila com um rendimento de 92%, (esquema 22).

Esquema 22 - Reacdo a partir do disseleneto de sodio

EtOH
—_—

2 NaBH4 + 3se + 6 EtOH Na23e2 + ste + 2 B(OEt)3+ 6 Hz

Na,Se, + 2BnClI _EtOH | Bn,se,

Syper ¢ Mtochowski (1984) mostrou que a reacdo entre a hidrazina hidrata e o selénio
elementar na presenca de NaOH é um método eficiente para a geracdo de disseleneto de
sodio. Depois da obtencdo, 0 mesmo pode ser tratado com os haletos de alquila para fornecer

organoselénios com 6timos rendimentos, (esquema 23).

Esquema 23 - Preparacdo do disseleneto de sédio usando hidrazina e NaOH

N;H; + 4Se + 4 NaOH i» Na,Se, + H,0 + N,

Na,Se, + 2RX _HO R,Se;

rt
R = Me, 88%
R = Bn, 75%
R =i-Pr, 89%
R=n-Bu, 91%

Panda et al (1999) relataram a sintese do organoselénio de por meio da reacdo do

brometo de arila (54) com disseleneto dissdédico em THF a 0 °C, (esquema 24).
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Esquema 24 - Reacdo do disseleneto de sddio com o brometo de arila

CHO CHO
Br Nazsez Se);
—_—
THF, 0 °C
t-Bu CHO t-Bu CHO
(54) (55)

Braga et al (2003) relataram a sintese de uma série de organoselénio de amino quirais a
partir de a-aminoalcool como material de partida, (esquema 25). Esses compostos foram

usados como catalisadores para a adi¢do enantiosseletiva do Et,Zn a aldeidos com 99% de
excesso enantiomérica.

Esquema 25 - Preparac¢do de amino quirais com disseleneto de Litio

R
Ry on 0 Yo G Rogey
NH2 (II) 5 /N Boc NH 2
oc oc
(56) (57) (58)

58aR=Bn, 76%
58b R =i-Pr 73%
58c R=i-Bu 71%
58d R =s-Bu 72%

Reagentes e condigodes: (i) Boc,0, CH3N, rt, 3 h; (ii) KOH, TsCI, THF, refluxo, 4 h;
(iii) Li;Se, THF, rt, 12 h.

O Se tratado com NaBH,4 em agua fornece o NaHSe, um bom agente nucleofilico para a
insercdo de Se na quimica orgénica. Quando o NaHSe € tratado com o cloreto de benzoila
resulta a formacédo do selenoato. O selenoato é tratado com o0s derivados de acido w-cloro para
formar os acidos selenoéster. Os ésteres sdo obtidos pelo tratamento dos &cidos com o cloreto

de tionila e com o alcool correspondente, (esquema 26) (RADHAKRISHNA, 2010).



38

Esquema 26 - Reacdo do NaHSe na preparacdo de novos compostos de organoselénio

(o) (0]
H,0 ‘Na* H,S
cl + NaHSe 22—~ Se'Na* + NaCl + HySe
25-30 °C
(60)

(59)
\ CI(CH,),CO,H

o) o)
Se’H,:COZR socl, Se’H;COZH
-
ROH (61)
(62)
n=1,2

R = Me, Et, i-Pr, n-Bu

Espécies nucleofilica de Selénio podem ser obtidos a partir da reducdo de diselenetos
com NaBH, em solventes como PEG-400, EtOH, THF. O compostos organoselénio foi obtido

a partir da reagdo do composto halogenado com o diseleneto que foi reduzido com o NaBH,4
(esquema 27).

Esquema 27 - Reacdo a paritr da reducéo do disseleneto organico
s
'\/:© (PhCH,Se), Se
| NaBH,
(63) (64)

Perin et al (2013) usaram o disseleneto como gerador de espécie nucleofilica de Se
depois de tratar com NaBH,; em PEG-400 como solvente em atmosfera de N,. Varios

compostos foram sintetizados usando esse método (esquema 28).
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Esquema 28 - Reducdo do disseleneto com NaBH,4

R, R,
— NaBH, PEG-400 R
R + R,Se, ’ - GWE__K
2 EWG N2, 50 °C SeRz
(65) (66)

EWG = CN, COOR, COOH
R, = Ph, 4-CIPh, 2-OMePh, CH,CH,CH,CHj

Os compostos de organoselénio derivados do mentol foram obtidos a partir da reacdo
one-pot dos diselenetos derivados do mentol com NaBH, e depois tratados com iodeto de
metila (esquema 29) (BANACH, 2015).

Esquema 29 - Redugéo do disseleneto derivado do mentol

i. NaBH,, MeOH‘

Y VSe}- i Mel, rt.24h Y Vse—
: AN (68)
(67) 99%

i. NaBH, MeOH _

E "'Set ii. Mel, rt. 24 h X ¥Se—

PN A
(69) ogy,  (70)

Marin et al 2009 usaram o disseleneto como fonte de selénio para reagir com os cloretos
de &cidos usando o inido metalico como catalisador (esquema 30). Neste método, observam-
se as seguintes caracteristicas: (i) sdo utilizados agentes de acilacdo facilmente acessiveis; (ii)
0 metal indio é estavel ao ar e a umidade, ndo toxico e esta disponivel na natureza em forma
pura; (iii) condicdes neutra; (iv) varios grupos podem ser acoplados dentro do disseleneto ou
nos cloretos de acila; (v) possuem de bons a excelentes rendimentos para os ésteres de selenol
(MARIN. 2009).

Esquema 30 - Obtencdo dos compostos organoselenio usando indio como catalisador

(o) (o)
Jj\ In°/ RSeSeR
] —_— -
R Cl CH,CI, Se-R
Refluxo, 12 h R'
(71)

(72)
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2.3 ATIVIDADES FARMACOLOGICAS DOS COMPOSTOS ORGANOSELENIO

Umas das principais aplicabilidades dos compostos organoselénio é na variedade de
atividades biologicas como: antimicrobiana, anti-inflamatdrios, antinociceptivo, anticancer e

entre outros

2.3.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Existem muitos compostos de organoselénio que apresentam atividades antibacteriana
e antifngica e sdo mais potentes que os analogos que possuem enxofre. Mlochowski et al
(2003) apresentam uma série azabenzisoselenazol-3(2H)-ona que exibiram atividades contra

varias espécies de bactéria e fungos, (figura 1).

Figura 1 - Composto com atividades antifungica e antibacteriana

0 o] 0 0
N N N N
3 (CH,)sCH
N7 ~se N ~se N7 ~Se NP s 2T
(73) (74) (75) (76)
o 0
N
B
N/ Se N e
cl
(77) (78)

Pietka-Ottlik et al (2008) relataram diferentes benzisoselenazol-3(2H)-onas N-
substituidas (figura 2), anadlogos de ebselen com atividade bioldgica contra o0s
microorganismos patogénicos (Staphylococcus aureus, Staphylococcus simulans, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans e Aspergillus niger)
com MIC entre 1.0-512 pg/mL.



41

Figura 2 - Benzisoselenazol-3(2H)-onas N-substituidas

0]
(@)
O
Se HN-R
(79)

R = Ph, H, Me, Et, n-Pr,i-Pr, n-Bu, t-Bu, c-Hex, adamantil, (CH;);4CH3 (CH;){7CH3; CH,OH, CH,CH,0H,
CH(CH,0H), CH,CH(OEt), CH(CH3)CH(OMe), CH,COOH, CH,COOCH; COOCH,CH; CH,CH,N(CH3),,
CH,CH,N(CH3)3™ I, CO(NHPr), CO(NH-c-Hex), CO(NHPh), CO(NHPh-3Cl)

Karnik et al (2008) relataram a sintese e atividade contra espécies Gram-positivas e

Gram-negativas de bactérias de uma série de selenadiazois, (figura 3).

Figura 3 - Compostos derivados do selenadiazois

N":l\se N”\Se N,l;l\Se N":l\se N,')‘*Se
CC o .
(80) Br (1) (82) (83) (84)

Shafiee et al (2003) verificaram que os compostos de selenadiazdis possuem baixa

citotoxicidade e sdo bons agentes antifingicos frente a cepa Cryptococcus neoformans,
(figura 4).

Figura 4 - Compostos derivados dos selenadiazois

OMe N=N
N=N N=N N=N Se
\ \ Se
Se H,NO,S Se
O,N OM
e
(87)
(85) (86) N=N (88)
N=N Se
NO,

(89) (90)

Radhakrishna et al (2010) sintetizaram e relataram a atividade inibitéria dos

compostos testados contra as especies bacterianas (figura 5).
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Figura 5 - Compostos com atividades antibacteriana
o o 0 ) Q oR 0 0
©)L3e’\g/ ©)(Se/\)LOH ©)L8e’\([)r ©)L3e’\)L0R
©1) (92) (93) (94)
R=CH; C,Hs CH (CHs), e CH,-CH,-CH,-CH;

Abdel-Hafez (2010) realizaram testes antibacteriano e antifungico com uma nova serie

de derivados selenole[2,3-b]quinolina e mostraram que na maioria dos compostos a CIM era

de 100 mg/mL, (figura 6).

Figura 6 - Compostos derivados da selenolequinolina

N= N<N
X \ N\N N \ N \
_ NI \P~sb N
N Se
(95) N=\N N (97)
S\ '\
N/ Se N

COOEt
(96)

Talas et al (2015) sintetizaram dois diferentes de compostos de organoselénio, 1-
isopropil-3-metilbenzimidazol-2-selenona e  1,3-di-p-metoxibenzilpirimidina-2-selenona
(figura 7) que apresentaram atividades antimicrobianas eficientes contra bactérias Gram-

positivas, Gram-negativas e fungos.

Figura 7 - Compostos de organoselénio com atividades antimicrobianas

Se \)/
A N
/@/\ N/\Q ©: =se
o k/l o~ N
\
(98) (99)

Kumar et al (2016) avaliaram a atividade antimicrobianas em diferentes cepas de
bactérias e fungos (Aspergillus fumigatus, Escherichia coli, Candida krusei, Aspergillus niger
e Candida parapsilosis) dos compostos de selenetos de imidazo[1,2-a]piridina com uma MIC

entre 2.48-41.66 pg/mL, (figura 8).
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Figura 8 - Selenetos com atividades antimicrobianas

NO, NO, NO,

(100) (101) (102)

2.4 COMPOSTOS ANTI-INFLAMATORIOS E ANTINOCICEPTIVO

Os compostos de organoselénio sdo capazes de modular a a¢do anti-inflamatéria. Um
exemplo desses compostos € o Ebselen que exerceu seus efeitos através da inibicdo da COX e
LOX. Outros compostos derivados de organoselénio apresentaram também seus efeitos
através da inibigdo da COX e LOX (GALET et al., 1994; SCHEWE et al 1994), (figura 9).

Figura 9 - Compostos com atividade anti-inflamatdria

0 H ol H 0
Cre<0 L e G
Se Se Se
o 0
(103) (104) (105) (106)
/
cl N/ N>I= NH.
o)
SZ=0 \r(©:8e Se);
0 o)
© (108) (109)

(107)

Chagas et al (2014) realizaram um estudo acerca da atividade antinociceptivo e anti-
inflamatoria de compostos de organoselénio derivado do acido salicilico. Além disso, um dos
compostos sintetizados (111) ndo apresentou nenhuma toxicidade e nem lesdes
gastrointestinais. Com esse resulto observado, esse composto é de uma grande importancia
para o desenvolvimento de novas drogas clinicamente relevantes para o tratamento da dor e

disturbios inflamatorios, (figura 10).
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Figura 10 - Compostos derivados do &cido salicilico

HO
j@\ S CO,H Ho
HO,C Se e 2 D\
HO,C SeCN

OH

(110) (111)
HO,C
o)
. H
HO SeCN

Nam, Koketsu e Lee (2008) sintetizaram e relataram dois derivados de 2-amino-1,3-
selenazolecetona, o 5-cloroacetila-2-morfolina-1,3-selenazole e o 5-cloroacetila-2-piperidina-
1,3-selenazole que apresentaram a inibi¢do da inflamacéo junto com as atividades antitumoral

e neuroprotetores, (figura 11).

Figura 11 - Compostos derivados do selenazole

N Se
?\]T/ Y N

(114) (115)

2.5 COMPOSTOS ANTICANCER

A atividade anticancer do selénio foi descrita por Shamberger (1969) e é dependente
da forma quimica deste elemento. No entanto, em geral, compostos de selénio inorganicos,
tais como selenato ou selenito, sdo de utilidade médica limitada, uma vez que estdo
associados com efeitos genotdxicos, particularmente em doses elevadas. Embora os efeitos
toxicos de compostos contendo selénio organico ndo sdo tdo graves e a sua atividade
anticancerigena pode variar dependendo da dosagem. Alguns compostos abaixo mostram
propriedades anticancerigenas (figura 12) (MAUTNE et al., 1963; GROUTAS et al., 1984;
FIALA etal., 1991; EL-BAYOUMY etal., 1991).
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Figura 12 - Compostos com propriedades anticancer

Se Se o
N N Ncs /\©\/
HN HN € N
\> \> N =\
SeCN H

SeCN
(116) (117) (118) (119) (120)
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve por objetivo a sintetizar novos compostos organoselénio,
selenoglicolicamidas e avaliar suas potencialidades bioldgicas, como antimicrobianos,

leishmanicida e agentes antineoplasicos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Obter compostos intermediarios chaves 2-cloro-N-arilacetamidas pela reacdo de
acetilacdo das aminas aromaticas substituidas com o cloreto de 2-cloroacetila;

v" Obter derivados do acido selenoglicélico usando o pelo método one-pot e o selénio em
p6 como matéria-prima;

v’ Caracterizar os produtos finais por métodos fisicos usuais como: espectroscopia de
infravermelho, ressonancia magnética nuclear unidimensional (*H e *3C);

v Determinar as estruturas através de estudos cristalograficos;

v' Avaliar in vitro a atividade antibacteriana, antifingica, leishmanicida e a

citotoxicidade em linhagens de células tumorais das novas moléculas sintetizadas.
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4 ESTRATEGIAS

Com o intuito de se obter novas moléculas, como substratos de facil obtencdo e de
baixo custo, o planejamento estrutural é uma fase essencial para o desenvolvimento da
ciéncia, assegurando uma melhor probabilidade de resultados com propriedades desejadas.

Tendo em vista que 0s compostos de organoselénio possuem uma larga gama de
atividades bioldgicas, como a atividade antimicrobiana, anticancer e leishmanicida, planejou-
se a sintese das selenoglicolicamidas, tendo como a figura 13 a estrutura geral. Nos
compostos, os anéis A e B foram escolhidos com grupos farmacoféricos geralmente
encontrados em substancias com potencialidade farmacoldgica e o baixo custo para a

obtencéo.

Figura 13 - Estrutura Geral da Selenoglicolicamidas

AT e

Selenoglicolicamidas

Desse modo foram sintetizadas 12 compostos inéditos sendo nove compostos (HSel-
9) contendo o hidrogénio no anel A (figura 13) e variando os grupos doadores e retiradores de
elétrons no anel aromatico B e trés compostos (HSe10-12) contendo o substituinte cloro na
posicdo para do anel aromatica A (figura 13) e variando o grupo doadores de elétrons no anel

aromatico B. As estruturas sintetizadas podem ser observadas na Figura 14.
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Figura 14 - Estruturas das Selenoglicolicamidas sintetizadas

oTo  oMrYol oM Yol
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Para a sintese das selenoglicolicamidas, duas rotas sintéticas foram estudadas. O
esquema 31 mostra a analise retrossintética para a obtencao das selenoglicolicamidas usando

a primeira rota sintética.

Esquema 31 - Analise retrossintética da rota 1

Sitee G oy

Amina ClISeH1-2
1
FGI
Se-C
Se-C
NaSeH Selenoato " oH Selenoato,Sy2 \\[rOH
+  S— SeNa + C|/\n/ <:
(o)
R; SeH1-2
Cl acido cloroacético

Ri
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A primeira desconexdo baseia-se numa reacdo de acilagdo entre o cloreto de
aroilselenoglicolico (CISeH1-2) com aminas arométicas para a obtencdo das
selenoglicolicamidas (HSe). Os cloretos aroilselenoglicolico (CISeH1-2) sdo obtidos a partir
da reacdo entre os acidos aroilselenoglicolicos (SeH1-2) com o cloreto de tionila. Os acidos
aroilselenoglicolicos (SeH1-2) é obtido a partir de uma reacdo de substituicdo Sy2 onde o
selénio nucleofilico na forma de selenoato de soédio reage com o &cido 2-cloroacético. O
aroilseneloato de sodio € um intermediario chave para a obtencdo dos &cidos
aroilselenoglicolicos. Ele é obtido in situ pela reacdo de substituicdo a carbonila entre o
cloreto de aroila com o hidrogenoseleneto de sédio. O hidrogenoseleneto de sddio € preparado
pela reacdo do selénio em p6 com o selénio (preto em pd) com NaBHy.

O esquema 32 mostra a analise retrossintética para a obtencdo das

selenoglicolicamidas usando a segunda rota sintética.
Esquema 32 - Analise retrossintética da rota 2

Q H Se-C H a
) D
R, Z 0 Z "
HSe

A1-A9

Se-C
Selenoato
C-N
Amida
(o)
Cl + NaSeH
OH HaN N R
FGI cl {
Cl/\n/ cl + | R
~
=Y
acido cloroacético Amina

A primeira desconexao baseia-se numa reacdo de substituicdo Sn2 onde o selénio
nucleofilico na forma de aroilselenoato de sddio reage com as 2-cloro-N-arilacetamidas (Al-
A9) para a obtengdo das selenoglicolicamidas. Os compostos 2-cloro-N-arilacetamidas sdo
obtidos pela reacdo entre as aminas aromaticas substituidas com o cloreto de 2-cloroacetila. O
cloreto de 2-cloroacetila é obtido a partir da reacdo entre o &cido 2-cloroacético com o cloreto
de tionila. O aroilseneloato de sodio € obtido in situ pela reacdo de substituicdo a carbonila
entre o cloreto de aroila com o hidrogenoseleneto de sddio. O hidrogenoseleneto de sodio é

preparado pela reacdo do selénio em pé com o selénio (preto em p6) com NaBHj.
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A etapa posterior consiste no envio das selenoglicolicamidas para a avaliagéo
bioldgica. O primeiro estudo foi na avaliacdo in vitro para a atividade antibacteriana e efeito
modulador em trés cepas de efluxo: SA-1199B, RN-4220, 1S-58 e também foi utilizada uma
cepa padrdo ATCC 25923, que ndo produz beta-lactamase e é uma cepa importante para a
difusdo de disco de teste de qualidade e teste de CIM em Staphylococcus spp. Os estudos de
atividade antibacteriana foram realizados no Laboratério de Genéticade Microrganismos do
Departamento de Biologia Molecular da Universidade Federal da Paraiba pela doutora
Nathalie Helen Paes Barreto Borges e pelo Professor Dr. José Pinto de Siqueira Junior.

O segundo estudo foi sobre a avaliagdo in vitro para a atividade antifingica contra
quatro espécies de Candida: Candida albicans (ATCC-76485 e LM-5) e Candida tropicalis
(ATCC 13803 e LM-96). Os estudos foram realizados no Laboratorio de Micologia do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (CSS) da Universidade Federal da Paraiba pela
Professora Dra. Edeltrudes de Oliveira Lima.

O terceiro estudo foi sobre a avaliacdo in vitro para a atividade Leishmanicida frente
células promastigotas de Leishmania amazonensis. Os estudos foram realizados pela doutora
Juliana da Camara Rocha e pela Professora Dra. Tatjana Keesen de Souza Lima.

No quarto estudo as selenoglicolicamidas enviadas para a avalia¢do in vitro contras 3
linhagens de células tumorais: MCF-7 (carcinoma de c6lon - humano), HEp-2 (carcinoma de
laringe - humano) e HL60 (leucemia promielocitica) e foi realizada no Laboratério de
Bioensaios para Pesquisa de Farmacos, Universidade Federal de Pernambuco, Departamento

de Antibidticos em colaboragcdo com o Professor Dr. Manoel Adrido.



Capitulo 5

Resultados e Discussao
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados os avangos e as dificuldades para a sintese das
moléculas alvo, bem como a caracterizacdo estrutural e uma breve discussdao sobre os

resultados da atividade biologica.

5.1 SINTESE DA p-NITROANILINA E DA p-BROMANILINA

A metodologia usada para a obtencdo da p-nitroanilina é a partir da nitracdo da
acetanilida seguida de uma hidrolise e a da p-bromoanilina é a partir da bromacdo da
acetanilida seguida também de uma hidrolise. Dessa forma, a acetanilida a matéria-prima foi
obtida a partir da anilina. As aminas podem ser acetiladas de varias maneiras para a obtencao
das acetamidas. Dentre elas estdo o uso do cloreto de acetila, anidrido acético ou acido
acetico. A acetilacdo € usada com frequéncia para proteger o grupo amino. A acetanilida foi
preparada pela reacdo entre a anilina com o anidrido acético em uma solucao tampao de &cido
acético e acetato de sédio (Esquema 33). A acetanilida foi recristalizada usando o solvente

etanol e foi obtida com 85% de rendimento.

Esquema 33 - Prepara¢do da acetanilida

NH, HNJJ\

Ac,0,
AcONa/AcOH, rt
85%

O mecanismo proposto para a formacdo da acetanilida pode ser observado na figura

15. O primeiro passo é a adi¢do da anilina ao grupo carbonilico do anidrido acético formando
um intermediario tetraédrico. O par de elétrons do oxigénio desloca o grupo de saida, o ion
acetato, gerando a acetanilida protonada. O ion acetato remove o proton e assim gerando a

acetanilida.



55

Figura 15 - Mecanismo da acetanilida
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O composto foi caracterizado pela técnica espectroscépica de infravermelho. No
espectro de infravermelho (Figura 16) observa-se um estiramento em 3288 cm™ referente ao
NH da amida secundaria. Observou-se em 1662 cm™ um estiramento de C=0 da carbonila de
amida. Absorcdes de estiramento de C-H de sp® do anel aroméatico em 3136 a 3061 cm™ e

estiramento de C=C de anel aromatico em 1597 e 1485 cm™.

Figura 16 - Escpectro de Infravermelho (ATR) da acetoanilida
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A conversdo do grupo amino para o grupo amida modifica a interacdo do par de
elétrons do nitrogénio com os elétrons m do sistema do anel aromatico diminuindo o poder

ativante do ataque eletrofilico. Dessa forma, quando o grupo acetamidas participa da reacao
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de substituicdo eletrofilica, o grupo direciona quase totalmente a substituicao eletrofilica para
a posicao para.

Os métodos mais frequentemente usados na nitragdo de compostos aromaticos sao: i)
uma mistura de acido nitrico concentrado e acido sulfurico; ii) &cido nitrico fumegante com
anidrido acético; iii) &cido nitrico com &cido acético e iv) acido nitrico diluido.

A p-nitroacetanilida foi obtida pela reacdo entre a acetanilida com a mistura de acido
nitrico com acido sulfarico usando acido acético glacial como solvente (Esquema 34). A p-

nitroacetanilida foi recristalizada em etanol e obtida com 79% de rendimento.

Esquema 34 - Preparagédo da p-nitroacetanilida

o)
)
1 e
HN HNO,/H,SO,
AcOH, 0°, rt, 1h
79 %
NO,

O mecanismo da reacdo pode ser vista na figura 17. A primeira etapa do mecanismo é
a formacdo do ion nitroso, NO,", gerando in situ pela mistura de acido nitrico com &cido
sulfiirico. Na segunda, os elétrons m do anel aromatico ataca o ion NO;". O resultado é um
intermediario carbocéation. A abstracdo do préton restaura a aromaticidade resultando uma
reacdo de substituicdo eletrofilica.

Figura 17 - Mecanismo da p-nitroanilina

-NO, ——> H,0 + NO,

Je
ON" H” ) NO,

O composto foi caracterizado pela técnica espectroscopica de infravermelho (Figura
18). No espectro de infravermelho observa-se um estiramento em 3269 cm™ referente ao NH
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da amida secundaria. Observou-se em 1678 cm™ um estiramento de C=0 da carbonila de
amida. Absorcdes de estiramento de C-H de sp® do anel aromético em 3161 a 3084 cm™ e
estiramento de C=C de anel aromético em 1614 e 1595 cm™. Absorcdes de estiramento

assimétrico e simétrico do grupo NO, em 1492 e 1344 cm™, respectivamente.

Figura 18 - Espectro de Infravermelho (ATR) da p-nitroacetanilida
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O método da bromacdo de compostos aromaticos usa Br, e um acido de Lewis, como
FeBrs, como catalisador. Quando 0s compostos aromaticos possuem grupos ativantes, como —
NHCOCHg3, esses compostos podem ser bromados com a auséncia do catalisador.

A p-bromoacetanilida foi obtida pela reacdo entre a acetanilida com Br, em &cido
acetico como solvente (Esquema 35). A p-bromoacetanilida foi recristalizada em etanol e foi

obtida com 81% de rendimento.

Esquema 35 - Preparacdo da p-bromoacetanilida

0 N
HNJ\ Br, "l

AcOH, rt, 1h
81 %

Y

Br



58

O mecanismo da reagdo pode ser vista na figura 19. Os elétrons © do anel aromatico
ataca o Br,. O resultado é um intermediario carbocation. A abstragdo do préton restaura a

aromaticidade.

Figura 19 - Mecanismo da obtencédo da p-bromoacetanilida
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O composto foi caracterizado pela técnica espectroscépica de infravermelho (Figura
20). No espectro de infravermelho observa-se um estiramento em 3290 cm™ referente ao NH
da amida secundaria. Observou-se em 1666 cm™ um estiramento de C=0 da carbonila de
amida. Absorcdes de estiramento de C-H de sp® do anel aromético em 3115 a 3051 cm™ e
estiramento de C=C de anel aromatico em 1600 e 1525 cm™. Absorcées de estiramento do

grupo Br em 1068 cm™.

Figura 20 - Espectro de Infravermelho (ATR) da p-bromoacetanilida
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A p-nitroanilina e p-bromoanilina foram obtidas pela remocdo do grupo acetila pela
hidrolise catalisada por &acido (Esquema 36). A p-nitroanilina foi obtida recristalizada em
etanol/agua e foi obtida com um rendimento de 81% e a p-bromoanlina foi recristalizada em

etanol e foi obtida com 79% de rendimento.

Esquema 36 - Preparacédo da p-nitroanilina e p-bromoanilina

(o)
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2) NaOH 5%

79 %
Br
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O mecanismo da reacdo pode ser vista na figura 21. A primeira etapa da reagdo € a
protonacao do oxigénio da carbonila, assim aumentando a eletrofilicidade do carbono. A agua
atua como o nucledfilo atacando a carbonila, gerando um intermediario tetraédrico. A
transferéncia de um proéton converte 0 NHR em um bom grupo abandonador. A carbonila é
restaurada e o grupo amino é eliminado. O grupo amina captura o hidrogénio formando a
amina protonada e o acido acético. O sal da amina se converte em amina com a adi¢do da

base.



Figura 21 - Mecanismo da obtencéo da p-nitroanilina e p-bromoanilina
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Os compostos foram caracterizados pela técnica espectroscopica de infravermelho

(Figura 22 e Figura 23). No espectro de infravermelho observou-se o desaparecimento do

60

estiramento de C=O referente a carbonila da amida nos dois compostos. Observam-se

estiramentos em 3479 a 3356 cm™ referentes a0 NH de amina primaria. Absorcdes de
estiramento de C-H de sp? do anel aromatico em 3219 cm™ e estiramento de C=C de anel

aromatico em 1610 a 1588 cm™. Absorcdes de estiramento do grupo NO, em 1487 e 1442 cm’

! e absorgdes de estiramento do grupo Br em 1068 cm™.
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Figura 22 - Espectro de infravermelho (ATR) de p-nitroanilina
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Figura 23 - Espectro de Infravermelho (ATR) da p-bromoanilina

110 —

%T |

692,44—

1180,44—

1610,56-—
1284,5
815,89—

1487,1.

T T T T T T T T T T T
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 60
Alex 1l/em

5.2 SINTESE DOS CLORETOS DE ACIDOS

Os cloretos de acidos usados nesse trabalho foram preparados usando o cloreto de
tionila (SOCI,) e os respectivos acidos carboxilicos (tabela 1). Por apresentarem alta
reatividade, os cloretos foram utilizados para a proxima etapa sem purificacdo, apos a

remocao do excesso do cloreto de tionila.



Tabela 1- Condicdes da preparacdo do cloreto de acido usando o cloreto de tionila
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0 0
Jj\ SocCl, Jj\
R OH Refluxo R cl
Entrada Acido carboxilicos  Cloreto de tionila Tempo (h)
1 CeHs 1,5 equiv 4
2 4-C|C6H4 15 equiv 4

O mecanismo da reagdo pode ser vista na figura 24. O grupo carboxilico atua como

nucleéfilo e é adicionado ao atomo de enxofre do cloreto de tionila, formando uma nova

ligacdo covalente e gerando um intermediario tetraédrico de enxofre. O ion cloreto é expulso

do intermediario tetraédrico,

regenerando o grupo sulfonila, o qual € um bom grupo

abandonador (em vermelho). O ion cloreto ataca o carbono da carbonila, formando uma nova

ligacdo covalente e gerando um intermedidrio tetraédrico. O par de elétrons do oxigénio volta
para regenerar a ligacdo da carbonila, formando o cloreto de &cido e expulsando o grupo

abandonador que é instavel e se decompdem para produzir dioxido de enxofre e acido

cloridrico.

Figura 24 - Mecanismo de obtenc¢édo dos cloretos de acidos
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53 SINTESE DOS COMPOSTOS FINAIS DERIVADOS DOS ACIDOS
AROILSELENOGLICOLICOS

5.3.1 TENTATIVA DE OBTENCAO DAS SELENOGLICOLICAMIDAS USANDO
OS CLORETOS DE AROILSELENOGLICOLICOS

Os écidos aroilselenoglicélicos (SeH1-2) foram obtidos a partir da metodologia
apresentada por Athayde-Filho et al (2004) usando um processo “one pot” em meio aquos0 ao
reagir o NaHSe com os cloretos de aroila e em seguida adi¢do dos acidos a-halogenoéacetico
para fornecer os produtos sélidos de acordo com o esquema 37. Os compostos foram obtidos

com rendimentos entre 45-50%.

Esquema 37 - Esquema reacional da obtengdo dos acidos aroilselenoglicdlicos

R1®)L \)OL i
cl OH
Z OH N Se
se MNaBHs oo O)J\SeNa | /\ﬂ/
H

H,0, rt H,0,r.t,1h

R, = H, 4-Cl

O processo de sintese pode ser considerado em trés estagios: i) a producdo do
hidrogenoseleneto de sodio pela reacdo de selénio (preto em pd) com NaBH,4 em uma solucéo
aquosa; ii) o NaHSe reage com cloretos de aroila formando aroilselenetos de sédio; iii) é
produzido os acidos aroilselenoglicélicos pela reacdo do aroilselenetos de sédio com as acido
cloroécetico. Todo processo de sintese usa a agua como solvente e todas as reagcfes sdo
realizadas em um unico recipiente de vidro, no caso um baldo de vidro de fundo redondo, sob
eficiente agitacdo e temperatura ambiente. O esquema 38 mostra 0s estagios para a preparacdo

dos acidos.



Esquema 38 - Esquema da obtencéo dos acidos aroilselenoglicdlico
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1° Estagio: 4 NaBH, + 2 Se + TH,0 — 2 NaHSe + Na,B,0; + 14 H,

0 (0]
2° Estagio: 2 NaHSe + O)LU - . ©)L39Na + NaCl + H,Se
= NF
R1/ Ri

o (o)

0 OH
BN s
Estagio: [ ] SeNa + CI\/U\OH i Y+ Naci

R R

A proposta de mecanismo da reacdo pode ser vista na figura 25. A primeira etapa do

mecanismo € a adi¢do nucleofilica de uma molécula de NaHSe ao grupo carbonila ocorrendo

uma formacdo de uma nova ligacdo covalente e a formagdo de um intermediario tetraedrico

na forma aniénica. O grupo carbonilico é regenerado pela expulsdo do ion cloreto, como um

grupo de saida. A formacdo do benzoselenoato de sédio ocorre pela rea¢do acido-base entre o

acido benzoselendico com a segunda molécula de NaHSe. A Ultima etapa ocorre por uma

reacdo Sy2 onde o grupo aroilselenoato de sodio atuando como nucleofilo ataca por trés o

carbono primario ligado ao cloro formando uma nova ligacdo e a ligacdo carbono-cloro

rompe e o cloro é expulso na forma de ion.

Figura 25 - Proposta de Mecanismo de obtengdo dos acidos aroilselenoglicolicos
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Os compostos dos &cidos aroilselenoglicdlicos (SeH1-2) foram caracterizados pela
técnica espectroscopica de infravermelho (Figura 26 e Figura 27). As principais bandas de
absorcéo observadas nestes compostos sdo: estiramento de C=0O de selenol éster, estiramento
de C=0 de acido carboxilico, estiramento de C=C de anel aromatico, a deformacéo axial de
O-H e a banda de vibragdo do cloro ligado ao anel benzénico. As bandas de absorcdo
referentes ao grupo funcional (C=0) de é4cido carboxilico variam entre 1697-1680 cm™. As
bandas de absorcéo referentes ao grupo funcional (C=0) de selenol ésteres variaram de 1680-
1676 cm™. Deformacéo axial larga de 3200-2551 cm™. Absorcéo de estiramentos de C-H sp?
do anel aromatico variaram de 3098-3010 cm™. Absorcdo de estiramentos de C-H de sp®
variaram entre 2968-2924 cm™. Absorcdo de estiramentos de C=C de anéis aromaticos
variaram entre de 1583-1546 cm™. No composto SeH2 que possui o cloro na posicdo para

absorcdo foi observada em 1082 cm™ (Figura 27).

Figura 26 - Espectro de infravermelho (ATR) do acido benzoselenoglicolico (SeH1)
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Figura 27 - Espectro de infravermelho (ATR) do acido 4-clorobenzoselenoglicolico (SeH2)
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Para o composto SeH?2 o espectros de RMN *H podemos observar a confirmacéo da
estrutura quimica pelos sinais caracteristicos para este sistema (Figura 28). Este possuli
uma por¢do aromatica onde os hidrogénios apresentaram dois dubletos, um em 7.83 ppm (J =
8,9 Hz) e outro em 7.45 ppm (J = 8.9 Hz) e um singleto para 2 hidrogénios dos prétons de
metileno CH,-Se em & 3.85 ppm.

No espectro de RMN *C do composto SeH2 (Figura 29) apresentou 0s seguintes
sinais caracteristicos: trés sinais, um em & 191.19 ppm atribuido ao carbono do grupo C=0
correspondente ao selenol éster, um na faixa de 6 176.11 ppm atribuido ao carbono do grupo
C=0 correspondente ao &cido carboxilico e outro em & 25.23 ppm atribuido ao carbono

metileno.
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Figura 28 - Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) do 4cido 4-clorobenzoselenoglicélico
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Figura 29 - Espectro de RMN *3C (101 MHz, CDCls) do é4cido 4-clorobenzoselenoglicélico
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O processo para a obtencdo das selenoglicolicamidas via reacdo dos cloretos de acidos
aroilselenoglicolicos com as arilaminas ndo foi satisfatérios. Foi observado que durante a
reacdo de sintese dos cloretos de acidos, a mistura reacional inicialmente de coloracédo
amarelada tornasse escura ao evaporar o excesso do cloreto de tionila, ocorrendo a formacao
de um precipitado escuro pegajoso que ao reagir com a anilina, por exemplo, tendo o
diclorometano como solvente e em meio basico (K,COgz), a mistura reacional ficou sob
agitacdo por 24 horas a temperatura ambiente. Ao término da reacdo, a mistura reacional foi
submetida a um tratamento via extracdo liquido-liquido e ao fim obtivesse um liquido. O
produto foi analisado via técnica espectroscépica de RMN de 'H. Ao analisar o resultado
ficou comprovada que o produto obtido se tratava da anilina. Essa via sintética mostrou que a
preparacdo das selenoglicolicamidas via cloreto de &cido ndo € apropriada devido ao fato e

dificuldade de impedir a hidrélise dos mesmos.

5.3.2 OBTENCAO DAS SELENOGLICOLICAMIDAS USANDO AS a-CLORO-N-
ARILACETAMIDA

Com a dificuldade encontrada na sintese das selenoglicolicamidas via cloreto de
acidos aroilselenoglicélicos, uma rota sintética alternativa mostrou-se ser mais eficaz, tanto na
preparacdo dos intermediarios chaves como na formacao do produto final.

As 2-cloro-N-arilacetamida sdo uma classe importante das amidas que sdo usadas
como agentes alquilantes em sintese organica, por exemplo, na sintese de lactamas e amidas
a,B-insaturadas (HARTE e GUNNLAUGSSON, 2006).

A sintese das 2-cloro-N-arilacetamidas foi realizada usando procedimentos relatados
na literatura. As metodologias usam o cloreto de 2-cloroacetila como agente acilante em
diferentes solventes e bases. A partir desses dados foram realizadas cinco reacdes, variando

trés solventes e duas bases. O condicionamento da metodologia pode ser vista na tabela 2.
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Tabela 2 - Condicdes de acetilacdo para obtencdo da 2-cloro-N-fenilacetamida

H
NH, 0 N
Condigbées Cl
+ | ———
@ CIJJ\/C - ©/ \[o]/\

(A1)
Entrada Bases Solventes t (h) Rendimento (%)
1 K2COs DMF 12 85
2 K>CO3 Acetona 24 80
3 EtsN DMF 6 93
4 Et;N Acetona 24 87
5 EtsN Diclorometano 20 90

A tabela 2 mostra que os melhores procedimentos empregados na preparacdo das o-
cloro-N-feniletamidas foram usando os solventes diclorometano e DMF e a base Et;N
(entrada 3 e 5). Neste trabalho foi usado o solvente DMF e a base EtsN devido ao tempo de
reacdo. As 2-cloro-N-arilacetamidas foram purificadas usando o método de recristalizacdo

usando etanol/agua. Na tabela 3 os rendimentos das 2-cloro-N-arilacetamidas.
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Tabela 3 - Condicdes de Reacdo, ponto de fuséo e rendimentos das 2-cloro-N-arilacetamidas

o
NH
2 )Oj\/ Et;N HNJ\/CI
cl -
| * o DMF,0°Cata, N\
G 6h,7795% ||
M
R
Entrada R Composto  Ponto de Fusao Rendimentos (%)
1 H Al 133-135° 93
2 4-NO, A2 188-190° 80
3 4-CH,CHj3 A3 140-142° 93
4 4-CHgs A4 182-184° 95
5 4-Br A5 184-186° 84
6 4-Cl A6 170-172° 85
7 4-CH(CHj3), A7 141-143° 77
8 4-OCHjs A8 119-120° 80
9 4-Cl-3-NO; A9 120-122° 78

O mecanismo da reacao pode ser vista na figura 30. A amina atua como um nucledfilo

e ataca o carbono da carbonila. Ocorre uma formacgdo de uma nova ligacdo covalente e a

formacgéo de um intermediario tetraédrico. A trietilamina captura o hidrogénio e deixando o

nitrogénio neutro. O grupo carbonilico é regenerado pela expulsdo do ion cloreto, como um

grupo de saida, formando a amida, e o ion cloreto é capturado pelo ion trietilamdnio,

formando o cloridrato de trietilamonio.
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Figura 30 - Mecanismo de obtencédo das 2-cloro-N-arilacetamidas

0
¢ o G
CI\)‘ECI c'\/i\m c'\/i\f)c‘:l ?
NH, ¢ CI\)LN + Et;NH*CI
H

I NH B — NH —
“SH
s
Et;N

As 2-cloro-N-arilacetamidas foram caracterizadas pelos métodos espectroscéopicos de

infravermelho, ressonancia magnética nuclear (RMN) 'H e C. Os espectros de
infravermelho das 2-cloro-N-arilacetamida apresentam bandas de absor¢cdes que sédo
caracteristicas para as confirmagdes de sua formacdo a partir da reacdo entre as anilinas
substituidas e o cloreto de 2-cloroacetila. As principais bandas de absorcdo observadas nestes
compostos sdo: estiramento de C=0 de amida secundaria, estiramento N-H de amida
secundaria, estiramento de C=C de anel aromatico e bandas de vibracGes de outros grupos
como, por exemplo, halogénios e NO; ligado ao anel benzénico.

Nos espectros analisados, foi possivel identificar um padrdo de absorcdo dos grupos
citados acima, o que possibilitou uma facil interpretacdo da mesma. As bandas de absor¢édo
referentes ao grupo funcional (C=0) de amida secundaria variaram de 1691-1666 cm™. As
bandas de absorcao das ligagdes N-H variaram de 3308-3128 cm™. Absorcao de estiramentos
de C-H sp? do anel aromatico variaram de 3122-3003 cm™. Absorcéo de estiramentos de C-H
de sp? variou entre 2964-2862 cm™. E absorcdo de estiramentos de C=C de anéis aromaticos
variaram entre 1600-1585 cm™. Os compostos contendo 0 grupo nitro (A2 e A9)
apresentaram como caracteristicas duas bandas de absorc¢do, uma assimétrica e outra simétrica
da ligacdo N=O em torno de 1597-1483 cm™ e 1344-1338 cm™, respectivamente. Para 0s
compostos contendo halogénio na posicdo para do anel aromatico (A5, A6 e A9) as absorcdes
foram observadas em torno de 1188, 1095 e 1045 cm™. Como exemplo representativo de
absor¢bes na regido do infravermelho, tem-se o espectro do composto 2-cloro-N-(4-

metilfenil)acetamida (Figura 31).
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Figura 31 - Espectro de Infravermelho (ATR) da 2-cloro-N-(4-metilfenil)acetamida (A4)
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Nos espectros de RMN *H de todas as 2-cloro-N-arilacetamidas, de uma forma bem
geral podemos observar dois sinais tipicos: um singleto para 2 hidrogénios atribuido ao
prétons metileno do CH,-Cl (H-2) na faixa de 4.16-4.36 ppm e uma banda larga atribuido ao
préton do N-H da amida na regido de 8.20-10.93 ppm (Tabela 4)

Tabela 4 - Deslocamento quimico de *H (H-2 e N-H) para as 2-cloro-N-arilacetamidas

H 2
8
7 3N\;(\CI
R
6 4 0

5

2-cloro-N-arilacetamidas
& 'H Al A2 A3 Ad A5 Ab A7 A8 A9
(H-2) 4.16 4.36 4.17 417 427 427 4.17 417 4.32
(N-H) 828 1093 823 821 1045 1045 821 820 10.87

Os protons do metileno (CH,-CI) na 2-cloro-N-fenilacetamida (A1) surgiram a 4.16
ppm. Para os compostos A2, A5, A6 e A9 que possuem grupos com caracteristicas de
retiradores de elétrons na porcdo aromatica, 0s protons do metileno apresentaram um

deslocamento de desprotecdo de + 0.20 ppm em relagdo ao composto Al. De maneira
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semelhante, o préton do N-H nos compostos A2, A5, A6 e A9 apresentaram um deslocamento

consideravel + 2.65 ppm em relacdo ao deslcomento do N-H do composto Al que apareceu

em 8.28 ppm. Os sinais dos prétons aromaticos variam entre 6.88-10.86 ppm, devido a

influéncia dos substituintes. Na tabela 5, observam-se as mudancas de valores nos

deslocamentos quimicos dos protons aroméaticos em virtude dos efeitos doadores e retiradores

de elétrons dos substituintes. Para calcular a mudanca de valores nos deslocamentos quimicos,

0 composto 2-cloro-N-fenilacetamida (A1) € usado como referéncia.

Tabela 5 - Mudangas de valores nos deslocamentos quimicos (Ad) dos hidrogénios

aromaticos das 2-cloro-N-arilacetamidas substituidas com a 2-cloro-N-fenilacetamida.

8 N
SShe
6 4
5
2-cloro-N-fenilacetamida (composto Al)
H-4 e H-8 = 7.52 ppm; H-5 e H-7 = 7.33 ppm; H-6 = 7.15 ppm

A8 (ppm)

Composto R H-4 H-8 H-5 H-7 H-6
A2 4-NO, 0.33 0.33 0.93 0.93 -
A3 4-CH,CH;  -0.08 -0.08 -0.15 -0.15 -
A4 4-CHs -0.10 -0.10 -0.18 -0.18 -
A5 4-Br 0.03 0.03 0.22 0.22 -
A6 4-Cl 0.11 0.11 0.07 0.07 -
A7 4-CH(CHs);  -0.07 -0.07 -0.10 -0.10 -
A8 4-OCHjs -0.09 -0.09 -0.45 -0.45 -
A9 4-CI-3-NO, 088 0.29 - 0.41 -
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O substituinte NO, na posicdo para do composto A2 produziu um efeito de
desblidagem de 0.33 ppm em relacdo aos hidrogénios H-4 e H-8 e de 0.93 ppm em relagéo
aos hidrogénios H-5 e H-7 devido ao seu efeito retirador de elétrons. Os substituintes
halogenados Br e Cl na posi¢édo para nos compostos A5 e A6 respectivamente, produziram um
efeito de desblidagem para os protons H-4, H-5, H-7 e H-8. No composto A5, o efeito de
desblidagem foi maior para os prétons H-5 e H7 resultado num deslocamento de 0.22 ppm e
no composto A6 o efeito de desblidagem foi maior para os prétons H-4 e H-8 resultando num
deslocamento de 0.11 ppm. J& nos compostos A3, A4, A7 e A8 tiveram um efeito de
blindagem para os protons H-4, H-5, H-7 e H-8, devido ao efeito doador de elétrons dos
substituintes CH,CHg, CH3, CH(CH3), e OCHg; sendo que os prétons H-5 e H-7 do composto
A8 foi 0 mais blindado resultando um deslocamento de -0.45 ppm em relacdo ao composto
Al

No espectro de RMN **C dos compostos 2-cloro-N-arilacetamidas podemos observar
dois sinais caracteristicos tipicos: um sinal de C=0 da amida (C-1) entre 163.86-165.54 ppm e
um sinal do CH,-CI (C-2) que variam entre 42.66-43.63 ppm (Tabela 6).

Tabela 6 - Deslocamento quimico de **C (C-1 e C-2) para as 2-cloro-N-arilacetamidas

8
7

H 2
N\%(\CI
R 3
F O

5

2-cloro-N-arilacetamidas

s Bc Al A2 A3 Ad A5 A6 A7 A8 A9

(C-2) 43.00 43.62 43.00 42.66 4356 4354 43.01 4297 4342
(C-1) 164.01 165.62 163.89 163.86 164.83 164.81 163.87 163.89 165.54

Como exemplo representativo dos sinais quimicos dos prétons e carbonos, tem-se 0
espectro de RMN *H e RMN *C do composto 2-cloro-N-(4-nitrofenil)acetamidas (A4)
(Figura 32 e 33).
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Figura 33 - Espectro de RMN 13C (50 MHz, DMSO) da 2-cloro-N-(4-nitrofenil)acetamida
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Depois da obtencéo dos intermediarios chaves, a sintese das selenoglicolicamidas é

mostrada no esquema 39, usando a metodologia descrita por Athayde-Filho et al (2004) como

pequenas modificacbes

Esquema 39 — Rota sintética para a obtencdo dos compostos finais

20 h, 95-85% H

Anillin.a (A1 _9)
substituidas

o) o o
H,0, rt
Se :a:H: 2 NaSeH + I\ Cl 4>H20’ |\ SeNa 70-80%
20,r rt,1h =
v R
R, 1

(o]

| N OH
Z
R\

1: R=H; 2: R=4-NO,; 3: R=CH3CH,; 4: R=CHj;; 5: R=Br; 6: R=CI
7: R =(CH;),CH; 8: R = OCH3; 9: R =4-Cl, 3-NO,
R, =H, 4-Cl

(o) N
CICH,COCI, Et;N —_—
HzN_@ 2 3 c|\)j\ /© R
—_— R CHchZ, 0° to rt., N

SOCl,
refluxo \O—R

(HSe1-12)

O processo de sintese € igual a obtencdo dos acidos aroilsenologlicélicos (SeH1-2),

entretanto com a pequena modificacdo na terceira etapa dos trés estagios: i) a producdo do

hidrogenoseleneto de sddio pela reacdo de selénio (preto em pd) com NaBH,4 em uma solucao

aquosa; ii) o NaHSe reage com cloretos de aroila formando aroilselenetos de sédio; iii) é

produzido os derivados do selenol ésteres pela reacdo do aroilselenetos de sddio com as 2-

cloro-N-arilacetamidas. Todo processo de sintese usa a agua como solvente e todas as reacoes

sdo realizadas em um unico recipiente de vidro, no caso um baldo de vidro de fundo redondo,

sob eficiente agitacdo e temperatura ambiente. O esquema 40 mostra 0s estagios para a

preparacdo dos compostos finais.
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Esquema 40 - Esquema da obtencdo das selenoglicolicamidas

1° Estagio: 4 NaBH, + 2 Se + TH,0 ——> 2 NaHSe + Na,B,0; + 14 H,

2° Estagio: 2 NaHSe + cl —  » SeNa + NaCl + H,Se
// //

Ry

-—R
3° Estagio: O)LseNa + CI\)L /O O)L \O + NaCl
AF /

1

A proposta de mecanismo da reacdo é semelhante a da formagdo dos A&cidos
aroilselenoglicélicos e pode ser vista na figura 34. A primeira etapa do mecanismo € a adi¢éo
nucleofilica de uma molécula de NaHSe ao grupo carbonila ocorrendo uma formacédo de uma
nova ligacdo covalente e a formagdo de um intermediario tetraédrico na forma anibnica. O
grupo carbonilico é regenerado pela expulsdo do ion cloreto, como um grupo de saida. A
formacdo do benzoselenoato de sdédio ocorre pela reacdo 4acido-base entre o 4&cido
benzoselendico com a segunda molécula de NaHSe. A Gltima etapa ocorre por uma reacao
Sn2 onde o grupo aroilselenoato de sédio atuando como nucledfilo ataca por trds o carbono
primario ligado ao cloro da 2-cloro-N-arilacetamida formando uma nova ligacdo e a ligacdo

carbono-cloro se rompe e o cloro € expulso na forma de ion.

Figura 34 - Proposta de Mecanismo de obtenc¢édo das selenoglicolicamidas
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Os compostos foram purificadas pelo método de recristalizagdo. Na tabela 7 s&o

observados os pontos de fuséo e os rendimentos dos compostos obtidos.

Tabela 7 - Rendimentos e Pontos de fusédo das selenoglicolicamidas

Q H
| N Se N | \—R
R1// (0] g/
Compostos R Ry FM MM P.F(°C) %
(g/mol)
HSe-01 H H CisH13NO,Se 318.23 132-133 75
HSe-02 4-NO, H CisH12N204Se 363.23 192-193 70
HSe-03 4-CH,CH3 H C17H17NO,Se 346.28 124-126 72
HSe-04 4-CHs H C16H15sNO,Se 332.26 132-134 77
HSe-05 4-Br H CisH12BrNO,Se  397.13 165-167 73
HSe-06 4-Cl H CisH12CINO,Se  352.67 152-154 68
HSe-07  4-(CH3),CH H Ci1sH19NO,Se 360.31 108-110 70
HSe-08 4-OMe H C16H15sNO3Se 348.26 139-140 75
HSe-09 4-Cl-3-NO; H CisH12CINO,Se  397.67 132-134 72
HSe-10 H 4-Cl  CisH1oCINO,Se  352.67 110-112 65
HSe-11 4-CH,CH3 4-Cl  Cy;7H16CINO,Se  380.73 142-144 75
HSe-12 4-OMe 4-Cl  CyH14CINO3sSe  382.70 150-152 77

A obtencdo dos compostos selenoglicolicamidas pode ser

evidenciada por

espectroscopia de RMN de *H e de **C, analisando-se o deslocamento de sinais dos prétons
do metileno do CH,-Cl (H-2) na faixa de 4.16-4.36 ppm e o deslocamento dos CH,-Cl (C-2)
que variam entre 42.66-43.63 ppm nos intermediarios 2-cloro-N-arilacetamidas, enquanto que

nas selenoglicolicamidas os prétons do metileno do CH,-Se (H-6) na faixa de 3.77-4.01 ppm,

0 deslocamento do CH»-Se (C-6) na faixa de 28.02-29.02 ppm e 0 aparecimento de um sinal

préximo a 200 ppm relacionado ao Se-CO (C-1).
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5.4 CARACTERIZACAO DAS SELENOGLICOLICAMIDAS

As estruturas das selenoglicolicamidas foram confirmadas pela caracterizacdo atraves
das técnicas espectroscépicas de infravermelno, RMN de 'H e *C e pela técnica de
difratometria de raios X. As atribuicdes dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios e
carbono de RMN *H e *3C dos compostos puderam ser confirmadas através de comparacdes
com as estruturas dos acidos selenoglicolicos preparados por Athayde-Filho (2004).

54.1 INTERPRETACAO DOS ESPECTROS DE RMN 'H E ®C DAS
SELENOGLICOLICAMIDAS

As estruturas derivadas de selenol ésteres tiveram suas confirmacOes através das
técnicas espectroscopicas de RMN *H e *3C, uma vez que esses compostos possuem sinais
bem caracteristicos. Um exemplo, nos espectros de '*C pode-se observar trés sinais
caracteristicos que os compostos obtidos apresentam: um sinal de C=0 (C-7) correspondente
a amida proximo a 6 168 ppm, um sinal de C=0 (C-1) correspondente ao selenol éster
proéximo de & 200 ppm e um sinal proximo de & 30 ppm correspondente ao carbono metileno
CH,-Se (C-6). Ja nos espectros de RMN de *H podem-se observar dois sinais caracteristicos:
um atribuido aos prétons de metileno CH,-Se (H-6) na regido proximo de 6 4 ppm e um
atribuido ao préton do N-H na regido proximo de & 9 ppm.

Para os compostos HSe01 & HSe09 os espectros de RMN 'H apresentaram os
seguintes sinais caracteristicos: um singleto para 2 hidrogénios dos protons de metileno CH.-
Se (H-6) na faixa de 6 3,77-4,01 ppm e um singleto para 1 hidrogénio de N-H na faixa de
8.24-10.91 ppm (tabela 8). No espectro do composto HSe-03, aparece um tripleto para 3
hidrogénios em & 1.19 ppm e uma quarteto para 2 hidrogénios em & 2.59 ppm onde R =
CH,CHegs. J& no espectro do composto HSe-04, um singleto para 3 hidrogénios aparece em d
2.29 ppm onde R = CHgs. No espectro do composto HSe-07, aparece um dupleto para 6
hidrogénios em & 1.21 ppm e um septeto para 1 hidrogénio em 6 2.86 ppm onde R =
(CH3),CH. No espectro do composto HSe-08 observa-se um singleto para 5 hidrogénios em
3.77 ppm, onde o sinal dos prétons metilénicos CH,-Se (H-6) se sobrepdem ao sinal do grupo
OCHs.
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Tabela 8 - Deslocamento quimico de *H em ppm de (H-6 e N-H) para os HSe1-9

3 6 H 13
7 _N 12
4 21 Se 8 N
| —R
5 O N An
4' 0

Selenoglicolicamidas
& 'H HSel HSe2 HSe3 HSe4 HSe5 HSe6 HSe7 HSe8 HSe9

(H-6) 3.78  3.80 3.78 .77 377 377 3.77 3.77 401
(N-H) 836  8.82 8.30 828 840 8.38 8.25 8.24 10.91

Para 0s compostos de HSe-01 & HSe-09 os espectros de RMN de *3C apresentaram os
seguintes sinais caracteristicos: trés sinais, um na faixa de & 193.09-197.59 ppm atribuido ao
carbono (C-1) do grupo C=0 correspondente ao selenol éster, um na faixa de 6 167.90-168.35
ppm atribuido ao carbono (C-7) do grupo C=0 correspondente a amida e outro em 6 28.02-
29.02 ppm atribuido ao carbono (C-6) do carbono metileno (tabela 9). No espectro do
composto HSe-03 observamos dois sinais adicionais na regido de alifaticos: um em 6 28.31
ppm e outro em 6 15.72 ppm atribuidos aos carbonos do grupo etila na posic¢éo para do anel
aromatico B. No espectro do composto HSe-04 observa-se um sinal adicional na regido de
alifatico em 6 20.99 ppm atribuido ao carbono do grupo metila na posicdo para do anel
aromatico B. No espectro do composto HSe-07 observa-se dois sinais adicionais: um em
33.74 ppm e outro em 24.14 ppm atribuidos aos carbonos do grupo isopropil na posi¢do para
do anel aromético B. No espectro do HSe-08 observa-se um sinal adicional em & 55.57 ppm
atribuido ao carbono do grupo metdxi na posicdo para do anel aroméatico B. Em todos os
compostos 0s sinais atribuidos aos carbonos arométicos se encontram na faixa entre & 117.0-
156.58 ppm.
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Tabela 9 - Deslocamento quimico de **C em ppm de (C-1, C-6 e C-7) para os HSe1-9.

(o]
3 6 H 13
4 71 Se 8 I N 12R
5 3 0 KA+
4 10

Selenoglicolicamidas
d°C "HSel HSe2 HSe3 HSe4 HSe5 HSe6 HSe7 HSe8 HSe9

(C-1) 196.74 19759 196.51 196.64 197.03 196.91 196.63 196.37 193.09
(C-6) 28.27 28.02 2816 2827 2814 2815 2829 2822 29.02
(C-7) 168.25 168.83 167.99 168.10 168.35 168.28 168.10 168.00 167.90

Para os compostos HSe-10 a HSe-12 os espectros de RMN *H apresentaram os
seguintes sinais caracteristicos: um singleto para 2 hidrogénios dos protons de metileno CH.-
Se (H-6) na faixa de 6 3.78-3.79 ppm e um singleto para 1 hidrogénio de N-H na faixa de
8.15-8.30 ppm (tabela 10). No espectro do composto HSe-11, aparece um tripleto para 3
hidrogénios em & 1.19 ppm e um quarteto para 2 hidrogénios em 6 2.59 ppm onde R =
CH2CHjs. No espectro do composto HSe-12 observa-se um singleto para 5 hidrogénios em
3.78 ppm, onde o sinal dos prétons metilénicos CH,-Se (H-6) se sobrepdem ao sinal do grupo

metoxi.

Tabela 10 - Deslocamento quimico de *H em ppm de (H-6 e N-H) para os HSe10-12

3 5 H 13
4 7 Se 8 I \—12R
. o) =
cl 4 3 9 Z 1
Selenoglicolicamidas
& 'H HSe-10 HSe-11 HSe-12
(H-6) 3.79 3.78 3.78

(N-H) 8.30 8.25 8.15
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Para os compostos de HSe-11 e HSe-12 os espectros de RMN de **C apresentaram os
seguintes sinais caracteristicos: trés sinais, um em 6 195.36-195.22 ppm atribuido ao carbono
(C-1) do grupo C=0 correspondente ao selenol éster, um em 6 167.81-167.71 ppm atribuido
ao carbono (C-7) do grupo C=0 correspondente a amida e outro em 6 28.50-28.43 ppm
atribuido ao carbono (C-6) do carbono metilénico. Ainda no espectro do composto HSe-11
observamos dois sinais adicionais na regido de alifaticos: um em 6 28.42 ppm e outro em J
15.85 ppm atribuidos aos carbonos do grupo etila na posi¢cdo para do anel aromatico B. No
espectro do HSe-12 observa-se um sinal adicional em 6 55.58 ppm atribuido ao carbono do
grupo metdxi na posicdo para do anel aromatico B. Os sinais atribuidos aos carbonos
aromaticos se encontram na faixa entre 8 156.60-114.22 ppm.

5.4.2 INTERPRETACAO DOS ESPECTROS DE INFRAVERMELHO DAS
SELENOGLICOLICAMIDAS

Os espectros de infravermelho das selenoglicolicamidas apresentam bandas de
absorcdo que sdo caracteristicas para as confirmacdes de sua formacéo a partir da reacao entre
as 2-cloro-N-arilacetamidas e o aroilselenetos de sddio. As principais bandas de absorcédo
observadas nestes compostos sdo: estiramento de C=0 de selenol éster, estiramento de C=0
de amida secundéria, estiramento N-H de amida secundéria, estiramento de C=C de anel
aromatico e bandas de vibragbes de outros grupos como, por exemplo, halogénios e NO;
ligado ao anel benzénico.

Nos espectros analisados, foi possiveis identificar um padrdo de absor¢cdo dos grupos
citados acima, o que possibilitou uma facil interpretacdo da mesma. As bandas de absor¢éo
referentes ao grupo funcional (C=0) de amida secundaria variaram de 1651-1670 cm™. As
bandas de absorcao referentes ao grupo funcional (C=0) de selenol ésteres variaram de 1670-
1674 cm™. As bandas de absorcdo das ligagdes N-H variaram de 3261-3278 cm™. Absorcdes
de estiramentos de C-H sp® do anel aroméatico variaram de 3207-3053 cm™. Absorcdes de
estiramentos de C-H de sp® variaram entre 2962-2854 cm™. E absorces de estiramentos de
C=C de anéis aromaticos variaram entre de 1600-1585 cm™. Os compostos contendo o grupo
nitro (HSe-02 e HSe-09) apresentaram como caracteristicas duas bandas de absor¢do, uma
assimétrica e outra simétrica da ligacdo N=0O em torno de 1542-1502 cm™ e 1335-1324 cm™,
respectivamente. Para 0s compostos contendo halogénio na posi¢do para do anel aromatico
(HSe-05, HSe-06, HSe-09, HSe-10, HSe-11 e HSe-12) as absor¢des foram observadas em
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torno de 1068-1108 cm™. Como exemplo representativo de absorcdes na regido do
infravermelho, tem-se o espectro do composto N-(4-metilfenil)benzolenoglicolicamida
(HSe4).

Figura 35 - Espectro de infravermelho (ATR) do N-(4-metilfenil)benzolenoglicolicamida
HSe-04
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5.4.3 DETERMINACAO DE ESTRUTURA CRISTALINA E ESTUDOS
TOPOLOGICOS DOS COMPOSTOS

Os cristais dos compostos HSe-03 e HSe-08 foram obtidos dissolvendo-se 5 mg de
respectivo composto em 2 mL de solvente, apds lenta evaporagdo de solvente a temperatura
ambiente (CHCI3:CH3;OH 9:1). Os cristais obtidos foram submetidos a analise de
difratometria de raios X, técnica através da qual sdo identificadas as posicGes atémicas,
levando a obtencdo da distribuicdo das moléculas no cristal.

Os arquivos de informacdes cristalogréficas carregando os conjuntos de dados das
selenoglicolicamidas HSe-03 e HSe-08 foram depositados na Base de Dados Cambridge
Structural sob o depdsito dos cédigos CCDC 1825141 e CCDC 1845441 para 0 composto
HSe-03 e 0 HSe-08 respectivamente. Os dados cristalograficos dos compostos e refinamento

de estrutura estdo mostrados na tabela 11.



84

Tabela 11 — Dados cristalograficos e refinamento das estruturas dos compostos HSe-03 e

HSe-08
HSe-03 HSe-08
Férmula Molecular C17H17NO,Se C16H15sNO3Se
Peso Molecular (g mol™ 346.27 348.25
Temperatura (K) 296(2) 100(2)
Comprimento de Onda (A) 1.54178 0.71073
Sistema Cristalino Triclinico Monoclinico
Grupo Espacial P1 P2;/c

Parametros da Unidade da célula

a =4.99600(10) A
b=12.3491(3) A
c=12.9092(3) A
o = 95.9540(10)°

a=13.9089(5) A
b =4.6799(2) A
¢ =23.0685(8) A
B =96.6610(10)°

B = 93.1860(10)° o=y =90°
v =94.2620(10)°
Volume (A% 788.35(3) 1491.44(10)
y4 2 4
Densidade Calculada (Mg/m®) 1.459 1.551
Coeficiente de Absorcao 3.252 mn™ 2.527 mn*

Tamanho do cristal (mm°)

0.451x 0.230x 0.135

0.162 x 0.152 x 0.077

0-intervalo para coleta de dados

4.717 - 66.574°

2.438 - 27.145°

F(000) 352 704
indice de Variacéo -5<h<4;-14<k<14; -17<h<17;-6 <k <6;
-15<1<15 -29<1<29
Reflexdes coletadas 10501 40631
Reflexdes independentes 2601 3282
[R(int) = 0.0174] [R(int) = 0.0282]
Perfeicao para 0 = 25° (%) 92.2 99.8
Parametros refinados 185 195
Goodness-of-fit em F? 1.041 1.029
R1 para |l > 20(l) 0.0499 0.0206
WR?2 para todos os dados 0.1408 0.0497
Maior dif.. pico/orificio (eA™) 1.549/-0.669 0.367/-0.464
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Para os compostos HSe-03 e HSe-08 foi observada uma molécula na cela unitéria. As
representagdes ORTEP dos compostos HSe-03 e HSe-08 estdo demostradas nas Figuras 36 e
37. As elipsoides estdo representadas a 50% de probabilidade e os &tomos de hidrogénio estédo

demonstrados por circulos de raios arbitrarios.

Figura 36 - Representacdo ORTEP do composto HSe-03
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Figura 37 - Representacdo ORTEP do composto HSE8
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A quimica supramolecular consiste na concepcdo de que sistemas podem se auto-
organizar, ou sSeja, sistemas sd0 capazes de gerar espontaneamente arquiteturas
supramoleculares bem definidas através de interacGes entre seus componentes, sob o controle
das informagdes moleculares armazenadas na estrutura covalente dos mesmos. Assim, sera
abordada a analise da estrutura supramolecular dos compostos HSe-03 e HSe-08, a partir da

metodologia do cluster supramolecular (Martins et al., 2014), além do estudo do
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empacotamento cristalino em fun¢do do numero de coordenacdo molecular (NCM) e das
areas de contato entre as moléculas do cluster presentes na primeira esfera de coordenacéo.
Para tal estudo serdo empregados os programas TOPOS®, com a finalidade de determinar os
dados topolégicos, além do Mercury®.

Define-se 0 NCM como o nimero de moléculas que tem ao menos um contato com
uma dada molécula (chamada de molécula central, M1). Estas moléculas compdem o cluster e
sdo a representacdo minima do cristal e constituem a primeira esfera de coordenacao.

Para a determinacdo do NCM, utiliza-se o Poliedro de Voronoi-Dirichlet (PVD), o
qual se baseia na interseccdo de planos perpendiculares a um segmento que conectam um
determinado atomo da M1 ao mesmo atomo de outra molécula vizinha, sendo adicionadas a
primeira esfera de coordenacdo todas as moléculas onde seus poliedros possuem ao menos
uma aresta em comum com a M1.

O NCM para os compostos HSe-03 e HSe-08 foi de 14, sendo observadas 6 moléculas
na camada central e 4 moléculas em cada uma das camadas superior e inferior (Figura 38 e
39).

Figura 38 - Cluster supramolecular do composto HSe-03
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Figura 39 - Cluster supramolecular do composto HSe-08

A area de contato (Cy1..mn) € definida como a area através da qual a M1 e uma dada
molécula vizinha (MN) estdo associadas, de forma que a &rea de contato € equivalente as
faces do PVD que estdo em contato. Por sua vez, a area de contato total de cada cluster
(Ceuster) pode ser obtida a partir do somatério da area de contato entre todos os dimeros,

conforme a Equacéo 1.

Celuster = Z Cwm1.MN (1)

Na Tabela 12 estdo apresentadas as areas de contato para os dimeros da primeira
esfera de coordenacdo dos compostos HSe3 e HSe8. Primeira hierarquia de interacdo: Negrito
(vermelho); segunda hierarquia de interacdo: Italico sublinhado (azul) ; terceira hierarquia de

interacdo: Negrito italico (cinza).
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Tabela 12 - Areas de contato (CM1...MN) para os dimeros da primeira esfera de coordenagéo

dos compostos HSe-03 e HSe-08

Composto HSe-03 HSe-08
Dimero Cmz.mn (A) Cmz.mn (A)
M1-M2 60,88 53,41
M1-M3 60,88 53,41
M1-M4 13,35 12,95
M1-M5 11,9 12,71
M1-M6 11,07 16,12
M1-M7 16,36 16,12
M1-M8 47,57
M1-M9 46,44
M1-M10 11,9 12,95
M1-M11 13,35 12,71
M1-M12 6,07 13,94
M1-M13 19,25 13,94
M1-M14 44,36
M1-M15 48,07

Cotuster (A%) 406,15 391,74

Apbs determinar as areas de contato para cada um dos dimeros dos clusters dos

compostos HSe-03 e HSe-08 e hierarquiza-las em ordem decrescente, o proximo passo no
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estudo do empacotamento cristalino consiste em sugerir um possivel mecanismo de
cristalizacdo dos compostos, evidenciando as principais semelhancas e diferencas entre eles.
O mecanismo de cristalizacdo fundamenta-se na teoria da hierarquia das interacfes
intermoleculares, segundo o qual no processo de cristalizacdo ocorre primeiro a formacao das
interagBes intermoleculares mais estabilizantes, dimeros com maiores areas de contato, e,
subsequentemente, ocorre a formagdo das interagdes intermoleculares menos estabilizantes,
dimeros com menores areas de contato.

Assim, para 0 composto HSe-03, pode-se propor que no 1° estdgio de cristalizacdo
ocorre a formacdo de trimeros, M2"M1"M3, através, principalmente, da ligacdo de
hidrogénio classica, e, consequentemente, empilhamento destes trimeros, correspondendo a
30% da area do cluster; no 2° estagio, ocorre a aproximacéo de colunas de dimeros, M8-M9 e
M14-M15, somando 45% a area do cluster; por fim, colunas de dimeros de consequéncia se

aproximam, completando a area total do cluster (Figura 40).

Figura 40 - 1° e 2° estagios de cristalizacdo do composto HSe3

De maneira semelhante, para o0 composto HSe-08, pode-se propor que no 1° estagio de
cristalizacdo ocorre a formacéo de trimeros, M2M1~M3, através, principalmente, da ligacdo
de hidrogénio classica, e, consequentemente, empilhamento destes trimeros, correspondendo a
27% da area do cluster; no 2° estagio, ocorre a aproximacao de colunas de dimeros, M8 M9 e
M14-M15, somando 44% a area do cluster; por fim, colunas de dimeros de consequéncia se

aproximam, completando a area total do cluster (Figura 41).
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Figura 41 - 1° e 2° estagios de cristalizacdo do composto HSe-08

55 ATIVIDADE BIOLOGICA

Os compostos selenoglicolicamidas foram devidamente avaliados na atividade

antimicrobiana, leishmanicida e na citotoxidade in vitro.

5.5.1 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Staphylococcus aureus € um patégeno oportunista significativo causador de uma
ampla série de infeccBes que afetam a epiderme e os tecidos moles, bem como infeccGes
invasivas, englobando a pneumonia, infeccdes na corrente sanguinea, infecgbes 0sseas e
articulares (BOSWIHI e UDO, 2018). O primeiro antibi6tico desenvolvido para o tratamento
de infecgBes causadas por S. aureus foi a penicilina. Contudo, as linhagens de S. aureus
resistentes ao antibidtico surgiram apos a sua aplicacdo clinica. Novos antibidticos foram
desenvolvidos, como a tetraciclina, eritromicina e cloranfenicol para o tratamento das
infeccOes causadas pela S. aureus que adquiram resisténcia a penicilina. Entretanto, o
patogeno adquiriu resisténcia as esses novos antibidticos. A resisténcia aos antibioticos é um
dos desafios mais significativos para o setor de satde atualmente.

Os compostos de selenoglicolicamidas (HSe-01 a HSe-09) foram avaliados in vitro
para a atividade antiestafilocdcica em trés cepas de efluxo de Staphylococcus aureus: SA-
1199B, que transporta o gene que codifica a proteina de efluxo de fluoroquinolona NorA,
cepa RN-4220, que possui 0 plasmideo pUL5054 que transporta o gene que codifica a

proteina MsrA para o efluxo macrdlido e a estirpe 1S-58, que possui a proteina de efluxo para
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a tetraciclina (TetK). Tambem foi utilizada uma cepa padrdo ATCC 25923, que ndo produz
beta-lactamase e é uma cepa importante para a difusdo de disco de teste de qualidade e teste
de CIM em Staphylococcus spp.

Os  compostos  apresentaram atividade  antiestafilococica para  as
linhagens de Staphylococcus aureus (linhagens com sistema de efluxo) ensaiadas com CIM
entre 16 pg/mL a 256 pg/mL e para a linhagem ATCC 25923 com CIM entre 128 pg/mL a
256 pg/mL Tabela 13.

Tabela 13 - Valores de CIM (ug/mL) dos compostos de organoselénio frente a linhagens de
Staphylococcus aureus

Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) em pg/mL

Linhagens de S. aureus (linhagens com sistema de efluxo)

Compostos ATCC 1S-58 RN4220 SA-1199B miLog P
25923 (TetK) (MsrA) (NorA)

HSe-01 128 32 32 128 3,23
HSe-02 256 128 128 256 3,19
HSe-03 >256 256 256 256 4,14
HSe-04 >256 256 256 256 3,67
HSe-05 >256 256 256 256 4,04
HSe-06 >256 16 32 32 3,90
HSe-07 >256 128 256 256 4,74
HSe-08 256 128 128 256 3,28
HSe-09 >256 32 64 16 3,79

Cloranfenicol 128 64 64 64 0,73

TEK = Proteina de efluxo para tetraciclina; MrsA = Proteinas de efluxo para macrolideos;
NorA = Proteinas de efluxo para fluoroquinolonas; miLog P = coeficiente de parti¢do
octanol/agua baseado no modelo do software Molinspiration online disponivel no site
http://www.molinspiration.com

Segundo Gibbons (2008), compostos (de produtos naturais) com CIM acima de 100
pg/mL sdo considerados agentes antimicrobianos pouco ativos, enquanto aqueles com CIM
abaixo de 10 pg/mL (ideal < 2 pg/mL) sdo considerados de grande interesse para inddstrias
farmacéuticas. No entanto, de acordo com Radhakrishna (2010) os ésteres derivados dos

acidos selenoglicélicos e anélogos séo considerados moderados a bons agentes ativos contra


http://www.molinspiration.com/
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bactérias Staphylococcus aureus com valores de CIM entre 0,1-50 mg/mL e compostos
derivados de ebselen sdo considerados altamente ativos contra Staphylococcus aureus com
valores de CIM entre 2,0-32 pg/mL (PIETKA-OTTLIK, 2008).

Em geral, para as linhagens de efluxo testadas, dos nove compostos de
selenoglicolicamidas, apenas trés compostos (HSe-01, HSe-06 e HSe-09) foram mais
efetivos, apresentando valores de CIM < 64 pg/mL, enquanto as outras selenoglicolicamidas
apresentaram valores de CIM entre 256-128 ug/mL, considerada baixa atividade inibitoria. O
composto HSe-01 apresentou atividade contra as cepas 1S-58 e RN-4220 com uma CIM de 32
pug/mL e na cepa SA-1199B com uma CIM de 128 pg/mL. O composto HSe-06 apresentou
atividade contra a cepa 1S-58, com uma CIM de 16 pg/mL, e as cepas RN-4220 e SA-1199B,
com uma CIM de 32 pg/mL. O composto HSe-09 apresentou uma CIM de 32 pg/mL para a
cepa I1S-58, uma CIM de 64 pg/mL para a linhagem RN-4220 e uma CIM de 16 pg/mL para a
cepa SA-1199B. Assim, os compostos HSe-01, HSe-06 e HSe-09 mostraram ser melhores do
que o composto padrédo utilizado na experiéncia, cloranfenicol. Por outro lado, 0s compostos
HSe-02 e HSe-08 apresentaram atividades idénticas contra as cepas 1S-58 e RN-4220, com
uma CIM de 128 pg/mL. Os compostos HSe-03, HSe-04 e HSe-05 apresentaram uma CIM
de 256 pg/mL contra trés espécies de efluxo (IS-58, RN-4220 e SA-1199B). Na linhagem
ATCC 25923, os compostos apresentaram baixa atividade, com exce¢do do composto HSe-
01, que apresentou resultado de atividade idéntica ao cloranfenicol.

Segundo Zloh et al., (2008) uma caracteristica de substancias que possuem um alto
grau de lipofilicidade é a capacidade de inibir as bactérias multirresistentes (MR) que
possuem proteinas de efluxo como mecanismo de defesa. Entretanto, este estudo mostrou que
os resultados obtidos ndo foram consistentes com a afirmacao de Zloh et al (2004), ou seja,
esta regra ndo se aplica as selenoglicolicamidas. Os compostos HSe-07, HSe-03 e HSe-05
apresentaram os maiores valores de lipofilicidade, devendo demonstrar resultados de agéo
antimicrobiana compativeis com a afirmacao de Zloh et al., (2004) no entanto, eles ndo foram
as cepas mais ativas testadas. Os compostos com halogénios em sua estrutura podem
aumentar a lipofilicidade, como foi demonstrado pelos compostos HSe-06 e HSe-09, ambos
com cloro, que apresentaram melhores resultados frente as cepas 1S-58 (TetK), RN-4220
(MsrA) e SA-1199B ( NorA). No entanto, o composto HSe-05, com bromo, ndo apresentou
atividade antibacteriana significativa. Embora o composto HSe-02 possua um grupo nitro,
que é um grupo farmacofdrico capaz de promover um aumento no carater hidrofébico da

molécula ndo apresentou atividade antibacteriana compativel. No entanto, 0 composto HSe-
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09, que contém um atomo de cloro e um grupo nitro, demonstrou um efeito antibacteriano
relevante. Para os compostos HSe-03, HSe-04, HSe-07 e HSe-08 que possuem grupos
ativadores no anel benzeno, ndo foi observada acdo antimicrobiana efetiva contra as cepas
testadas.

Para a avaliacdo das selenoglicolicamidas como modulador da resisténcia, foi
realizada a avaliagdo da sensibilidade do antibidtico tetraciclina na auséncia e em uma
combinacéo de concentragdo subinibitoria (Y4 da CIM) das selenoglicolicamidas contra a cepa

de S. aureus 1S-58. Os resultados estédo apresentados na tabela 14.

Tabela 14 - Atividade Moduladora dos compostos das selenioglicolicamidas

Compostos Concentragdo Inibitéria Minima (pug/mL)

(¥4 da CIM) IS-58 (TetK) Fator de reducédo da CIM
HSe-01 0,50 256
HSe-02 0,50 256
HSe-03 2 64
HSe-04 0,25 512
HSe-05 0,25 512
HSe-06 4 32
HSe-07 2 64
HSe-08 1 128
HSe-09 2 64

Tetraciclina 128 -

Na tabela 14, a modulacdo da resisténcia a tetraciclina frente a cepa 1S-58 ocorreu para
todas as combinacgdes da tetraciclina com os compostos de selenoglicolicamidas. Verifica-se

que na auséncia das selenoglicolicamidas no meio de cultura, a CIM da tetraciclina foi de 128
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ug/mL e na combinagdo da tetraciclina com as selenoglicolicamidas ocorreu reducdo da CIM
do antibidtico apresentando valores entre 4-0,25 pug/mL. Em geral, dos noves compostos de
selenoglicolicamidas, os compostos HSe-01, HSe-02, HSe-04, HSe-05 e HSe-08 foram mais
efetivos, apresentando atividade moduladora com valores de CIM entre 1-0,25 ug/mL. Na
combinacéo da tetraciclina com o composto HSe-08 a reducéo da CIM foi de 128 vezes, ou
seja, 1 ug/mL. Na combinagdo da tetraciclina com os compostos HSe-01 e HSe-02 a CIM da
tetraciclina passou de 128 pg/mL para 0,50 ug/mL, com um fator de reducao de 256 vezes. Os
compostos HSe-04 e HSe-05 apresentaram um fator de reducéo de 512 vezes, ou seja, a CIM
da tetraciclina passou de 128 pg/mL para 0,25 pg/mL.

Esses resultados mostram a relevancia da avaliagdo dos compostos de selénio como

potencial adjuvante da tetraciclina na modulacdo da bomba de efluxo na cepa S. aureus 1S-58.

5.5.2 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Durante as ultimas décadas, as infeccGes fungicas sistémicas tornaram-se uma
preocupacdo para 0s especialistas da salde devido ao aumento de hospedeiros
imunocomprometidos. A mortalidade, a morbidade e as despesas no tratamento contra as
infeccdes causadas pelos fungos aumentaram devido ao surgimento de cepas resistentes para
todas as categorias de farmacos antifingicas (SHENG et al., 2011; GUERRA et al., 2018).
Entre os fungos responsaveis pelas doencas, destacam-se aqueles referentes ao género
Candida, que sdo patdgenos oportunistas regularmente coletados das regiGes mucosas de
pessoas normais, podendo causar danos superficiais até infec¢bes espalhadas denominadas
candidiases (ALVARES, 2007).

O farmaco anfotericina B usado no tratamento das doencas causadas pelos fungos é
bastante toxico e possui efeitos colaterais graves. Na busca por novos medicamentos que
possuem menor toxicidade para o tratamento das infeccOes causadas pelos fungos, 0s
compostos selenoglicolicamidas (HSe-01 a HSe-07) foram avaliados contra quatro espécies
de Candida: Candida albicans (ATCC-76485 e LM-5) e Candida tropicalis (ATCC 13803 e
LM-96) usando a nistatina como padréo.

A atividade antifungica (Tabela 15) dos produtos foi interpretada e considerada ativa

ou ndo, conforme os seguintes critérios: 50-500 pg/mL=excelente/étima atividade; 600-1500
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pg/mL=moderada atividade; e > 1500 pug/mL= baixa atividade ou produto inativo (HOLETZ
et al., 2002; SARTORATTO et al., 2004; HOUGHTON et al., 2007).

Tabela 15 - Concentracdo Inibitéria Minima das selenoglicolicamidas frente as cepas de
Candidas

Concentracéo Inibitoria Minima (pug/mL)

Cepas de Candida

Compound C. albicans C. albicans C. tropicalis C. tropicalis
ATCC-76485 LM-5 ATCC-13803 LM-96

HSe-01 1024 1024 1024 1024
HSe-02 + + + +
HSe-03 + + + +
HSe-04 + + + +
HSe-05 + + + +
HSe-06 + + + +
HSe-07 + + + +
HSe-08 + + + +
HSe-09 + + 512 512

Nistatina - - - -

-: N&o houve crescimento do microrganismo; +: crescimento do microrganismo

Dos nove compostos testados, apenas os compostos HSe-01 e HSe-09 exibiram
atividade inibidora contra as estirpes mencionadas na avaliacdo. O composto HSe-01
demonstrou uma inibicdo de 100% e uma moderada atividade contra as quatro cepas de
Candida (C. albicans ATCC-76485, C. albicans LM-5, C. tropicalis ATCC-13803 e C.
tropicalis LM-96), concentracdo inibitoria minima de 1024 pg/mL. No entanto, 0 composto
HSe-09 apresentou uma inibicdo de 50% com uma grande atividade contra duas das quatro
cepas de Candida (C. tropicalis ATCC-13803 e C. tropicalis LM-96), com uma concentragdo
inibitéria minima de 512 pg/mL. Os resultados, portanto, foram considerados entre bons e
moderados em termos de atividade bioldgica e levando em consideracdo 0s parametros

estabelecidos.
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5.5.3 ATIVIDADE LEISHMANICIDA

A leishmaniose é uma doenca infecciosa prevalente na Europa, Africa, Asia e
Ameéricas. Ela é tipica em 88 paises, e mata milhares e enfraquece milhdes de pessoas a cada
ano (SCOTTI et al., 2015). E uma doenca causada por protozoarios do género Leishmania que
afetam a pele, membranas mucosas e 0Orgdos internos e sdo classificadas em trés
manifestacdes principais (SOARES-BEZERRA et al., 2004): Leishmaniose visceral é causada
por parasitos das espécies L. donovani, L. chagasi e L. infantum; Leishmania cutanea € que
caracteriza-se por Ulceras cronicas na pele causa pelo causada pela L. mexicana, L. tropical e
L. major; Leishmania mucocutanea causada geralmente por L. braziliensis, destroem a
mucosa nasal e oral. A Organizacdo Mundial da Saidde — OMS revelou em 2016 que 1,3
milhGes de pessoas sdo infectados anualmente pela leishmaniose, sendo que 0,2 a 0,5 milhdes
séo da Leishmania visceral e 0,7 a 1,2 milhdes da Leishmania cutanea.

Os medicamentos destinados a quimioterapia para o tratamento das leishmanioses ndo
sdo satisfatorios e apresentam desvantagens devido a alta toxicidade e efeitos colaterais
desagradaveis. Os principais farmacos aprovados para 0 uso sdo antimoniais pentavalentes
(estibogluconato de sodio e antimoniato de meglumina), pentamidina, anfotericina B,
paramonicina e miltefosina.

Na busca por novos medicamentos para o tratamento das leishmanioses, 0s compostos
selenoglicolicamidas foram avaliados in vitro para a atividade Leishmanicida frente células
promastigotas de Leishmania amazonensis. Os resultados na tabela 16 apresentam os valores

da Clso dos dozes compostos da selenoglicolicamidas sintetizados neste trabalho.
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Tabela 16 - Atividade leischmanicidas das selenoglicolicamidas contra as células
promastigotas de Leishmania amazonensis

Compostos Clso (pg/mL) Clso (LM) miLog P
HSe-01 5,13 16,12 3,23
HSe-02 10,19 28,05 3,19
HSe-03 7,21 20,81 4,14
HSe-04 4,62 13,90 3,67
HSe-05 2,17 5,46 4,04
HSe-06 2,49 7,06 3,90
HSe-07 4,17 11,57 4,74
HSe-08 3,54 10,16 3,28
HSe-09 3,46 8,70 3,79
HSe-10 4,14 11,73 3,91
HSe-11 2,83 7,43 4.82
HSe-12 3,47 9,06 3.97

Anfotericina B 0,17 0,52 -2.49

miLog P = coeficiente de particdo octanol/dgua baseado no modelo do software
Molinspiration online disponivel no site http://www.molinspiration.com

Podemos observar na tabela 16 que todos os compostos selenoglicolicamidas
apresentaram uma Clsg entre 28,05 — 5,46 uM, sendo que os compostos HSe-05, HSe-06,
HSe-09, HSe-11 e HSe-12 inferiores a 10 uM.

De acordo com a regra de Lipinski (1997 e 2001), compostos com Log P < 5 possuem
melhor absorgdo e permeacdo in vivo. Daunes e D’Silva (2001) relataram uma série de

moléculas que apresentaram mais atividade antiprotozoario, uma vez que essas moléculas
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apresentaram um logP > 2.7, ou seja, o carater hidrofébico dessas moléculas foram as que
apresentam as melhora respostas para a atividade leishmanicida.

Neste trabalho, as selenoglicolicamidas mostraram uma lipofilicidade 3,19 < milog P
< 4,82 (tabela 16), refletindo dessa forma uma lipoficidade adequada para o transporte atraves
das membranas e resultando uma O6tima atividade leishmanicida. Outra abordagem que
podemos observar nos resultados na tabela 16, € quando 0s compostos que apresentaram uma
Clsp inferiores a 10 uM possuem halogénio no seu em suas estruturas. Isto € visto quando
comparamos 0 composto HSe-03 com o HSe-11, onde o HSe-03 contendo o hidrogénio no
anel A e o grupo CH3CHj; na posi¢do para no anel aromatico B (figura 27) possui uma Clsg de
20,81 uM enquanto que o HSe-11 contém o cloro no anel A e o grupo CH3CH; na posicéo
para no anel aromatico B (figura 27) possui uma Clsg de 7,43 puM. A presenca do halogénio
no composto HSe-11 apresentou uma reducdo na Clsy de aproximadamente 2,3 vezes

comparado com a mesma estrutura sem a presenca do halogénio.

554 CITOTOXICIDADE IN VITRO

A citotoxidade in vitro dos compostos selenoglicolicamidas (HSe-01 a HSe-07) foi
avaliada em 3 linhagens de células tumorais: MCF-7 (carcinoma de c6lon - humano), HEp-2
(carcinoma de laringe - humano) e HL60 (leucemia promielocitica). e foi realizada no
Laboratdrio de Bioensaios para Pesquisa de Farmacos, Universidade Federal de Pernambuco,
Departamento de Antibidticos em colaboracdo com o professor Manoel Adrido.

Esses ensaios fazem parte de um screening inicial para determinacdo do potencial
antitumoral destas amostras. Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial
citotoxico das amostras testadas. Amostras sem atividade (1 a 20% de inibi¢do), com pouca
atividade (inibicdo de crescimento celular variando de 20 a 50%), com atividade moderada
(inibig&o de crescimento celular variando de 50 a 70%) e com muita atividade (inibigdo de
crescimento variando de 70 a 100%). A tabela 17 apresenta o percentual de inibicdo dos

compostos.
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Tabela 17 - Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) das selenoglicolicamida em
trés linhagens tumorais testadas na dose Gnica de 25 pg/mL.

MCF-7 HEp-2 HL-60
Amostra Média Erro Média Erro Media Erro
IC% Padréo IC% Padréo IC% Padréo
HSe-01 45,20 1,65 93,38 2,14 96,95 0,52
HSe-02 70,90 2,63 100,0 0,00 97,56 1,73
HSe-03 43,45 0,87 94,45 0,09 94,38 0,217
HSe-04 48,42 0,38 94,74 0,39 95,25 0,82
HSe-05 48,51 2,43 100,0 0,00 99,56 0,43
HSe-06 40,63 3,31 98,44 1,55 97,12 0,34
HSe-07 49,00 3,11 93,48 2,04 91,60 3,78

Os compostos HSe-01, HSe-03, HSe-04, HSe-05, HSe-06 e HSe-07 apresentaram
pouca atividade na linhagem MCF-7, onde a menor porcentagem de inibicéo foi de 40,63%
para 0 HSe-06 e o de maior porcentagem foi de 49,00% para HSe-07 e o HSe-02 apresentou
atividade moderada com uma porcentagem de inibicdo de 70,90%. Na linhagem HEp-2 os
compostos apresentaram muita atividade, onde a menor porcentagem de inibicdo foi de
93,38% para 0 HSe-01 e o de maior porcentagem de inibicdo foram de 100% para o HSe-02 e
HSe-05. Na linhagem HL60 os compostos apresentaram muita atividade, onde a menor
porcentagem de inibicao foi de 91,60% para 0 HSe-07 e o de maior porcentagem de inibicdo
foi de 99,56% para 0 HSe-05.

ApOls esse screening inicial, quatro dos sete compostos foram escolhidos para
determinacédo do Cl 50%, concentragdo do composto que inibe em 50% o crescimento celular,
tendo sido escolhidos os compostos HSe-02, HSe-05, HSe-06 e HSe-07. Os testes de

viabilidade celular, foram desenvolvidos no Laboratorio de Fisiologia Animal e Morfologia
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Aplicada, da Universidade Federal Rural de Pernambuco, sob coordenagéo do Prof. Manoel
Adrido.

Para esta analise foram utilizadas duas linhagens, sendo uma de células tumorais néo
aderidas (HL-60) e uma linhagem de células sanguineas normais (PBMC). A viabilidade
celular foi avaliada para diferentes concentragfes dos compostos, bem como em diferentes
concentragfes da doxorrubicina, um quimioterapico usual no tratamento clinico de pacientes

oncologicos, como composto padrao. Resultados apresentados na tabela 18.

Tabela 18 - Atividade citotoxica em 24 horas das selenoglicolicamidas frente a linhagem
tumoral HL-60 e células ndo tumorais. Clsg (ug/mL)

HL-60 PBMC
Compostos Clso + EPM Clso + EPM
HSe-02 342 +0,14 238,80 + 1,40
HSe-05 7,52+ 1,82 102,00 + 39,99
HSe-06 8,64 + 1,27 286,32 + 45,71
HSe-07 6,48 + 1,27 136,35 + 25,35
Doxorrubicina 0,52+0,13 N&o Testada

Legenda: EPM — Erro padrdo Médio

Como podemos observar na tabela 18, os compostos apresentaram maiores atividades
citotoxicas na célula tumoral HL-60 em relacdo a células ndo tumorais no ensaio de 24 horas,
0 que demonstra que os compostos HSe possui maior seletividade pelas células tumorais do
que pelas células normais. Dentre os compostos avaliados, 0 HSe-02 foi o que apresentou a
melhor atividade citotoxica, com uma ICsp de 3,42 pg/mL. A droga padrdo, a doxorrubicina
apresentou melhor resultado em relacdo aos compostos testados.

A figura 42 apresenta os graficos de viabilidade celular para cada um dos compostos
frente a linhagem celular testada. Os compostos HSe-02, HSe-05, HSe-06 e HSe-07
promoveram reducdo estatisticamente significativa da viabilidade celular a partir de uma

concentragdo de 3,12 pg/mL.
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Figura 42 - Citotoxicidade dos compostos HSe-02, HSe-05, HSe-06 e HSe-07 (gréficos de A
a D respectivamente) e da doxorrubicina (gréficos E) frente a linhagem tumoral HL-60,
avaliada pelo método de MTT, apds 24 h de tratamento. Os dados correspondem a média +

EPM de trés experimentos independentes. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

6.1 CONCLUSOES

v Arota sintética utilizada para as selenoglicolicamidas mostrou-se ser simples e eficaz;

v Foram sintetizadas 12 moléculas inéditas com alto grau de pureza e rendimentos
moderados a bons e as estruturas quimicas das selenoglicolicamidas foram elucidadas por
meio das técnicas espectroscopicas de IV, RMN *H e *C e por difratometria de raios X;

v' Na avaliacdo da atividade antimicrobiana, as selenoglicolicamidas apresentaram
atividade para as diversas linhagens de Staphylococcus aureus ensaiadas com concentracdo
inibitéria minima entre 16 a 256 pg/mL, onde o HSe-01, HSe-06 e HSe-09 foram os que
mostraram as melhores atividades. Na avaliacdo como modulador da resisténcia da bomba de
efluxo resistente a tetraciclina, as selenoglicolicamidas apresentaram um potencial adjuvante
apresentando um fator de reducéo da CIM da tetraciclina em até 512 vezes;

v Na atividade antiflngica, das nove selenoglicolicamidas apenas os compostos Hse-01
e Hse-09 exibiram atividade inibidora contra as espécies de Candida albicans e Candida
tropicalis com a CIM entre 512 — 1024 pg/mL;

v' Os ensaios in vitro, em células promastigostas de Leishmania amazonensis, as
selenoglicolicamidas apresentaram Clsy abixo de 30 pM, principalmente os compostos HSe-
05, HSe-06, HSe-09, HSe-11 e HSe-12 apresentaram Clsg inferiores a 10 pM;

v" Na avaliacdo de citotoxidade in vitro, as selenoglicolicamidas apresentaram boa
inibicdo para as linhagens de células tumorais, sendo que para 0 MCF-7 o melhor foi o HSe-
02 com 70% de inibicéo, para HEp-2 tanto o HSe-02 e HSe-05 apresentaram uma inibicao de
100% e para HL60 o0 HSe-05 teve uma inibigdo de 99%.

v Na determinacdo da Clsg na linhagem tumoral HL-60, as selenoglicolicamidas HSe-
02, HSe-05, HSe-06 e HSe-07 possuiram maior seletividade pelas células tumorais do que
pelas células normais e a selenoglicolicamida HSe-02 apresentou uma uma Clsy de 3,42

pg/mL.

6.2 PERSPECTIVAS

v' Sintetizar novas selenoglicolicamidas para os estudos sobre atividade antimicrobiana e

moduladora de bomba de efluxo;
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v" Sintetizar novas selenoglicolicamidas para o estudo leishmanicida possuindo em suas
estruturas grupos halogenados, como Br, Cl, Fe I;

v Submeter as selenoglicolicamidas a estudos de citoxicidade in vivo;

v' Fazer um estudo de decomposicdo térmica dos compostos a partir de curvas
termogravimétricas e determinar a possivel ordem de estabilidade através da temperatura

inicial da decomposicéo.
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7 ESTUDOS EXPERIMENTAIS

7.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Todos os reagentes e solventes utilizados foram adquiridos de fontes comerciais com
grau P.A. Os que ndo apresentavam a qualidade adequada, quando necessario, foram
purificados. Os espectros na regido de Infravermelho (V) foram obtidos no espectrometro
FTIR modelo IRPrestige-21, do fabricante Shimadzu, utilizando-se pastilhas de KBr e em
ATR. Os espectros de RMN *H e RMN **C foram obtidos no aparelho Oxford NMR 200 da
marca Varian (200 MHz para *H e 50 MHz para *C). Tetrametilsilano (TMS) foi usado como
padrdo interno e cloroférmio (CDCl3) e dimetilsulfoxido (DMSO-dg), ambos deuterados,
foram usados como solventes. Os deslocamentos quimicos (8) foram medidos em unidades de
parte por milhdo (ppm). As multiplicidades das bandas em RMN *H foram indicadas segundo
as convencdes: s — singleto, d — dubleto, t — tripleto, dt — duplo tripleto, q — quarteto, sept —
septeto e m — multipleto. A purificacdo dos compostos foi realizada pela técnica de
recristalizacdo em etanol ou etanol/agua e confirmadas a partir da determinacdo da faixa de
fusdo obtidos em placa de aquecimento da marca MQAPF-301 (Microquimica).

7.2 PREPARACAO DA ACETANILIDA
o]

HNJJ\

Anilina (0,16 mols) foi adicionada lentamente sobre uma solucdo de acetato de sodio
(0,51 mols) e 15,8 mL de acido acético contido em um béquer de 100 mL. Em seguida
adicionou-se lentamente anidrido acético (0,18 mols). A mistura reacional foi agitada a
temperatura ambiente por 30 minutos e em seguida adicionou-se 250 mL de agua gelada. O
precipitado formado foi filtrado, lavado com agua e seco. O produto foi recristalizado em
agua. Rendimento de 88%. Ponto de fusdo: 113-114 °C.



7.3 PREPARACAO DA p-NITROACETANILIDA

OZN—Q—NH
=

Acido sulfurico (18 mL) foi adicionado a uma mistura de acetanilida (0,066 mols) e
acido acético (9 mL) em um erlenmeyer de 100 mL. A mistura reacional foi esfriada em um
banho de gelo até a temperatura abaixo de 5° e adicionou vagarosamente uma mistura de
acido nitrico concentrado (4 mL) e acido sulfarico concentrado (2,5 mL). Durante a adi¢éo, a
temperatura da mistura reacional deve ser mantida abaixo de 10 °C. Depois do termino, a
mistura reacional é deixada em repouso durante 1 hora em temperatura ambiente. Adicionou-
se, com agitacdo em bécher contendo 200 mL de gelo pilado e &4gua. O precipitado formado é
filtrado e lavado com agua gelado para a remocdo dos residuos acidos. A p-nitroacetanilida

foi recristalizada utilizando etanol. Rendimento de 81%. Ponto de fusdo: 214-215 °C.

7.4 PREPARACAO DA p-BROMOACETANILIDA
Br—@—NH
):0

Bromo (3,82 mL) dissolvido em 6,7 mL de acido acético glacial foi adicionado a uma
mistura de acetanilida (0,066 mols) e &cido acético glacial (33,7 mL) contido em um
erlenmeyer de 500 mL. A mistura reacional é esfriada em banho de &gua e deixada em
repouso a temperatura ambiente durante 30 minutos. Em seguida, adicionou-se 225 mL de
agua, lentamente e com agitacdo ocorrendo a formacdo de precipitados. Adicionou-se uma
solucdo de bissulfito de sodio para a descoloracdo da solucdo. O solido foi filtrado, lavado
com agua fria e seco. A p-bromoacetanilida foi recristalizada em etanol. Rendimento de 82%.
Ponto de fuséo: 166-168 °C.



7.5 PREPARACAO DA p-NITROANILINA

OzN—©—NH2

Em um baldo de 100 mL, uma mistura de p-nitro-acetanilida (0,0416 mols) e 38 mL de
acido sulfarico a 70% foi refluxada durante 20-30 minutos, com agitacdo constante. A mistura
ainda quente foi vertida sobre 250 mL de &gua gela. Foi adicionado em excesso uma solucao
de hidroxido de sodio 20%. O precipitado amarelo foi filtrado, lavando com &gua gelada para
remover impurezas minerais e seco ar. A p-nitroanilina foi recristalizada em etanol/agua (1:1).
Rendimento de 90%. Ponto de fusdo: 146-148 °C.

7.6 PREPARACAO DA p-BROMOANILINA

Br—@—NHz

Em um baldo de 250 mL, p-bromo-acetanilida (0,042 mols) foi dissolvido em 20 mL
de etanol. A mistura reacional foi aquecida até a ebulicdo. Foi adicionado 12,6 mL de HCI
concentrado lentamente a solugdo. Ao termino da adi¢do, a mistura foi mantida em refluxo
por 60 minutos. Adicionou-se 90 mL de agua e a mistura reacional foi concentrado para
Adicionou-se 90 mL de &gua gelada ao residuo e uma solucdo de hidroxido de sédio 5% foi
adicionado até ficar levemente alcalina. Forma-se um 6leo que cristaliza logo. Os cristais
foram filtrados, lavados com &gua gelada e seca. A p-bromoanilina foi recristalizada em
etanol diluido. Rendimento 85%. Ponto de fuséo: 66-67°C.

7.7 PREPARACAO DO CLORETO DE BENZOILA
o

©)Lc.

Em um bal&o de 50 mL, adicionou-se 2 gotas de DMF numa mistura contendo cloreto
de tionila (0,0105 mols) e acido benzéico (0,007 mols). A mistura reacional foi aquecida a 80



°C por 4 horas. Em seguida removeu-se o excesso de cloreto de tionila em um

rotaevaporador, obtendo-se um liquido que foi usado sem purificag&o.

7.8 PREPARACAO DO CLORETO DE 4-CLOROBENZOILA
(o]

c. /©)LC|

Em um baldo de 50 mL, adicionou-se 2 gotas de DMF numa mistura contendo cloreto
de tionila (0,0105 mols) e acido 4-clorobenzoico (0,007 mols). A mistura reacional foi
aquecida a 80 °C por 4 horas. Em seguida removeu-se o excesso de cloreto de tionila em um

rotaevaporador, obtendo-se um liquido que foi usado sem purificacéo.

7.9 PREPARACAO DOS ACIDOS AROILSELENOGLICOLICO
(o]

| AN Se/\IrOH
/= o]

Ry

R, =H, 4-Cl

Borohidreto de Sédio (0,076 mol) foi dissolvido em 36 mL de &gua e adicionado
lentamente sobre uma suspensdo de selénio (0,038 mol) em 36 mL de &gua contida em um
baldo de 100 mL. A reacdo € exotérmica e observa-se 0 desprendimento de gas hidrogénio.
Em seguida (in situ), o cloreto de aroila (0,038 mol), foi adicionado lentamente & uma
temperatura de 30 °C. Apds 60 minutos de agitacdo a temperatura ambiente, o acido 2-
cloroacético (0,038 mol) é adicionado lentamente sobre a solucdo. Observa-se a formacéo de
um precipitado ao fim da adi¢cdo. A mistura foi deixada em agitagcdo por mais 60 minutos em
temperatura ambiente. Em seguida, a mistura reacional foi submetida a uma extracdo com
diclorometano (3 x 50 mL). A fase organica foi filtrada em uma placa de porcelana contendo
silica-gel e depois concentrada a uma pressdo reduzida, fornecendo os produtos finais que

foram recristalizados em etanol.



Acido benzoselenoglicélico (SeH1): Rendimento: 50%, p.f. 83-84 °C. RMN 'H (200 MHz,
CDCls): 6 3.83 (s, 2H); 7.39-8.00 (m, 5H); 10.28 (s, 1H). RMN *C (50 MHz, CDCly): &
192.1, 176.5, 137.6, 134.2, 128.9, 127.3, 24.9. IV (KBr): vicm™ 3098, 3049 (CHa,), 2947,
2862 (CHait), 1701 (COOH), 1679 (Se-C = O), 1604, 1496 (C = Ca).

Acido 4-clorobenzoselenoglicélico (SeH2): Rendimento: 45%, p.f. 133-136 °C. RMN *H
(200 MHz, CDCl): & 3.84 (s, 2H); 7.43 (d, 2H); 7.80 (d, 2H); 10.71 (s, 1H). RMN *C (50
MHz, CDCls): 6 191.0, 176.3, 140.7, 136.1, 128.8, 128.6, 25.2. IV (KBr): viem™ 3098, 3049
(CHar), 2947, 2862 (CHaiit), 1712 (COOH), 1668 (Se-C = 0O), 1604, 1496 (C = Car).

7.10 TENTATIVA DE PREPARACAO DOS CLORETOS DOS ACIDOS
AROILSELENOGLICOLICOS

(o]

Cl
| B Se’\n’
& 0

R;
R, = H, 4-Cl

Em um baldo de 50 mL equipado com condensador e tubo secante (CaCl,), foram
adicionados 0,0041 mols do acido apropriado (Acl e Ac2), 0,0164 mols de SOCI; e duas
gotas de DMF. O sistema foi levado a refluxo durante 5 horas. Em seguida, o excesso de
SOCI, foi removido a pressdo reduzida. O produto seguiu para a proxima etapa sem maiores
purificacoes.

7.11 PREPARACAO DAS 2-CLORO-N-ARILACETAMIDAS (A1-A9)

Num baldo de 50 mL contendo amina correspondente (0,020 mols) e EtsN (0,024
mols) solubilizado em 20 mL de DMF a uma temperatura de 0°C, € adicionado lentamente o
cloreto de 2-cloroacetila (0,024 mols). O banho de gelo é retirado e a reacdo fica sobre
agitacdo por 6 horas em temperatura ambiente. A mistura reacional é acompanhada por TLC
(hexano/acetato de etila 1:1). Ao término da reacdo, agua gelada € adicionada a mistura
reacional ocorrendo a formacgéo de um solido. O sdlido é filtrado e lavado com agua gelada (3

x 20 mL) O produto é purificado por recristalizagdo com uma mistura de etanol/agua.
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2-cloro-N-fenilacetamida (A1): Rendimento: 93%, p.f. 133-135 °C. RMN 'H (200 MHz,
CDCly): 6 4.16 (s, 2H, H-2); 7.15 (t, 1H, H-6); 7.33 (t, 2H, H-5 e H-7); 7.52 (d, 2H, H-4 e H-
8); 8.28 (s, 1H, NH). RMN *C (50 MHz, CDCls): 6 164.01, 136.77, 129.22, 125.35, 120.27,
43.00. IV (KBr): vicm™ 3267, 3205, 3143 (NH), 3098, 3049 (CHa,), 2947, 2862 (CHaiit),
1672 (C = 0), 1604, 1496 (C = Cp,), 1290, 1250 (C— Cl), 1078, 858 (CHa,), 750 (NH), 557,
499 (C — Cay).
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2-cloro-N-(p-nitrofenil)acetamida (A2): Rendimento: 85 %, p.f. 188 — 190 °C. RMN H
(200 MHz, DMSO): ¢ 4.36 (s, 2H, H-2), 7.85 (d, 2H, H-4 e H-8), 8.26 (d, 2H, H-5 e H-7),
10.93 (s, 1H, NH). RMN **C (50MHz, DMSO): ¢ 165.62, 144.61, 142.62, 125.07, 119.10,
43.62. IV (KBr): viem™ 3277, 3227, 3163 (NH), 3109, 3070 (CHa.), 2939, 2825 (CHajir),

1688 (C = 0), 1624, 1506 (C = Ca,), 1597, 1570, 1338 (NO,), 1294, 1255 (C — CI), 1172,
869, 850 (C — N de ArNO,), 1111, 829 (CHa;), 748 (NH), 526 (C — Ca;).
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2-cloro-N-(p-etilfenil)acetamida (A3): Rendimento: 92 %, p.f. 140 — 142 °C. RMN *H (200
MHz, CDCls): 6 1.22 (t, 3H, CH3), 2.63 (q, 2H, CH,), 4.17 (s, 2H, H-2), 7.18 (d, 2H, H-5 e H-
7), 7.44 (d, 2H, H-4 e H-6), 8.23 (s, 1H, NH). RMN *C (50 MHz - DMSO-dg):  163.89,
141.53, 134.37, 128.56, 120.45, 43.00, 28.45, 15.72. IV (KBr): vicm™ 3308, 3273, 3201
(NH), 3088, 2965 (CHar), 2964, 2868 (CHaiir), 1668 (C = O), 1614, 1512 (C = Ca), 1292,
1254 (C—Cl), 1118, 864 (CHa,), 740 (NH), 540, 487 (C — Car).
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2-cloro-N-(p-metilfenil)acetamida (A4): Rendimento: 95 %, p.f. 182 — 184 °C. RMN H
(200 MHz, CDCls): 6 2.33 (s, 3H, CHs), 4.17 (s, 2H, H-2), 7.15 (d, 2H, H-5 e H-7), 7.42 (d,
2H, H-4 e H-8), 8.21 (s, 1H, NH). RMN **C (50 MHz - DMSO-ds): 5 163.86, 135.11, 134.21,
129.73, 120.35, 42.66, 21.02. IV (KBr): vicm™ 3307, 3273, 3203 (NH), 3134, 3089 (CHa.),
2953 (CHajit), 1674 (C = 0), 1616, 1552 (C = Ca;), 1292, 1252 (C — ClI), 114, 864 (CHa,),

748 (NH), 505 (C — Car).
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2-cloro-N-(p-bromofenil)acetamida (A5): Rendimento: 85 %, p.f. 184 — 186 °C. RMN 'H
(200 MHz - DMSO-dg): 6 4.27 (s, 2H, H-2), 7.55 (m, 4H, H-4, H-5, H-7 e H-8), 10.45 (s, 1H,
NH). RMN B¢ (50 MHz - DMSO-dg): ¢ 164.83, 137.85, 131.71, 121.28, 115.51, 43.56. IV
(KBr): vicm™ 3263, 3194 (NH), 3124, 3076 (CHa), 2999, 2953 (CHasit), 1670 (C = 0),
1610, 1550 (C = Ca), 1281, 1246 (C — Cl), 1188 (C — Br), 1072, 860 (CHa), 736 (NH), 497

(C—Car).
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2-cloro-N-(p-clorofenil)acetamida (A6): Rendimento: 79 %, p.f. 170 — 172 °C. RMN *H
(200 MHz - DMSO-ds): 6 4.27 (s, 2H, H-2), 7.40 (d, 2H, H-5 e H-7), 7.63 (d, 2H, H-4 e H-8),
10.45 (s, 1H, NH). RMN **C (50 MHz - DMSO-dg): § 164.81, 137.44, 128.81, 127.45,
120.92, 43.54. IV (KBr): vicm™ 3264, 3198 (NH), 3128, 3080 (CHar), 3003, 2951 (CHair),
1668 (C = 0), 1612, 1551 (C = C 4r), 1281, 1246 (C - Cl), 1095 (C — CI of ArCl), 1010, 862
(CHar), 737 (NH), 567, 501 (C — Car).




2-cloro-N-(p-isopropilfenil)acetamida (A7): Rendimento: 77 %, p.f. 141 — 143 °C. RMN 'H
(200 MHz - DMSO-dg): 0 1.24 (d, 6H, CHg), 2.90 (s, 1H, CH), 4.17 (s, 2H, H-2), 7.23 (d, 2H,
H-5 e H-7), 7.45 (d, 2H, H-4 e H-8), 8.21 (s, 1H, NH). RMN **C (50 MHz - DMSO-dg): ¢
163.87, 146.19, 134.42, 127.16, 120.47, 43.01, 33.76, 24.12. IV (KBr): viem™ 3271, 3199
(NH), 3130 (CHar), 2960, 2870 (CHaiit), 1674 (C = O), 1612, 1548 (C = Car), 1282, 1250 (C
—Cl), 1300, 1282 (iCHaiif), 1016, 837 (CHar), 779 (NH), 534 (C — Cay).
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2-cloro-N-(p-metoxifenil)acetamida (A8): Rendimento: 85 %, p.f. 119 — 120 °C. RMN *H
(200 MHz - DMSO-dg): 0 3.79 (s, 3H, OCHj3), 4.17 (s, 2H, H-2), 6.88 (d, 2H, H-5 e H-7),
7.43 (d, 2H, H-4 e H-8), 8.20 (s, 1H, NH). RMN *C (50 MHz - DMSO-ds): ¢ 163.89, 157.16,
129.79, 122.22, 114.34, 55.61, 42.97. IV (KBr): v/icm™ 3296, 3199 (NH), 3136, 3072 (CHa.),

2956, 2835 (CHajir), 1666 (C = 0), 1605, 1548 (C = Ca), 1346, 1301 (C— Cl), 1248, 1113 (C
~0-C), 1029, 831 (CHa.), 788 (NH), 582, 532 (C — Ca).
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2-cloro-N-(4-cloro-3-nitrofenil)acetamida (A9): Rendimento: 80 %, p.f. 120 — 122 °C.
RMN *H (200 MHz - DMSO-dg): 6 4.32 (s, 2H, H-2), 7.74 (d, 1H, H-7), 7.81 (dd, 1H, H-8),
8.40 (d, 1H, H-4), 10.87 (s, 1H, NH). RMN *C (50 MHz - DMSO-dg): § 165.54, 147.28,
138.33, 132.20, 124.27, 119.16, 115.76, 43.42. IV (KBr): vicm™ 3313, 3269 (NH), 3122,
3094 (CHar), 2945, 2881 (CHajir), 1691 (C = O), 1605, 1544 (C = Ca), 1483, 1404, 1344
(NO,), 1300, 1265 (C — Cl), 1045, 831 (CHa), 895 (C — N de ArNO,), 785 (NH), 559 (C —
Car).



7.12 PREPARACAO GERAL DAS SELENOGLICOLICAMIDAS

Borohidreto de Sodio (0,0139 mol) foi dissolvido em 6 mL de agua e adicionado
lentamente sobre uma suspensédo de selénio (0,0063 mol) em 6 mL de agua contida em um
baldo de 50 mL. A reacdo é exotérmica e observa-se o desprendimento de gas hidrogénio. Em
seguida (in situ), o cloreto de aroila (0,0063 mol), foi adicionado lentamente & uma
temperatura de 30 °C. A mistura reacional torna-se amarelada. Ap6s 60 minutos de agitacéo a
temperatura ambiente, as 2-cloro-N-arilacetamidas (0,0063 mol), em pequena gquantidade de
acetona foi adicionada lentamente sobre a solucdo. Observa-se a formacdo de um precipitado
ao fim da adicdo. A mistura foi deixada em agitacdo por mais 30 minutos em temperatura
ambiente. Em seguida, a mistura reacional foi submetida a uma extragdo com diclorometano
(3 x 25 mL). A fase organica é lavada com uma solucédo de 10% de NaHCOj3 (3 x 25 mL), foi
filtrada em uma placa de porcelana contendo silica-gel e depois concentrada a uma pressdo

reduzida, fornecendo os produtos finais que foram recristalizados em etanol.
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N-fenilbenzoselenoglicolicamida (HSe-01): Rendimento: 75 %. Solido branco com p.f. 132-
133 °C. Analise elementar para CisHisNO,Se: Teodrico: C, 56.61; H, 4.12; N, 4.40;
Experimental: C, 55.30; H, 3.90; N, 4.84. RMN *H — (200 MHz, CDCls, 8): 8.36 (s, 1H, NH);
7.92 (d, J = 7.4 Hz, 2H, H-3 and H-3"); 7.65 (t, J = 7.3 Hz, 1H, H-5); 7.54-7.45 (m, 4H, H-4,
H-4’, H-9 and H-13); 7.30 (t, J = 7.3 Hz, 2H, H-10 and H-12); 7.08 (t, J = 7.3 Hz, 1H, H-11);
3.78 (s, 2H, H-6). RMN 3C — (50 MHz, CDClj, 8): 196.74 (C-1); 137.94 (C-2); 129.16 (C-3
and C-3); 129.09 (C-4 and C-4’); 134.73 (C-5); 28.27 (C-6); 168.25 (C-7); 138.06 (C-8);
119.91 (C-9 and C-13); 127.38 (C-10 and C-12); 124.44 (C-11). IV (KBr, cm™): 3292 (N-H);
3053 (=C-H, Ar); 1654 (-N-CO); 1674 (-Se-CO); 1596 and 1444 (C=C, Ar).
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N-(4-nitrofenil)benzoselenoglicolicamida (HSe-02): Rendimento: 70 %. Sélido branco com
p.f. 192-193 °C. Analise elementar para Ci5sH12,N2,O4Se: Teorico: C, 49.60; H, 3.33; N, 7.71;
Experimental: C, 48.68; H, 3.19; N, 7.99. RMN *H — (200 MHz, CDCls, 5): 8.82 (s, 1H, NH);
8.19 (d, J = 9.2 Hz, 2H, H-10 and H-12); 7.94 (d, J = 7.1 Hz, 2H, H-3 and H-3"); 7.73 to 7.66
(m, 3H, H-5 to H-9 and H-13); 7.52 (t, J = 7.5 Hz, 2H, H-4 and H-4"); 3.80 (s, H, 2H, H-6).
RMN 23C — (50 MHz, CDCl3, 6): 197.59 (C-1); 137.66 (C-2); 129.38 (C-3 and C-3); 127.7
(C-4 and C-4’); 135.16 (C-5); 28.02 (C-6); 168.83 (C-7); 143.91 (C-8); 119.22 (C-9 and C-
13); 125.2 (C-10 and C-12); 143.66 (C-11). IV (KBr, cm™): 3261 (N-H); 3207 to 3067 (=C-H,
Ar); 1670 (-Se-CO and —N-CO overlapping); 1564 and 1404 (C=C, Ar); 1510 and 1342
(NO,); 852 (=C-H, Ar).
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N-(4-etilfenil)benzoselenoglicolicamida (HSe-3): Rendimento: 72%. Sélido branco com p.f.
124-125 °C. Analise elementar para Ci7H17NO,Se: Teodrico: C, 58.96; H, 4.95; N, 4.04;
Experimental: C, 59.78; H, 4.95; N, 4.90. RMN *H — (200 MHz, CDCls, 8): 8.30 (s, 1H, NH);
7.91 (d, J=7.6 Hz, 2H, H-3 and H-3"); 7.63 (t, J = 7.4 Hz, 1H, H-5); 7.52 to 7.66 (m, 4H, H-
4, H-4’, H-9 and H-13); 7.12 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-10 and H-12); 3.78 (s, 2H, H-6); 2.59 (q,
2H, CH,CHg); 1.19 (t, 3H, CH,CHs). RMN 3C — (50 MHz, CDCls, 8): 196.62 (C-1); 137.98
(C-2); 129.21 (C-3 and C-3°); 128.37 (C-4 and C-4’); 134.69 (C-5); 28.27 (C-6); 168.11 (C-
7); 135.67 (C-8); 120.04 (C-9 and C-13); 127.55 (C-10 and C-12); 140.58 (C-11); 28.43
(CHy); 15.83 (CHs). IV (KBr, cm™): 3284 (N-H); 3068 (=C-H, Ar); 1674 (-Se-CO); 1651 (-N-
CO); 1593 and 1413 (C=C, Ar); 883 (=C-H, Ar); 767 (N-H).
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N-(4-metilfenil)benzoselenoglicolicamida (HSe-4): Rendimento: 77 %. Solido branco com
p.f. 132-134 °C. Analise elementar para C16H1sNO,Se: Teorico: C, 57.84; H, 4.55; N, 4.22;
Experimental: C, 58.37; H, 4.52; N, 5.01. RMN *H — (200 MHz, CDCl, 5): 8.28 (s, 1H, NH);
7.92 (d, J =7.6 Hz, 2H, H-3 and H-3"); 7.65 (t, J = 7.4 Hz, 1H, H-5); 7.49 (t, J = 7.4 Hz, 2H,
H-4 and H-4’); 7.40 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-9 and H-13); 7.10 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-10 and H-
12); 3.77 (s, 2H, H-6); 2.29 (s, 3H, CH3). RMN 3C — (50 MHz, CDCls, §): 196.64 (C-1);
135.49 (C-2); 129.54 (C-3 and C-3”); 129.22 (C-4 and C-4’); 134.7 (C-5); 28.27 (C-6); 168.1
(C-7); 134.09 (C-8); 119.95 (C-9 and C-13); 127.56 (C-10 and C-12); 137.99 (C-11); 20.99
(CHs). IV (KBr, cm™): 3269.34 (N-H); 3037.89 (=C-H, Ar); 1674 (-Se-CO); 1651 (-N-CO);
1595 and 1402 (C=C, Ar); 889 (=C-H, Ar).
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N-(4-bromofenil)benzoselenoglicolicamida (HSe-5): Rendimento: 73%. S6lido branco com
p.f. 165-167 °C. Analise elementar para C15sH1,BrNO,Se: Tedrico: C, 45.37; H, 3.05; N, 3.53;
Experimental: C, 46.08; H, 3.03; N, 4.05. RMN *H — (200 MHz, CDCls, 8): 8.40 (s, 1H, NH);
7.92 (d, J = 7.6 Hz, 2H, H-3 and H-3); 7.67 (t, J = 6.9 Hz, 1H, H-5); 7.50 (t, J = 7.5 Hz, 2H,
H-4 and H-4’); 7.42 (s, 4H, H-9, H-10, H-12 and H-13); 3.77 (s, 2H, H-6). RMN 3C — (50
MHz, CDCl3, 3): 197.03 (C-1); 137.15 (C-2); 129.28 (C-3 and C-3°); 127.62 (C-4 and C-4’),
134.9 (C-5); 28.14 (C-6); 168.35 (C-7); 137.83 (C-8); 121.41 (C-9 and C-13); 132.02 (C-10
and C-12); 117.0 (C-11). IV (KBr, cm™): 3263 (N-H); 3182 to 3059 (=C-H, Ar); 1672 (-Se-
CO); 1651 (-N-CO); 1537 and 1487 (C=C, Ar); 815 (=C-H, Ar).
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N-(4-clorofenil)benzoselenoglicolicamida (HSe-6): Rendimento: 68 %. Solido branco com
p.f. 152-154 °C. Analise elementar para C15H1,CINO,Se: Tedrico: C, 51.08; H, 3.48; N, 3.97;
Experimental: C, 51.98; H, 3.43; N, 4.10. RMN 'H — (200 MHz, CDCls, 3): 8.38 (s, 1H,
NH); 7.92 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H-3 and H-3"); 7.66 (t, J = 7.4 Hz, 1H, H-5); 7.51 to 7.49 (m,
4H, H-4, H-4’, H-9 and H-13); 7.26 (d, 2H, J = 8.4 Hz, H-10 and H-12); 3.77 (s, 2H, H-6).
RMN 13C — (50 MHz, CDCl3, §): 196.92 (C-1); 137.93 (C-2); 129.29 (C-3 and C-3); 129.08
(C-4 and C-4’); 134.86 (C-5); 28.15 (C-6); 168.28 (C-7); 136.7 (C-8); 121.12 (C-9 and C-13);
127.62 (C-10 and C-12); 129.42 (C-11). IV (KBr, cm™): 3278 (N-H); 3122 to 3068 (=C-H,
Ar); 1674 (-Se-CO); 1654 (-N-CO); 1544 and 1400 (C=C, Ar); 833 (=C-H, Ar).
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N-(4-isopropilfenil)benzoselenoglicolicamida (HSe-07): Rendimento: 70%. Solido branco
com p.f. 108-110 °C. Analise elementar para CigH19NO,Se: Teodrico: C, 60.00; H, 5.32; N,
3.98; Experimental: C, 60.76; H, 5.48; N, 4.55. RMN 'H — (200 MHz, CDCls, §8): 8.25 (s, 1H,
NH); 7.92 (d, J = 7.5 Hz, 2H, H-3 and H-3"); 7.64 (t, J = 7.4 Hz, 1H, H-5); 7.49 (t, J = 7.8 Hz,
2H, H-4 and H-4"); 7.43 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-9 and H-13); 7.16 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-10 and
H-12); 3.77 (s, 2H, H-6); 2.86 (sep, 1H, CH(CHs),); 1.21 (d, 6H, CH(CHs),). RMN 13C — (50
MHz, CDCl3, 8): 196.63 (C-1); 138.07 (C-2); 129.23 (C-3 and C-3"); 127.58 (C-4 and C-4’);
134.7 (C-5); 28.29 (C-6); 168.1 (C-7); 135.78 (C-8); 120.1 (C-9 and C-13); 126.96 (C-10 and
C-12); 145.26 (C-11); 33.74 (CH(CHa)y); 24.1 (CH(CHa)z). IV (KBr, cm™): 3282 (N-H);
3124-3061 (=C-H, Ar); 1674 (-Se-CO); 1656 (-N-CO); 1600-1446 (C=C, Ar); 889 (=C-H,
Ar); 767 (N-H).
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N-(4-metoxifenil)benzoselenoglicolicamida (HSe-08): Rendimento: 75%. Solido branco
com p.f. 139-140 °C. Analise elementar para C16H15sNO3Se: Teodrico: C, 55.18; H, 4.34; N,
4.02; Experimental: C, 54.33; H, 4.25; N, 4.44. RMN 'H — (200 MHz, CDCls, 8): 8.24 (s, 1H,
NH); 7.92 (d, J = 7.1 Hz, 2H, H-3 and H-3"); 7.65 (t, J = 7.1 Hz, 1H, H-5); 7.53-7.49 (m, 4H,
H-4, H-4°, H-9 and H-13); 6.48 (d, J = 9.0 Hz, 2H, H-10 and H-12); 3.77 (s, 5H, H-6 and
OCH3). RMN 13C — (50 MHz, CDClj, 8): 196.37 (C-1); 138.03 (C-2); 129.19 (C-3 and C-3");
127.53 (C-4 and C-4"); 134.63 (C-5); 29.22 (C-6); 168.0 (C-7); 131.19 (C-8); 121.74 (C-9 and
C-13); 114.22 (C-10 and C-12); 156.58 (C-11); 55.57 (OCHa). IV (KBr, cm™): 3282 (N-H);
3124-3061 (=C-H, Ar); 1678 (-Se-CO); 1639 (-N-CO); 1541 (C=C, Ar); 1029 (C-O-C); 883

(=C-H, Ar); 767 (N-H).
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N-(4-cloro-3-nitrofenil)benzoselenoglicolicamida (HSe-9): Rendimento: 72%. Solido cinza
com p.f. 132-134 °C. Analise elementar para C15H1;CIN,O4Se: Teodrico: C, 45.30; H, 2.79; N,
7.04; Experimental: C, 45.80; H, 2.79; N, 7.47. RMN *H — (200 MHz, CDCls, 8): 10.91 (s,
1H, NH); 8.40 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H-9); 7.90 (d, J = 7.1 Hz, 2H, H-3 and H-3"); 7.74 (m, 3H,
H-5, H-12 and H-13); 7.58 (t, J = 7.5 Hz, 2H, H-4 and H-4"); 4.01 (s, 2H, H-6). RMN 13C —
(50 MHz, CDClj3, 8): 193.09 (C-1); 138.77 (C-2); 129.46 (C-3 and C-3"); 126.92 (C-4 and C-
4%); 134.59 (C-5); 29.02 (C-6); 167.9 (C-7); 137.58 (C-8); 115.43 (C-9); 147.26 (C-10);
118.71 (C-11); 123.97 (C-12); 132.10 (C-13). IV (KBr, cm™): 3238 (N-H); 3101 to 3059 (=C-
H, Ar); 1674 (-Se-CO); 1654 (-N-CO); 1595 and 1408 (C=C, Ar); 1529 and 1361 (NOy);
1047 (C-ClI) 835 (=C-H, Ar); 765 (N-H).
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N-fenil-4-clorobenzoselenoglicolicamida (HSe-10): Rendimento: 65%. Sélido branco com
p.f. 110-112 °C. RMN *H — (200 MHz, CDCls, §): 8.30 (s, 1H, NH), 7.86 (d, J = 7.9 Hz, 2H,
H-3 e H-3), 7.49 (t, J = 8.8 Hz, 4H, H-10, H-12, H-4 e H-4°), 7.32 (d, J = 7.2 Hz, 2H, H-9 e
H-13), 7.09 (t, J = 6.8 Hz, 1H, H-11), 3.79 (s, 2H, H-6). IV (KBr, cm™): 3261 (N-H); 3207 &
3067 (=C-H, Ar); 1670 (-Se-CO e —N-CO sobrepostos); 1564 e 1404 (C=C, Ar); 1510 e 1342
(NO,); 852 (=C-H, Ar); 767 (N-H).
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N-(4-etilfenil)-4-clorobenzoselenoglicolicamida (HSe-11): Rendimento: 75%. Sdlido
branco com p.f. 142-144 °C. RMN H — (200 MHz, CDCls, 8): 8.25 (s, 1H, NH), 7.85 (d, J =
8.6 Hz, 2H, H-3 e H-3"), 7.57 — 7.36 (m, 4H, H-4, H-4’, H-9 e H-13), 7.13 (d, J = 8.3 Hz, 2H,
H-10 e H-12), 3.78 (s, 2H, H-6 ), 2.59 (q, J = 7.5 Hz, 2H, CH,CH3), 1.19 (t, J = 7.6 Hz, 3H,
CH,CHs). °C NMR (50 MHz, CDCl 5) & 195.36 (C-1), 167.81 (C-7), 141.17 (C-11), 140.66
(C-5), 136.29 (C-2), 135.57 (C-8), 129.53 (C-3 e C-3°), 128.81 (C-4 e C-4), 128.40 (C-10 e
C-12), 120.01 (C-9 e C-13), 28.50 (CH,CHs), 28.42 (C-6), 15.85 (CH,CHs). IV (KBr, cm™):
3261 (N-H); 3207 a 3067 (=C-H, Ar); 1670 (-Se-CO e —N-CO sobrepostos); 1564 e 1404
(C=C, Ar); 1510 e 1342 (NO,); 852 (=C-H, Ar); 767 (N-H).

(o)
3 6 7 H 13
12
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0
HSe-12

N-(4-metoxifenil)-4-clorobenzoselenoglicolicamida (HSe-12): Rendimento: 77%. Sélido
branco com p.f. 150-152 °C. RMN H- (400 MHz, CDCl3, 6): 8.16 (s, 1H, NH), 7.85 (d, J =
8.0 Hz, 2H, H-3 e H-3"), 7.46 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-4 e H-4) 7.41 (d, J = 9.0 Hz, 2H, H-9 e
H-13), 6.83 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-10 e H-12), 3.78 (s, 2H, H-6), 3.77 (s, 3H, OCH3). RMN
B3CI - (101 MHz, CDls, §): 195.22 (C-1), 167.71 (C-2), 156.60 (C-11), 141.17 (C-5), 136.35
(C-2), 131.11 (C-3 e C-37), 129.54 (C-8), 128.82 (C-4 e C-4’), 121.70 (C-9 e C13), 114.22
(C-10 e C-12), 55.58 (OCHs3), 28.43 (C-6). IV (KBr, cm™): 3261 (N-H); 3207 & 3067 (=C-H,



Ar); 1670 (-Se-CO e —N-CO sobrepostos); 1564 e 1404 (C=C, Ar); 1510 e 1342 (NO,); 852
(=C-H, Ar); 767 (N-H).

7.13 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

7.13.1 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A determinacdo CIM das selenoglicolicamidas e dos antibiéticos foram realizadas por
meio da técnica de microdiluicdo, utilizando placa de 96 cavidades. Foi preparada uma
solucdo-mée contendo caldo nutritivo (BHI — Brain and Heart Infusion) e 1% da suspenséo
bacteriana (10° ufc/mL em solucéo salina a 0,9% de NaCl). Foram utilizadas as cepas SA-
1199B, RN-4220, 1S-58 e ATCC 25923, sendo que esta Ultima foi utilizada como controle de
qualidade do teste (NCLSS, 2005). A solucdo-mae foi distribuida na placa de 96 cavidades
por colunas e as selenoglicolicamidas foram dispensados por meio da diluicdo seriada a uma
razdo de dois, com concentrages finais variando de 256 pg/mL a 0,25 pg/mL ou 128 pg/mL
a 0,125 pg/mL. Todos os experimentos foram realizados em duplicata e a CIM foi definida
como a menor concentracdo que inibiu completamente o crescimento bacteriano apds 24
horas (incubada em estufa a 37°C) (SMITH et al, 2005). Para melhor visualizacdo do
resultado, foi utilizada solu¢do (0,01%) de resazurina (SigmaAldrich), indicador de
viabilidade celular. Cloranfenicol foi utilizado como controle positivo para a determinacgéo
da CIM.

7.13.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE MODULADORA DA RESISTENCIA A
TETRACICLINA

Para avaliar a atividade das selenoglicolicamidas como inibidores putativos de bomba
de efluxo foram determinadas a CIM da tetraciclina na presenca e na auséncia das
selenoglicolicamidas frente a cepa 1S-58. Foi preparada uma solugcdo-mae contendo caldo
nutritivo (BHI — Brain and Heart Infusion), suspensdo bacteriana (10° ufc/mL em soluco
salina a 0,9% de NaCl) e as selenoglicolicamidas em concentracdo correspondente a ¥ de sua
CIM, considerada concentracdo subinibitoria (STAVRI et al., 2007).



Cada solugdo-mée foi distribuida na placa por colunas e a tetraciclina foi dispensada
por meio da diluicdo seriada a uma raz&o de dois, com concentragdes variando de 256 pg/mL
a 0,25 pg/mL ou 128 pg/mL a 0,125ug/mL (SMITH et al, 2005). Apds incubagdo em estufa a
37°C por 24 horas, foi feita a visualizacdo da presenca/auséncia de atividade bacteriana, com
0 uso da solugédo (0,01%) de resazurina (Sigma-Aldrich). Os experimentos foram realizados
em duplicata. A atividade moduladora foi definida quando ocorreu redugcédo da CIM da

tetraciclina na presenca de concentracdo subinibitdria das selenoglicolicamidas.

7.14 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Os ensaios antiflngicos das selenoglicolicamidas foram realizados no Laboratério de
Pesquisa de Atividade Antibacteriana e Antifingica de Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos/Laboratorio de Micologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas/Centro de
Ciéncias da Salde/Universidade Federal da Paraiba sob a coordenagdo da professora
Edeltrudes O. Lima.

As selenoglicolicamidas foram solubilizados em dimetil-sulfoxido (DMSO) numa
proporcdo de até 10 % e tween 80 a 0,02%. Em seguida, foi completado com agua destilada
esterilizada (g.s.p. 3mL) para obter uma emulsdo na concentracédo inicial de 1024 pg/mL
(CLEELAND e SQUIRES, 1991; NASCIMENTO et al., 2007; PEREIRA et al., 2014).

7.14.1 MICRO-ORGANISMOS TESTADOS

Para os ensaios da avaliacdo antifungica das selenoglicolicamidas, foram utilizadas
quatro cepas de Candida: C. albicans ATCC-76485, C. albicans LM-5, C. tropicalis ATCC -
13803, C. tropicalis LM-96.

Os micro-organismos pertencem a MICOTECA do Laboratério de Micologia,
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
Universidade Federal da Paraiba. Todas as cepas foram mantidas em Brain Heart Infusion
(BHI)/bactérias (DIFCO Laboratories/fUSA/France) e Agar Sabouraud Dextrose

(ASD)/leveduras, os quais foram preparados segundo as descrigdes dos fabricantes. As cepas



foram mantidas em BHI e ASD a temperatura de 4 °C. Foram utilizados para 0s ensaios,
repiques de 24-48 horas em ASD/BHI, incubados a 35 + 2 °C.

7.14.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados conforme os protocolos de
Cleeland e Squires (1991) e NCCLS/CLSI (2002). A determinagdo da CIM das substancias
sobre cepas fungicas e bacterianas foram realizadas através da técnica da microdiluicdo em
caldo em placa para cultura de células (TPP/ SWITZERLAND/EUROPA) contendo 96 pocos.
Inicialmente, foram distribuidos 100 uL. de RPMI/BHI duplamente concentrado nos orificios
das placas de microdiluicdo. Em seguida, 100 pL da emulsdo dos produtos preparados
duplamente concentrado, foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por
meio de uma dilui¢do seriada a uma razdo de dois, foi obtida concentragoes de 1024 pg/mL
até 64 pg/mL. Por fim, foi adicionado 10 pL das suspensdes das cepas Candidas nas
cavidades, onde cada coluna da placa refere-se, especificamente, a uma cepa. Foi feito o
controle de crescimento do micro-organismo no meio de cultura e do antifingico nistatina
(100 Ul/mL) como medida comparativa com 0s resultados obtidos pelas
selenoglicolicamidas.

O ensaio foi realizado em duplicata e incubado a 35 + 2 °C durante 24-48 h. A CIM
para cada produto foi definida como a menor concentracdo capaz de inibir visualmente o
crescimento fangico e/ou verificado pela permanéncia da coloracdo do corante indicador de
crescimento.

A atividade antimicrobiana dos produtos foi interpretada e considerada como ativa ou
inativa, conforme os seguintes critérios: 50-500 pg/mL= forte/6tima atividade; 600-1500
pg/mL= moderada atividade; > acima de 1500 pug/mL=fraca atividade ou produto inativo
(HOLETZ et al., 2002; SARTORATTO et al., 2004; HOUGHTON et al., 2007).

7.15 AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA

A avaliacdo da atividade biologica anti-Leishmania das selenoglicolicamidas sobre
formas promastigotas Leishmania (L.) amazonensis foi utilizando o teste do MTT (brometo

de 3-[4,5-dimetiltiazol-zil]-2,5-difeniltetrazolio). Esse método € baseado na atividade de



enzimas desidrogenases citosolicas e mitocondriais, que sdo capazes de reduzir o MTT
(coloracdo amarela) e formar um produto de coloracdo azul, insolivel em &gua, o sal
formazan (MOSMANN, 1983). Em placa de 96 pogos foram adicionados 100 puL de meio
Schneider suplementado e cerca de 1 x 10° promastigotas por poco. Posteriormente, foram
adicionadas as substancias-teste em triplicata, previamente diluidas em meio Schneider
suplementado para um volume final de 100 pL para cada pogo nas concentracdes de 400, 200,
100, 50, 25, 12,5, 6,25 ¢ 3,12 pg/mL. Em seguida foram incubadas por 72 h em estufa de
demanda bioldgica de oxigénio (B.O.D.) a temperatura de 26 °C. Ao final da incubacéo, foi
adicionado 10 pL de MTT diluido em PBS a uma concentracdo final de 5 mg/mL. Foram
incubados por mais 4 h em estufa de B.O.D. a 26°C, ¢ em seguida foi adicionado 50 puL de
SDS a 10%. A placa ficou em overnight para dissolu¢cdo do formazan e por ultimo, foi
realizado a leitura a 550 nm em leitora de placa (Biotek modelo ELx800). O controle negativo
foi realizado com meio Schneider suplementado a 0,2% de DMSO. O controle positivo foi

realizado na presenca de anfotericina B que é o farmaco de referéncia.

7.16 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE IN VITRO

Células: As linhagens tumorais utilizadas, MCF-7 (carcinoma de célon - humano),
HEp-2 (carcinoma de laringe - humano) e HL60 (leucemia promielocitica) foram obtidas do
Banco de células do Rio de Janeiro, tendo sido cultivadas em meio DMEN, suplementados
com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibi6ticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera
contendo 5% de CO,. Amostras: As selenoglicolicamidas foram diluidas em DMSO puro
estéril e testadas na concentracdo de 25 pug/mL para extratos.

Anélise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no programa de
screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais de 10.000
amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990). E um método rapido, sensivel e barato. Foi
descrita primeiramente por Mosman (1983), tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o
estado metabodlico da célula. E uma analise colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-
dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir
de enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas. O estudo
citotoxico pelo método do MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o
mecanismo de acdo (BERRIDGE et al., 1996).



As células foram plagueadas na concentragdo de 1 x 10 células/mL. As substancias
previamente dissolvidas em DMSO foram diluidas em série no meio RPMI para obtencdo das
concentracdes finais e adicionadas em placa de 96 pogos (100ulL/ pogo). As placas foram
incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO, a 37°C. Em seguida, foram adicionados 25 uL
da solucdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia
foi lida apds dissolucdo do precipitado com DMSO puro em espectrofotdmetro de placa a
595nm.

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos desvio no
programa GraphPad Prism. Cada amostra foi testada em duplicata. Uma escala de
intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotoxico das amostras testadas. Amostras
sem atividade (1 a 20% de inibicdo), com pouca atividade (inibigdo de crescimento celular
variando de 20 a 50%), com atividade moderada (inibi¢do de crescimento celular variando de

50 a 70%) e com muita atividade (inibi¢do de crescimento variando de 70 a 100%).

A viabilidade celular foi calculada a partir da razdo da DO, obtida para cada
concentracdo dos compostos testados, pela DO do controle negativo e expressa em termos
percentuais e erro padrdo médio (EPM). Para a comparacgdo entre os grupos aplicou-se o teste
ANOVA, seguido do teste Student Newman-Keuls. Os dados foram considerados
estatisticamente significativos quando p<0,05. A citotoxicidade foi expressa por meio da
média da Clso (Concentracdo que inibe 50% do crescimento celular) dos trés experimentos e
EPM, determinada por meio de regressdao ndo-linear utilizando o software GraphPad

Prisma®, versdo 5.0 Demo.
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9 ANEXO

Figura 43 - Espectro de infravermelho (KBr) da 2-cloro-N-fenilacetamida (A1)
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Figura 44 - Espectro de RMN *H (200 MHz, CDCl5) da 2-cloro-N-fenilacetamida (A1)
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Figura 45 - Espectro de RMN *3C (50 MHz, CDCls) da 2-cloro-N-fenilacetamida (A1)
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Figura 46 - Espectro de infravermelho (KBr) da 2-cloro-N-(4-nitrofenil)acetamida (A2)
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Figura 47 - Espectro de RMN 'H (200 MHz, DMSO) da 2-cloro-N-(4-nitrofenil)acetamida
(A2)
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Figura 48 - Espectro de RMN *C (50 MHz, DMSO) da 2-cloro-N-(4-nitrofenil)acetamida
(A2)
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Figura 49 - Espectro de infravermelho (KBr) da 2-cloro-N-(4-etilfenil)acetamida (A3)
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Figura 50 - Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCls) da 2-cloro-N-(4-etilfenil)acetamida
(A3)
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Figura 51 - Espectro de RMN *C de (50 MHz, CDCls) da 2-cloro-N-(4-etilfenil)acetamida
(A3)
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Figura 52 - Espectro de infravermelho (KBr) da 2-cloro-N-(4-metilfenil)acetamida (A4)
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Figura 53 - Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl3) da 2-cloro-N-(4-metilfenil)acetamida
(A4)
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Figura 54 - Espectro de RMN **C (50 MHz, CDCl3) da 2-cloro-N-(4-metilfenil)acetamida
(A4)
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Figura 55 - Espectro de infravermelho (KBr) da 2-cloro-N-(4-bromofenil)acetamida (A5)
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Figura 56 - Espectro de RMN 'H de (200 MHz, DMSO) da 2-cloro-N-(4-
bromofenil)acetamida (A5)
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Figura 57 - Espectro de RMN C de (50 MHz, DMSO) da 2-cloro-N-(4-
bromofenil)acetamida (A5)
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Figura 58 - Espectro de infravermelho (KBr) da 2-cloro-N-(4-clorofenil)acetamida (A6)
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Figura 59 - Espectro de RMN 'H de (200 MHz, DMSO) da 2-cloro-N-(4-
bromofenil)acetamida (A6)
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Figura 60 - Espectro de RMN *C (50 MHz, DMSO) da 2-cloro-N-(4-clorofenil)acetamida
(A6)
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Figura 61 - Espectro de infravermelho (KBr) da 2-cloro-N-(4-isopropilfenil)acetamida (A7)
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Figura 62 - Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl;) da 2-cloro-N-(4-
isopropilfenil)acetamida (A7)
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Figura 63 - Espectro de RMN *3C (50 MHz, CDCls) da 2-cloro-N-(4-isopropilfenil)acetamida
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Figura 64 - Espectro de RMN *H (200 MHz, CDCls) da 2-cloro-N-(4-metoxifenil)acetamida
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Figura 65 - Espectro de RMN **C (50 MHz, CDCls) da 2-cloro-N-(4-metoxifenil)acetamida
(A8)
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Figura 66 - Espectro de RMN 'H de (200 MHz, DMSO) da 2-cloro-N-(4-cloro-3-
nitrofenil)acetamida (A9)
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Figura 67 - Espectro de RMN **C (50 MHz, DMSO) da 2-cloro-N-(4-cloro-3-
nitrofenil)acetamida (A9)
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Figura 68 - Espectro de infravermelho (ATR) do N-fenilbenzoselenoglicolicamida (HSel)
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Figura 69 - Espectro de RMN *H (200 MHz, CDCls) do N-fenilbenzoselenoglicolicamida
(HSel)
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Figura 70 - Espectro de RMN **C (50 MHZ, CDCls) da N-fenilbenzoselenoglicolicamida
(HSel)
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Figura 71 - Espectro de Infravermelho (ATR) do N-(4-nitrofenil)benzoselenoglicolicamida
(HSe2)

Figura 72 - ©Espectro de RMN 'H (200 MHZ, CDCl;) da N-(4-

nitrofenil)benzoselenoglicolicamida (HSe2)
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Figura 73 - Espectro de RMN *C (50 MHZ, CDCl;) da N-(4-
nitrofenil)benzoselenoglicolicamida (HSe2)
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Figura 74 - Espectro de Infravermelho (ATR) da N-(4-etilfenil)benzoselenoglicolicamida
(HSe3)
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Figura 75 - ©Espectro de RMN 'H (200 MHZ, CDCl;) da N-(4-
etilfenil)benzoselenoglicolicamida (HSe3)
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Figura 76 - Espectro de RMN *C (50 MHZ, CDCl3) N-(4-etilfenil)benzoselenoglicolicamida
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Figura 77 - Espectro de infravermelho (ATR) da N-(4-metilfenil)benzoselenoglicolicamida

(HSe4)
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Figura 78 - Espectro de RMN 'H (200 MHZ, CDCl;) da N-(4-
metilfenil)benzoselenoglicolicamida (HSe4)
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Figura 79 - Espectro de RMN *C (50 MHZ, CDCl;) da N-(4-
metilfenil)benzoselenoglicolicamida (HSe4)
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Figura 80 - Espectro de Infravermelho (ATR) da N-(4-bromofenil)benzoselenoglicolicamida
(HSe5)
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Figura 81 - ©Espectro de RMN 'H (200 MHZ, CDCl;y) da N-(4-
bromofenil)benzoselenoglicolicamida (HSe5)
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Figura 82 - Espectro de RMN ¥C (50 MHZ, CDCl;y) N-(4-
bromofenil)benzoselenoglicolicamida (HSe5)
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Figura 83 - Espectro de Infravermelho (ATR) N-(4-clorofenil)benzoselenoglicolicamida
(HSe6)
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Figura 84 -  Espectro de RMN 'H (500 MHZ, CDCl;) N-(4-
clorofenil)benzoselenoglicolicamida (HSe6)
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Figura 85 - Espectro de RMN ®C (126 MHZ, CDCls) N-(4-
clorofenil)benzoselenoglicolicamida (HSe6)
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Figura 86 - Espectro de Infravermelho (ATR) N-(4-isopropilfenil)benzoselenoglicolicamida
(HSe7)
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Figura 87 - Espectro de RMN 'H (500 MHZ, CDCl;) N-(4-
isopropilfenil)benzoselenoglicolicamida (HSe7)
J{f”; /
PN WNBEN
] |‘| ‘I
8.4 8:2 S‘U 7.‘8 76 7.’4 7‘2 7‘0
f1 (ppm)
|
\2ae toor !
4 13 12 1‘1 10 9 8 7 é g ‘II ; I2 i 6
f1 (ppm)
Figura 88 - Espectro de RMN ®C (126 MHZ, CDCl;)  N-(4-
isopropilfenil)benzoselenoglicolicamida (HSe7)
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Figura 89 - Espectro de infravermelho (ATR) N-(4-metoxifenil)benzoselenoglicolicamida
(HSe8)
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Figura 90 -  Espectro de RMN 'H (200 MHZ, CDCly) N-(4-

metoxifenil)benzoselenoglicolicamida (HSe8)
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Figura 91 - Espectro de RMN ¥C (50 MHZ, CDCl;y) N-(4-
metoxifenil)benzoselenoglicolicamida (HSe8)
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Figura 92 - Espectro  de infravermelho (ATR) da  N-(4-cloro-3-
nitrofenil)benzoselenoglicolicamida (HSe9)
3
0
4000 36‘00 32‘00 28‘00 24‘00 20‘00 18‘00 16‘00 14‘00 12‘00 10‘00 81:70 60
Alex 1l/cm



162

Figura 93 - Espectro de RMN 'H de (500 MHZ, DMSO) da N-(4-cloro-3-
nitrofenil)benzoselenoglicolicamida (HSe9)
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Figura 94 - Espectro de RMN 'C (126 MHz, DMSO) da N-(4-cloro-3-
nitrofenil)benzoselenoglicolicamida (HSe9)
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Figura 95 - Espectro de Infravermelho (ATR) da N-fenil-4-clorobenzoselenoglicolicamida
(HSel10)
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Figura 96 - FEspectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl;) da N-fenil-4-
clorobenzoselenoglicolicamida (HSe10)
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Figura 97 - Espectro de Infravermelho (KBr) da  N-(4-etilfenil)-4-
clorobenzoselenoglicolicamida (HSel11)

1514,12—-
1166,93—

o
N
o
1651,07—
1197,79—

T T T T T T T T T T T
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
1l/em

Figura 98 - Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl;) da N-(4-etilfenil)-4-
clorobenzoselenoglicolicamida (HSel11)
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Figura 99 - Espectro de RMN C (50 MHz, DMSO) da N-(4-etilfenil)-4-
clorobenzoselenoglicolicamida (HSel11)
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Figura 100 - Espectro de Infravermelho (KBr) da  N-(4-metoxifenil)-4-
clorobenzoselenoglicolicamida (HSe12)
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Figura 101 - Espectro de RMN 'H de (400 MHz, CDCls) da N-(4-metoxifenil)-4-

clorobenzoselenoglicolicamida (HSe12)
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Figura 102 - Espectro de RMN “C
clorobenzoselenoglicolicamida (HSe12)

(101 MHz, CDCl3) da N-(4-metoxifenil)-4-
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Synthesis, in silico Study and Antimicrobial Evaluation of New Selenoglycolicamides

Helivaldo D. S. Souza,” Roxana P. F. de Sousa,” Bruno F. Lira,” Raquel F. Vilela,*
Nathalie H. P. B. Borges," José P. de Siqueira-Junior,® Edeltrudes O. Lima,*
Jeane U. G. Jardim,” Gracielle A. T. da Silva,© José M. Barbosa-Filho® and

Petronio F. de Athayde-Filho**
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*Departamento de Biologia Molecular, Universidade Federal da Paraiba,
58051-970 Jodo Pessoa-PB, Brazil
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Nine new compounds derived from selenoglycolic acid were synthesized, and their structures
were fully characterized by elemental analysis, infrared (IR), 'H and “C nuclear magnetic
resonance (NMR). The compounds were evaluated in an in silico study and showed strong to
moderale antibacterial activily against several strains of Staphylococcus aureus. In particular, three
compounds exhibited excellent antibacterial activity, with minimum inhibilory concentrations
(MICs) between 16 and 64 pg mlL'. Furthermore, two of the nine compounds showed antifungal
activity, with MIC of 1024 and 512 pg mL"*. /n silico studies of the parameters of Lipinski’s rule
of five indicate that these compounds have potential to be new drug candidates.

Keywords: selenoglycolic acid, selenoglycolicamides, antibacterial activity, antifungal activity
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