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RESUMO

O presente trabalho trata do planejamento e sintese de
moléculas biologicamente importantes contendo selénio. Foram
preparadas duas classes destes compostos: disselenctos derivados de
anfetaminas e compostos heterociclicos derivados do ebselen. Além da
preparagdo, estudaram-se as aplicacdes bioldgicas destas substincias,
como antioxidantes. Inicialmente ¢é apresentada a sintese dos
disselenetos derivados de anfetaminas. A estratégia sintética adotada
para a preparacdo destes compostos permitiu a obtengdo dos produtos
desejados em poucas etapas reacionais e com rendimentos globais
elevados, através de reagdes de acoplamento entre disselenetos contendo
acidos carboxilicos e aminas apropriadas com atividades biologicas. Em
seguida, esses compostos foram avaliados quanto ao seu potencial
antioxidante. Inicialmente, testados como miméticos da enzima GPx,
que atua no nosso organismo, na oxida¢do de tidis a dissulfetos,
utilizando peréxido de hidrogénio como agente oxidante. Os resultados
encontrados evidenciaram que a maior parte dos compostos sintetizados
foi capaz de reduzir o peroxido de hidrogénio por meio da oxidagdo do
tiofenol, sendo que o disseleneto mais ativo apresentou velocidade cerca
de 9 vezes maior que o ebselen. Adicionalmente, todos os compostos
sintetizados se mostraram eficientes na inibi¢cao da formagdo de espécies
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), induzidas por ferro e, muitos
deles foram capazes de atuar como substratos da enzima tiorredoxina
redutase (TrxR). Através dos estudos de ressonancia magnética nuclear
de selénio e hidrogénio foi demonstrada a interagdo intramolecular
existente entre o atomo de selénio e o oxigénio presente na molécula,
bem como, encontrou-se evidéncias do possivel mecanismo da reagdo de
redugdo de peroxido de hidrogénio, utilizando ditiotreitol (DTT) como
cofator, respectivamente, sendo este um teste alternativo para andlise
GPx like. Na segunda parte do trabalho, foi desenvolvida uma
metodologia sintética simples e rapida para a obtengdo de uma série de
benzisoselenazol-3(2H)-onas N-substituidas (derivados do ebselen) e
benzisosulfonazol-3(2H)-onas N-substituidas. Este método consistiu na
formagdo de anéis heterociclicos de cinco membros pela ciclizacdo
intramolecular de disselenetos e dissulfetos contendo amidas, na
presenca de iodo molecular e trietilamina em quantidades equivalentes.
Além disso, foi avaliada a capacidade desses compostos de atuarem
como miméticos da enzima glutationa peroxidase (GPx). Um cenario
muito promissor foi observado para o uso catalitico dos compostos



derivados do ebselen como miméticos desta enzima, uma vez que todos
apresentaram atividade superior ao ebselen.

Palavras-chave: 1.Antioxidante 2. Anfetaminas 3.Disselenetos 4. Ebselen
5.Aminoacidos 6.Glutationa peroxidase 7.Tiorredoxina redutase 8.
Peroxidagdo lipidica



ABSTRACT

The present study deals with the design and synthesis of
selenium-containing biological relevant compounds. Two distinct
classes of compounds were designed and synthesized: amphetamine
containing diselenides and ebselen like derivatives. Besides the
preparation, the biological application of these compounds as
antioxidants has been evaluated. The first part of this work reports the
synthesis of diselenides containing an amphetamine core. The synthetic
strategy involves a coupling between preformed aryl diselenide bearing
a free carboxylic acid with a series of biologically relevant amines,
affording the formation of the desired products in few steps and high
overall yields. The obtained compounds were fully investigated in terms
of antioxidant properties. The GPx like activity was studied evaluating
the ability of these new compounds on catalyze the oxidation of
thiophenol into the corresponding disulfide in the presence of hydrogen
peroxide as stoichiometric oxidant. The most active diselenide showed
to be 9 times more effective than ebselen, a well studied selenium
containing drug. Additionally, all the obtained diselenides showed an
interesting inhibition of lipid peroxidation in brain homogenates and
some of them acted also as substrate of the enzyme thioredoxin
reductase (TrxR). Nuclear Magnetic Resonance analysis showed the
presence of a non—bonding interaction between the selenium and oxygen
atom that can modulate the GPx-like activity. The same technique has
been used to study the mechanism as well as the ongoing catalytic
oxidation of dithiothretol (DTT) in the presence of hydrogen peroxide as
an alternative test for the evaluation of the antioxidant activity. The
second part of this study refers to a simple, fast and efficient synthesis
of a series of N-substituted benzisoselenasol-3(2H)-ones and
benzisosulfonazol-3(2H)-ones  starting from the corresponding
diselenides and disulfides, respectively. The cyclization is activated by
the iodine-mediated oxidation of the chalcogen-chalcogen bond in the
presence of triethylamine and occurs in all the cases in almost
quantitative yields. The evaluation of the GPx-like activity disclosed an
interesting scenario, once that all the tested compounds exhibited
superior activity compared to the standard and well known ebselen.

Keywords: 1.Antioxidant 2.Amphetamines 3.Diselenides 4.Ebselen
5.Aminoacids 6.Glutathione peroxidase 7.Thioredoxin reductase 8.
Lipid peroxidation
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1 INTRODUCAO

Nesta secdo apresenta-se uma revisdo da literatura referente aos
temas estudados neste trabalho. E abordado o emprego de compostos
organicos de selénio como antioxidantes em diferentes ensaios
bioldgicos, tais como, mimetizagdo da enzima glutationa peroxidase,
peroxidagdo lipidica e substrato da enzima tiorredoxina redutase.
Examina-se também, a interagdo intramolecular ndo ligante entre
atomos de selénio com heteroatomos, como oxigénio e nitrogénio, nos
disselenetos sintetizados, assim como, métodos sintéticos para obtengdo
de derivados do ebselen. Além disso, uma breve discussdo se faz acerca
da importancia das aminas biologicamente ativas.

1.1 Compostos organicos de selénio

O elemento selénio foi descoberto pelo quimico Jons Jacob
Berzelius, em 1817, no deposito da sua fabrica de 4cido sulftirico em
Gripsholm, Suécia. Berzelius deu este nome ao novo elemento quimico
em homenagem a deusa grega da lua Selene. Todavia, durante um longo
periodo, este elemento foi considerado toxico, e sua quimica pouco
explorada, principalmente devido a dificuldade de manipulagdo em
virtude do desagradavel odor de seus compostos. Somente no ano de
1957, Schwartz e Foltz descobriram que o selénio ¢ um elemento
essencial na dieta animal e que a minima deficiéncia deste nutriente
pode acarretar em severos danos aos animais ¢ humanos.'

Por volta da década de 70, o papel bioquimico do selénio foi
claramente estabelecido devido a descoberta de selenoproteinas, a
principio encontradas em bactérias® e posteriormente, em mamiferos.’
De fato, tais proteinas estdo envolvidas em uma série de processos
fisiolégicos, como no sistema antioxidante, na producdo do horménio da
tireoide, no sistema imunoldgico e reprodutor, dentre outros.*® Uma das
descobertas mais expressivas foi que a presenca do atomo de selénio no
aminoacido conhecido como selenocisteina, desempenha papel
fundamental no sitio ativo da enzima glutationa peroxidase (GPx),
conforme representado na Figura 1. A selenocisteina, juntamente com o
triptofano e a glutamina, forma a “triade catalitica” da enzima GPx.’
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Figura 1. Representacdo da triade catalitica da enzima GPx.

Fonte: Quimica Nova, v. 31, p. 1170-1179, 2008.

Os residuos do aminoacido selenocisteina, no qual a cadeia
lateral ¢é isostérica a cisteina, sdo a maior fonte de selénio dentro do
nosso organismo (Figura 2).

Figura 2. Comparagao entre as estruturas dos aminoacidos selenocisteina 1 e
cisteina 2.

“H;N__COO® "H;N__COO
SeH SH
1 2

Por outro lado, do ponto de vista tecnoldgico, compostos
contendo selénio possuem uma vasta gama de diferentes aplicagdes na
area industrial como, por exemplo, na fabricacdo de materiais
semicondutores, na coloragdo de vidros e cerdmicas, na fabricacdo de
fotocélulas, na fabricagdo de cilindros usados em fotocopiadoras e
impressoras a laser, na formulacdo de cosméticos, dentre outras (Figura
3).!” Nio obstante, se forem comparadas a quimica inorganica em torno
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do atomo de selénio com a quimica organica do mesmo (envolve o
emprego de compostos contendo a ligagdo covalente entre o carbono e o
selénio), a diferenga encontrada sera acentuada, pois esta ultima ¢, até
entdo, bem menos explorada.

Figura 3. Ilustracdo de algumas das diferentes aplicagdes de compostos
contendo selénio.

[ e
LOREAL
ELVIVE

ANTIFORFORA

SELENIO S ATTIVO'

sHAMPOO TRATTANTE [l

h

Fonte: http://www.quimlab.com.br/guiadoselementos/selenio.htm (Acessado em
16/11/2014)

Considerando as caracteristicas quimicas do atomo de selénio,
sabe-se que este estd diretamente relacionado com o enxofre e o
oxigénio. Entretanto, a troca isostérica destes elementos pelo selénio em
estruturas organicas, ndo ¢ tdo simples assim. Nesse sentido, ao
contrario da amplitude de aplicagdes atribuiveis aos compostos
contendo oxigénio e enxofre, o emprego de compostos de selénio em
sintese organica ¢ menos expressivo. Contudo, ele se destaca em muitos
processos organicos, tanto como reagente em reacdes quimicas quanto
como substrato organico atuante, catalisando reagdes, por exemplo.'

Na década de 70, a descoberta que a reagdo de eliminacdo de
selenoxidos para levar a formacdo de ligacdes duplas ocorre sob
condi¢des mais brandas do que aquelas empregadas, até entdo,
impulsionou o desenvolvimento da quimica de compostos organicos de
selénio (Esquema 1)."" A partir dai, houve um crescimento expressivo
no desenvolvimento dessa classe de compostos, muitos dos quais sdo
atualmente disponiveis comercialmente.


http://www.quimlab.com.br/guiadoselementos/selenio.htm
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Esquema 1. Reagdo de elimina ¢ao de selendxidos.

2 .
SeR? R \Se¢0'>
: (z -R2SeOH
R! R! ~ H R!
D Y T
0 o) o)

1.1.1 Atividade glutationa peroxidase like de compostos organicos
de selénio

Os organismos aerobicos obtém energia dos alimentos pelo
processo da respiragdo celular, realizada no interior das mitocondrias, na
qual o oxigénio ¢ reduzido em um processo de transferéncia de um
elétron.'” Durante este processo sdo formadas espécies quimicas como
peroxidos e superoxidos, conhecidas como Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs). Esta classe de compostos, quando produzida em
excesso, gera o estresse oxidativo que, por sua vez, esta relacionado a
uma série de patologias humanas."

O controle dos EROs nas células se d4 principalmente pelo
sofisticado sistema de defesa antioxidante dos organismos,
especialmente através das enzimas superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) que convertem essas
espécies nocivas em metabolitos indcuos.'* Nesse contexto, destaca-se
a enzima glutationa peroxidase que, como citado anteriormente, ¢ uma
selenoenzima que atua catalisando a redugdo de peroxidos de hidrogénio
e/ou perdxidos organicos (ROOH), consumindo tidis (glutationa GSH),
com formagdo de dissulfeto organico (glutationa oxidada GSSG) e agua
e/ou alcoois (Esquema 2)."” Como consequéncia da sua agdo, essa
enzima exerce a fungcdo de proteger biomembranas e outros
componentes celulares do estresse oxidativo.'®"”
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Esquema 2. Reagdo de reducao de peroxidos catalisada pela GPx.

Enzima
GPx
ROOH + 2 GSH e ROH + GSSG + H,O

R =H ou alquila

SH
GSH = 0 Q g $
N
HO)J\_/\/U\N \)J\OH
0

: H
NH,

Por volta da década de 70 foi elucidado o mecanismo para a
enzima glutationa peroxidase. Neste mecanismo, primeiramente ¢
proposto que a enzima, na sua forma ativa selenol (Enz-SeH, 3), reage
com um equivalente de peréxido, reduzindo-o a agua ou alcool
(dependendo da estrutura do peréxido) e formando o acido selenénico
(Enz-SeOH, 4). Este entdo ¢ atacado por um equivalente da glutationa
reduzida (GSH) formando o sulfeto de selenenila (Enz-SeSG, 5) e agua.
Na ultima etapa, o selenosulfeto 5 reage com um segundo equivalente de
GSH regenerando a forma ativa da enzima para reiniciar o ciclo
catalitico e produzindo simultaneamente a glutationa oxidada (GSSG)
(Esquema 3).17'18



38

Esquema 3. Ciclo catalitico da enzima GPx.

Enz—SeH

GSSG

ROOH

GSH
ROH

Enz—Se—SG Enz—SeOH

H,0 GSH

Por essa enzima possuir algumas desvantagens que limitam seu
uso terapéutico, tais como: a instabilidade e o alto peso molecular'®"
muitos estudos t€m proposto a sintese de novos compostos que possam
mimetizar a atividade da enzima GPx, ndo apenas para elucidar mais
detalhadamente o seu mecanismo catalitico, como também, para
potencializar sua aplica¢do farmacologica. Em virtude disso, o design de
novas moléculas contendo selénio e a avaliagdo do seu potencial em
mimetizar a enzima glutationa peroxidase tornaram-se importantes
segmentos da pesquisa.

Ja existe um grande numero de moléculas contendo selénio,
capazes de mimetizar a atividade da enzima glutationa peroxidase in
vitro. Dentre elas, uma das mais promissoras ¢ o ebselen (2-fenil-1,2-
benzoisosselenazol-3-(2H)-ona) 6.°** Este heterociclo foi o primeiro
mimético sintético da GPx que além de apresentar baixa toxicidade,
possui atividade anti-inflamatoria, antioxidante, antiaterosclerdtica e
propriedades citoprotetoras.” Nos ultimos anos, o ebselen passou a ser
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utilizado como composto padrio para comparar a atividade mimética da
enzima GPx de compostos organicos de selénio.

Atualmente ha varios métodos descritos para a preparagdo do
ebselen. Dentre estes, um dos mais utilizados foi descrito por Engman
em 1989 (Esquema 4)** Esta metodologia consiste em uma reacdo “one
pot” a partir do tratamento da N-fenilbenzamida 7 com dois equivalentes
de butil litio em THF, para gerar o didnion 8. A adi¢do de selénio
elementar leva a formagdo do intermediario 9, o qual ¢é ciclizado
mediante a adi¢do do oxidante CuBr, para formar o ebselen em apenas
uma etapa reacional com 63% de rendimento.

Esquema 4. Esquema reacional para preparagdo do ebselen

O

(0]
NHPh 2 BuLi . Se? .
NLiPh NLiPh
0 °C/THF .
Li SeLi
9
7 8
CuBr,
(0]
OO
Se
6 63 %

Devido a promissora atividade GPx like apresentada pelo
ebselen, varios grupos de pesquisa t€m se dedicado no desenvolvimento
de moléculas similares a ele. O objetivo ¢é elevar a atividade mimética
GPx, promovendo a reducdo de perdxidos as custas de tidis no menor
tempo possivel. Por exemplo, a Figura 4 mostra o ebselen 6 ¢ alguns de
seus analogos 7-13 que foram sintetizados e empregados com sucesso
como miméticos da enzima GPx.”>'



40

Figura 4. Ebselen 6 e seus andlogos com atividade mimética da GPx.
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Pelos estudos realizados, os substituintes, tanto no anel
aromatico quanto no grupamento ligado ao nitrogénio da selenoamida,
possuem um efeito significativo na atividade desses compostos. A série
de compostos 9, por exemplo, possui uma atividade maior quando
comparada ao ebselen. Este comportamento se caracteriza pela interagdo
ndo covalente entre o oxigénio da amida e o atomo de selénio do
heterociclo.”” Da mesma forma que, quando os substituintes ligados ao
nitrogénio do conjunto de catalisadores 10 forem alquilicos ou anéis
benzénicos substituidos (para ou meta), o desempenho apresentado
pelos compostos na atividade GPx like é maior que o ebselen.”®” Nesse
contexto, cabe salientar os compostos 11 e 12, recentemente descritos
por Elsherbini e colaboradores. O primeiro é um catalisador eficiente,
capaz de reduzir peroxidos mais rapidamente do que o ebselen 6, devido
a provavel interacdo do oxigénio do alcool com o atomo de selénio da
selenoamida. Ja o segundo, mesmo possuindo dois atomos de selénio,
surpreendentemente apresentou atividade catalitica mais baixa. Este
resultado obtido se credita ao fato da molécula apresentar um grande
impedimento estérico, o que acaba dificultando a rea¢do com tidis e/ou
peroxidos quando submetidos & reacdo de mimese da enzima GPx.*° Por
ultimo, alguns compostos que merecem destaque sdo os analogos do
ebselen derivados de peptideos 13.' Boa parte destas estruturas
peculiares apresentaram atividade GPx like maior que o ebselen, sendo
que estes resultados dependem tanto da por¢do peptidica ligado ao
nitrogénio quanto do peroxido utilizado nos testes.
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Embora muitos estudos acerca das moléculas derivadas do
ebselen sejam realizados até hoje, ainda existem divergéncias quanto ao
mecanismo de atuacdo dessas substancias como miméticos da enzima
GPx.*** De acordo com algumas evidéncias experimentais coletadas de
reagdes isoladas, foi proposta uma revisao do ciclo catalitico do ebselen
e seus derivados na reducdo de peroxidos com tidis (Esquema 5).
Inicialmente, o ebselen 6 reagiria com o tiol produzindo o sulfeto de
selenenila 14. Esta espécie sofreria o ataque de mais um equivalente do
tiol produzindo o respectivo dissulfeto, seguido da oxidacdo da
molécula restante formando o disseleneto 15. Uma vez formado, o
disseleneto 15, na presenca de excesso de peroxido, estaria em equilibrio
com o acido selenénico 16. Na ultima etapa, dois caminhos diferentes
seriam possiveis: o acido 16 poderia eliminar uma molécula de agua
para regenerar o ebselen 6, ou poderia reagir com um equivalente de tiol
e produzir o sulfeto de selenenila 14, ambos retornando ao ciclo
catalitico. Ainda, uma rota alternativa foi observada quando o perdéxido
estd em excesso em relacdo a quantidade de tiol. Nesta, o peroxido de
hidrogénio reagiria com o ebselen, formando o 4cido seleninico 17 que
entdo, reagiria com dois equivalentes de tiol para resultar no acido
selenénico 16, eliminando dissulfeto. O restante do ciclo procederia da
mesma maneira citada anteriormente.**!
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Esquema 5. Ciclo catalitico do ebselen e seus derivados na redugdo de
perdxidos com tidis.

H,0,

0 /L\ NHPh
(O-su 5
S/NPh H,0 17
e 7
. \< ScOH
NHPh NHPh 2 ()-SH
H,O O—SH

0 _ 0
O-s),
SeS—_) SeOH

14 16
Q-su NHPh /
@ H,0, (excesso)
O-s), )

Se

O = fenila

15

Como se observa no Esquema 5, os disselenetos sdo espécies
presentes no ciclo catalitico do ebselen 6. Desse modo, a hipotese de
que essas substancias por si s6 poderiam atuar na reducdo de peroxidos
consumindo tidis, torna-se extremamente viavel. Em vista disso, o
emprego desses catalisadores como miméticos da enzima glutationa
peroxidase foi realizado com sucesso. A Figura 5 mostra alguns desses
exemplos bem sucedidos.*** O disseleneto de difenila 18, por exemplo,
possui uma atividade GPx like aproximadamente duas vezes maior que
o ebselen.”? Ademais, como em outras reacdes de oxidagdo promovidas
por disselenetos, o carater dos substituintes presentes na estrutura do
catalisador influencia na atividade do composto. Seguindo esta ressalva,
os disselenetos contendo grupamentos alcool, amida ou amina,
apresentam um aumento significativo em sua atividade mimética. Sendo
assim, esta intera¢do ¢ de notdria importancia na atividade antioxidante
destes compostos. Como exemplo, pode-se citar o disseleneto 19* que



43

se apresenta 5 vezes mais ativo que o disseleneto de difenila e cerca de
10 vezes mais eficiente que o ebselen. O mesmo efeito se observa para
os demais compostos 20a-b,” 21,* 22% ¢ 23.* Vale ressaltar que o
disseleneto de difenila, por apresentar caracteristicas antioxidantes
importantes, vem sendo utilizado como droga padrio, bem como o
ebselen, quando realizados testes miméticos da enzima GPx para outros
compostos.47

Figura 5. Diversas estruturas de disselenetos com atividade mimética GPx.

N7 NHR
OH
Ph
Se), Se) Se),
Se), 0)
18 19 20a:R=H 21
20b: R = Me
Et Me
N/
e OO0
S
Se)z e)z
22 23

Outro exemplo que vale destacar € o disseleneto 24, no qual a
adi¢do de um grupamento metoxila préximo ao atomo de selénio
provoca um efeito positivo na eficiéncia catalitica deste composto,
aumentando sua atividade mimética da GPx em rela¢do ao seu analogo
19 (Figura 6).** Os grupamentos ligados ao nitrogénio das fungdes
amida ¢ amina também influenciam na atividade GPx like dos
disselenetos. Nesse contexto, Mugesh e colaboradores desenvolveram
estudos comparativos, nos quais a substitui¢do de um hidrogénio em
uma amida secundaria 25a por um grupamento metila 25b leva a um
aumento de cerca de 20 vezes na atividade mimética desta molécula. No
entanto, aminas secundarias 26a, sdo aproximadamente duas vezes mais
efetivas na reducdo de perdxidos na presenca de tiol do que aminas
terciarias 26b.*"!
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Figura 6. Diversas estruturas de disselenetos derivados de aminas e amidas com
atividade mimética GPx.
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Do ponto de vista mecanistico, a reagdo inicial do ciclo
catalitico para disselenetos ¢ a reagdo do disseleneto 27 com tiol
produzindo as espécies selenol 28 e sulfeto de selenenila 29 (Esquema
6). Nesta etapa, a espécie 29 que esta deficiente em elétrons recebe o
auxilio dos pares de elétrons dos grupamentos ligados a estrutura do
catalisador. Esta interagdo nao covalente do selénio com os
heteroatomos dos grupamentos vizinhos ¢ responsavel pela maior
atividade dos compostos com fung¢des amida, amina ou alcool, em
relacdo ao disseleneto de difenila. Apds a primeira etapa do ciclo, o
selenol reage com perdxido para produzir o acido selenénico 30, o qual,
em excesso de perdxido, ¢ oxidado ao dacido seleninico 31. Este
composto ¢ reduzido por 3 equivalentes de tiol e forma o sulfeto de
selenenila 29. Alternativamente, o 29 pode ser produzido a partir do
acido selenénico 30, pela reagdo com tiol quando ndo ha excesso de
peréxido. A tltima etapa, na sequéncia, ¢ a reagdo do sulfeto de
selenenila 29 com o tiol para gerar o dissulfeto e restituir o selenol 28 ao
ciclo catalitico.”
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Esquema 6. Ciclo catalitico de disselenetos na reducao de peroxidos com tiois.
(O-Se—se—0)
27

- Q-sH

Q 29
\q ‘Se
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Em uma abordagem mais recente, Braga e colaboradores
reportaram uma série de disselenetos derivados de L-aminoacidos que
apresentaram atividade mimética da enzima glutationa peroxidase. Neste
trabalho, os autores observaram que a atividade dos compostos
sintetizados ¢ influenciada pela distincia entre o selénio e o grupamento
funcional. No caso dos disselenetos derivados de aminoésteres 32a-c
quanto mais longa a cadeia, melhor o desempenho do catalisador, pois
permite uma melhor interagdo do selénio com o oxigénio da amida.>
Semelhantes a estes exemplos, porém com conformacdo mais restrita,
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Singh e colaboradores sintetizaram uma série de disselenetos derivados
do 4cido antranilico, formando ligagdo amida com diferentes L-
aminoacidos 33a-c. Estes comg)ostos também apresentaram pronunciada
atividade GPx like (Figura 7).

No que diz respeito a aplicacdo disselenetos com interagdo nao
covalente como miméticos da enzima glutationa peroxidase, merece
destaque o disseleneto derivado da efedrina 34. Além de ser empregado
como catalisador quiral, este composto mostrou eficiéncia catalitica
acentuada quando submetido & reagdo de reducdo de perdxidos na
presenca de tiois.*’

Figura 7. Disselenetos contendo aminas ¢ amidas com atividade mimética a
enzima GPx.

Ph O R CH,
0 OMe N \\Ph
»(Se (0] N N :
. N ~ H o | $6)
H (0] Se), 2

32a:n=1 33aR=Me 34

32b:n=2 33bR=H

32¢:n=3 33¢ R =CH,Ph

Ainda que selenoamidas e seus derivados bem como
disselenetos sejam bastante estudados como catalisadores em reagdes de
oxidagdo de tidis na presencga de perdxido, a habilidade de mimetizar a
enzima glutationa peroxidase nio se limita somente a essas duas classes
de compostos. Selenosubutilisina (selenoenzima artificial) e seus
derivados, por exemplo, possuem uma alta eficiéncia como miméticos
da selenoenzima natural GPx.”**® Outrossim, alguns selenetos
mostrados na Figura 8 também apresentam atividade GPx like, atuando
por diferentes mecanismos de acdo. Os selenetos 35 e 36 sdo
considerados pré-catalisadores, pois a espécie ativa (sulfeto de
selenenila) sera formada apods a reagdo dos mesmos com tiol.”” J& os
compostos 37-39 reagem com peroxidos e produzem in situ o
selendxido correspondente, o qual € responsavel por promover a
oxidagdo dos tiois a dissulfetos.”®**® Uma caracteristica importante do
composto 39 ¢ que este catalisador apresenta solubilidade em agua, a
qual é extremamente desejada para futuras investigacdes terapéuticas.
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Figura 8. Exemplos representativos de outros compostos organicos de
selénio com atividade GPx like.
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Outros catalisadores, como por exemplo, os ésteres ciclicos de
selénio 40,°"* 41 ¢ 42% sdo compostos que apresentaram atividade
GPx like. Um fato interessante sobre os compostos 41 é que a adigdo de
varios grupamentos metoxila na estrutura do catalisador ndo causa efeito
cumulativo na sua eficiéncia catalitica e este comportamento € atribuido
ao maior impedimento estérico presente na molécula, o que acaba
dificultando a formagdo do intermediario chave da reagdo. A habilidade
de selenoxidos 43,% seleno di-hidropirimidinonas 44°’ ¢ do cloreto de
fenilseleno zinco 45® de atuarem como miméticos da enzima GPx
também foi recentemente reportada. Os selenoxidos atuam através da
formagdo da espécie ativa, conhecida como peridroxisselenona e o
PhSeZnCl como precursor, assim como o disseleneto de difenila, do
intermediario acido selenénico. Ja as seleno di-hidropirimidinonas se
mostraram eficientes antioxidantes através de véarios mecanismos de
acgao.
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1.1.2 Atividade inibitéria da peroxidacao lipidica de compostos
organicos de selénio

As membranas celulares apresentam uma composi¢ao geral que
inclui uma bicamada lipidica associada a proteinas. Os principais
componentes lipidicos das membranas sdo os fosfolipidios, os quais sdo
formados por uma cauda hidrofobica (apolar) e uma cabega hidrofilica
(polar). Comumente, a cauda é formada por cadeias de acidos graxos
com uma ou duas insaturagdes, como ilustrado na Figura 9,670

Figura 9. Estrutura Geral dos Fosfolipidios Contendo uma Cabecga Polar e
Cauda Apolar, esta Formada por Cadeias de Acidos Graxos.
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Fonte:
http://www.fomosplanejados.com.br/capitulos/assuntos/assunto_fullscreen.asp?
codcapitulo=26&codassunto=84&numero=12 (Acessado em: 15/02/2013).

Os radicais livres, espécies eletrofilicas extremamente reativas,
podem ser produzidos durante o metabolismo basal normal das células
aerdbicas, e estas moléculas podem reagir com uma diversidade de
biomoléculas e componentes celulares importantes, causando danos
irreversiveis ao organismo.”'


http://www.fomosplanejados.com.br/capitulos/assuntos/assunto_fullscreen.asp?codcapitulo=26&codassunto=84&numero=12
http://www.fomosplanejados.com.br/capitulos/assuntos/assunto_fullscreen.asp?codcapitulo=26&codassunto=84&numero=12
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A peroxidagdo lipidica (PL) é uma das consequéncias da agdo
destes radicais livres nas membranas bioldgicas através do ataque aos
lipidios insaturados presentes na mesma. A peroxidacao lipidica acarreta
no comprometimento das membranas celulares, pois as mesmas acabam
perdendo suas caracteristicas arquitetonicas. Nessas condicdes, as
membranas se tornam suscetiveis as mudangas em suas propriedades,
como a permeabilidade (criam-se fendas i6nicas que favorecem o
transito indiscriminado de metabdlitos e detritos celulares, provocando a
sua ruptura e lise, com consequéncia necrose celular),72 viscosidade,
modifica¢io na interacdo lipidio/proteina entre outros.”

A peroxidacdo de lipidios (PL) ocorre em trés etapas: iniciagao,
propagacio e terminagio e pode ser resumida nas reagdes abaixo.”*
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Esquema 7. Reagdes de peroxidacao de lipidios.

R~ + 02 ——> ROO 0]
Iniciagao:

ROO"+ L,H —> ROOH + L (@)
Propagacao:

. . 3)
L,00" 4 LH —= L,00H + L, )
Terminagao:

L,00" y L, — L,00L, (6)

R’ = Radical livre em meio aerébico ROO = Radical peroxido

L,H = Lipidio insaturado ROOH = Hidroperdxido L'l = Radical livre

Primeiramente, a espécie reativa de oxigénio (ROO-) se origina
através da reag@o entre um radical livre e o oxigénio do meio aerdbico
(Equagdo 1, Esquema 7). Em seguida, na fase conhecida como iniciagao,
o hidrogénio do acido graxo insaturado (L;H) reage com essa espécie
reativa de oxigénio (ROQO"), produzindo o radical lipidico L+ (Equagao 2,
Esquema 7). J4 na fase de propagagdo (Equagdo 3, Esquema 7), o
radical lipidico desenvolvido na reacdo anterior reage com oxigénio
molecular, formando o radical peroxila (LOO-). Este radical pode dar
inicio a um novo processo de remogao de hidrogénio de uma nova
molécula de acido graxo o que resulta em mais um radical L- e
hidroperoxido (L;OOH).””"® Com a formagdo de radicais peroxilas os
danos podem ser ainda maiores, uma vez que eles podem atacar também
as proteinas das membranas.” Em sequéncia, na fase de terminagdo
(Equagdo 5, Esquema 7), dois radicais se combinam e produzem uma
espécie ndo radicalar.”
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Adicionalmente, o hidroperéxido lipidico (L;OOH) formado
pode sofrer outras transformacdes e romper-se. Essas reacdes
geralmente sdo catalisadas por metais de transi¢do como ferro e cobre, e
acabam criando diferentes espécies como alcanos, acidos e aldeidos, tais
como o malondialdeido (MDA), 4-hidroxinonenal e isoprostanos,
conhecidos como marcadores quimicos, que podem ser detectados em
amostras bioldgicas e utilizados para se analisar o estresse oxidativo.”
Dentre esses produtos, destaca-se o malondialdeido que é muito
utilizado em ensaios in vitro. A quantificacdo da formag¢do do MDA tem
sido extensivamente utilizada para avaliar a dimens2o do dano oxidativo
através da reagdo do mesmo com o acido tiobarbitirico (TBA).

Estudos que visam investigar o envolvimento da peroxidacdo
lipidica podem ser feitos através de uma técnica de determinacdo
indireta das substancias reativas ao 4cido tiobarbitirico, na qual um dos
produtos finais da peroxidagdo lipidica, o MDA, reage com o &cido
tiobarbiturico, originando um produto cromégeno de cor rosa que (Pode
ser quantificado espectrofotometricamente ou por fluorescéncia.*’ No
Esquema 8 ilustra-se a formag¢do do malondialdeido a partir da
peroxidacgdo lipidica de um 4cido graxo tri-insaturado C18 e, em
seguida, a reagdo de condensacdo entre 0 MDA e o acido tiobarbiturico
para formagao do complexo croméforo.
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Esquema 8. Formagdo do malondialdeido a partir da peroxidagdo lipidica de
um acido graxo.
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Ainda no que diz respeito a peroxidagdo lipidica e suas causas,
um dos responsaveis por induzir a formagdo de radicais impulsionando a
ocorréncia deste tipo de reagdes em cadeia é o ferro (II). O ferro (II)
desempenha importantes fungdes nos processos metabolicos, sendo um
constituinte vital nas células de todos os mamiferos. O mesmo ¢
encontrado em algumas enzimas que catalisam mecanismos de oxidagéo
celular e, muitas vezes, a importancia do ferro nos sistemas bioldgicos
esta ligada a uma grande variedade de reagdes de transporte de elétrons.
Porém, a presenga destes ions pode incitar a producdo de radicais livres
por diferentes mecanismos.* ™
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Inimeras evidéncias sugerem que, quando ha produgdo de
perdxido de hidrogénio e do anion superoxido em demasia, uma cadeia
de reacdes de peroxidagdo lipidica ocorre na membrana celular,
acarretando alteragdo da fluidez da mesma. Entretanto, o dano celular s6
aparecera quando as espécies reativas de oxigénio e os radicais
hidroxilas, altamente reativos, forem produzidos através da reagdo de
Fenton (Esquema 9). Nesta reagdo o ferro reduzido doa um elétron para
o peroxido de hidrogénio, o que resulta na produgdo do mais citotoxico
dos EROs, o radical hidroxila (HO-). Desta forma, a participacdo do
ferro ¢ crucial na produ¢do do HO-, o qual pode tanto iniciar a
peroxidacdo lipidica quanto propagar as reagdes dos radicais livres.
Além disso, pode oxidar boa parte das moléculas presentes nos sistemas
biolégicos.™

Esquema 9. Reagdo Fenton.

Fe," + Hy0, —> Fe;" + HO + HO"

Nas ultimas duas décadas, a atividade antioxidante do ebselen,
seus derivados e outros compostos organicos de selénio vem sendo
descrita em diferentes modelos experimentais, dentre estes, a
peroxidacdo lipidica. A contribuicdo exata da atividade antioxidante de
cada modelo ainda ndo esta clara, mas a partir de um ponto de vista
teorico, um composto que atue como antioxidante por duas ou mais vias
pode ser considerado vantajoso, pois aumenta a sua capacidade em
transformar as EROs em metabolitos indcuos.

Nesse contexto, na década de 80, Miiller e colaboradores
mostraram que o ecbselen 6 g)ossui grande capacidade de inibir a
peroxidagio lipidica in vitro.®*" O estudo com disselenetos como
inibidores da peroxidacdo lipidica (Figura 10) veio mais tarde com
Batista e colaboradores.® Neste trabalho, os autores avaliaram o
potencial antioxidante dos compostos 18, 46 ¢ 47. Tanto o disseleneto
de difenila 18 quanto o seu derivado clorado 46 apresentaram
propriedades similares ao ebselen como inibidores da peroxidagéo
lipidica induzida tanto pelo acido quinolinico quanto pelo nitroprussiato
de s6dio. O compostos organicos de selénio derivado da L-valina 47,
surpreendentemente mostrou-se menos ativo como agente antioxidante
quando comparado aos demais disselenetos ja citados.



54

Apoés esse estudo, foi realizada a aplicagdo de disselenetos
aromaticos contendo grupamentos doadores 48 e retiradores 46, 49 de
elétrons bem como de disselenetos alquilicos 50-52. *¢ Os resultados
obtidos revelaram que os disselenctos 18, 46, 49 ¢ 52 protegeram as
amostras de cérebro de ratos contra peroxidacdo lipidica em baixas
concentracdes. Ja os disselenetos 48, 50 e 51 apresentaram atividade
somente em altas concentracdes de catalisador. Esse estudo revelou
também que os compostos orgdnicos de selénio 50 e¢ 51 em baixas
concentracdes sdo considerados pro-oxidantes, uma vez que, nessas
condigdes, aumentam a taxa de peroxidacdo lipidica. Recentemente foi
reportada a atividade antioxidante do disseleneto contendo grupamento
amina 53. Este composto se mostrou mais ativo na inibicio da
peroxidacdo lipidica, induzida por Fe(II) e nitroprussiato de sodio, do
que o disseleneto de difenila. Os autores aferem este resultado obtido a
possivel interagdo ndo covalente existente entre o &tomo de nitrogénio e
selénio.

Figura 10. Exemplos de compostos organicos de selénio com atividade
inibitoria da peroxidacao lipidica.
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Outras classes de compostos contendo selénio vém sendo
aplicadas neste tipo de estudo e apresentando 6timos resultados, como ¢
o caso do seleneto 35,% que protegeu in vifro, contra a peroxidagdo
lipidica, células de cérebro de ratos. Ja os selenopeptideos 54-55%
mostraran excelentes atividades antioxidantes in vitro frente a
peroxidacdo lipidica do acido linoleico, induzida por nitroprussiato de
sodio (Figura 11).

Figura 11. Exemplos de selenetos com atividade inibitéria da peroxidagao
lipidica.
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1.1.3 Atividade como substratos da enzima tiorredoxina redutase de
compostos organicos de selénio

O sistema da glutationa peroxidase somado ao sistema da
tiorredoxina redutase sdo conhecidos como os principais reguladores do
ambiente redox intracelular.””" Este Gltimo se destaca pela importincia
em outros processos celulares como: sintese de DNA, defesa contra o
estresse  oxidativo, regulagdo da apoptose, sinalizacdo redox,
proliferagdo celular etc. (Esquema 10), sendo distribuido em varios
orgios e tecidos dos mamiferos.”””*

As isoenzimas TrxR (oxirredutases) sdo flavoenzimas
homodiméricas que contém um FAD (flavina-adenina-dinucleotideo)
por subunidade e ¢ dependente de NADPH (fosfato de dinucleodtido de
nicotinamida e adenina). Ela é uma selenoproteina que contém um
residuo de selenocisteina (Sec) proximo a porgdo carboxi-terminal, o
qual & essencial para sua atividade.”

O sistema da tiorredoxina compreende o NADPH, a proteina
tiorredoxina (substrato Trx) e a enzima tiorredoxina redutase.”””’ A
TrxR reduz a li%agéo/ponte dissulfeto da Trx usando NADPH como
fonte de elétrons.”"”

A TrxR catalisa a redugdo principalmente da tiorredoxina, mas
devido a alta acessibilidade e reatividade do selenolato da por¢do C-
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terminal do sitio ativo desta enzima, ela também ¢ capaz de reduzir
outros substratos como: hidroperdxidos lipidicos,” a vitamina C,'®
selenitos etc.'”’ Apesar de atuar diretamente na degradagio de
hidroperéxidos, a tiorredoxina redutase também estd envolvida na
protecdo contra as EROs através do controle do estado redox da
tiorredoxina.'® Isto por que, estando reduzida a TrxR atua como doador
de elétrons e reduz uma série de enzimas antioxidantes intra e
extracelulares, além de poder atuar como substituta da glutationa
(Esquema 10).100

Esquema 10. Importancia da tiorredoxina redutase (TrxR) e tiorredoxina (Trx).
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Como podde ser observado, a tiorredoxina redutase possui uma
importancia impar no organismo e, em virtude disso, tem se tornado um
alvo terapéutico interessante. Nesse contexto, estudos mostram que a
atividade antioxidante da TrxR de mamiferos poderia estar relacionada a
regeneracdo direta de compostos antioxidantes pela enzima. Dessa
forma, a redugdo de compostos organicos de selénio para a sintese da



57

propria enzima e de outras selenoproteinas torna a TrxR uma enzima
crucial no metabolismo do selénio no organismo.103 Acredita-se também
que, quanto maior a concentracdo de moléculas contendo selenol livre
dentro do meio celular, maior sera a capacidade antioxidante do mesmo
por meio da degradagdo de peroxidos. Neste cenario, varios
pesquisadores t€ém se dedicado no design e na sintese de compostos
organicos de selénio capazes de mimetizar a enzima GPx e, a0 mesmo
tempo, atuarem como substratos da enzima tiorredoxina redutase. Esse
interesse ¢ de extrema relevancia uma vez que as moléculas sintetizadas
seriam consideradas fortes antioxidantes e se tornariam alvos
terapéuticos para doencas relacionadas ao estresse oxidativo.

Zhao e colaboradores recentemente demonstraram que o
potencial antioxidante apresentado pelo ebselen 6 pode estar relacionado
as reagdes com o sistema tiorredoxina. A reducdo do ebselen através da
TrxR na presenca de NADPH e/ou Trx ¢ capaz de formar a espécie
selenol 56, que atuara como redutor de peroxidos. Além disso, os
autores mostraram que o selenol, derivado do ebselen, reage com um
equivalente do ebselen para formar o disseleneto 57, que também pode
ser transformado em 56 pelo NADPH catalisada pela TrxR
(Esquemal 1).104
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Esquema 11. Reducao do ebselen através da TrxR na presengca de NADPH e/ou
Trx.
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A partir dai, outros compostos de selénio foram estudados pelo
seu potencial de serem substratos da TrxR. Na Figura 12 sdo ilustradas
as estruturas de outros compostos organicos de selénio que se
apresentam como substratos da selenoenzima tiorredoxina redutase.
Tanto o disseleneto de difenila 18 quanto alguns de seus analogos 46 ¢
58-60 sdo substratos da TrxR.'” As B-selenoamidas 61-63 apresentaram
bons desempenhos como substratos da TrxR e por apresentarem
interessantes propriedades antioxidantes continuam sendo alvo de
estudos.'” Um fato interessante a destacar ¢ que nem sempre bons
substratos da TrxR serdo bons miméticos da GPx e vice versa. '

Em 2011, um estudo interessante foi realizado por Batista e
colaboradores. Neste trabalho, foi demonstrado que na presenga da
tiorredoxina redutase do cérebro de ratos os disselenetos 18, 46 ¢ 58b
estimularam a oxidacdo do NADPH, indicando que sdo substratos da
TrxR. No entanto, o ebselen 6 e o disseleneto 59, que eram substratos
das enzimas TrxR hepaticas, ndo foram substratos das enzimas TrxR
cerebrais. Estes estudos sugerem que o disseleneto de difenila 18 pode
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exercer sua atividade neuroprotetora tanto por via da mimese da GPx

quanto através de sua reducdo pela TrxR. J& o ebselen 6 apresenta
. A o 107

atividade neuroprotetora em decorréncia de ser mimético da GPx.

Figura 12. Exemplos de compostos organicos de selénio substratos da
enzima tiorredoxina redutase.
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Outros trabalhos referentes a utilizagdo de compostos contendo
selénio com capacidade de serem substratos da enzima tiorredoxina
redutase foram publicados nos ultimos anos, sem, contudo,
apresentarem explicagdes relevantes no que concerne a modificagdes na
estrutura dos compostos organicos de selénio vs sua atividade
antioxidante.*”'" Assim, e considerando o potencial destes compostos
de serem empregados como antioxidantes por varios mecanismos de
acdo, até o momento pouco progresso foi alcangado na area de pesquisa.
A possibilidade de utilizagdo de novos compostos com estruturas mais
elaboradas e refinadas oferece uma perspectiva promissora na busca de
moléculas com atividades mais pronunciadas.
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1.2 Compostos organicos de selénio com interaciao entre selénio e
heteroatomo

O atomo de selénio normalmente, em moléculas organicas,
aparece na sua forma divalente, apresentando duas ligagdes covalentes e
dois pares de elétrons de valéncia. Apesar de o a&tomo de selénio atingir
a configuracao de gas nobre com duas ligagcdes covalentes, em solugdo
ou no estado solido, ele com frequéncia aparece interagindo com
heteroatomos vizinhos produzindo espécies conhecidas como: espécies
de selénio pseudo-hipervalente.'® """ Essas interacdes sdo chamadas de
interacdes ndo ligantes ou ndo covalentes e podem ocorrer nos
compostos organicos de selénio de duas formas, conforme mostrado na
Figura 13. No primeiro caso A, o atomo de selénio doa fracamente um
par de elétrons para o heterodtomo vizinho (Y = Pt, Hg, etc.) e no
segurlltillglclséiso B, recebe parcialmente um par de elétron (X =N, O, S,
etc.).

Figura 13. Diferentes formas de interagdo ndo covalente entre o selénio
divalente e o heteroatomo vizinho.

A quimica de compostos derivados de selénio estabilizados por
uma interagao intramolecular Se--X (X =N, O, S, Se, F, Cl) tem atraido
ateng@o nos ultimos anos. Estes derivados sdo interessantes por terem
uma estrutura versatil que oferece:'"*

a) compostos organicos de selénio hipervalentes estaveis, onde
o selénio divalente interage com um heterodtomo vizinho
(O, N, Se, etc.) para formar a espécie pseudo-hipervalente. A
natureza hipervalente do selénio ¢ dita como responsavel
pela reatividade redox dos compostos organicos de selénio
bem como sua alta bioatividade;

b) a possibilidade de serem usados como reagentes eletrofilicos
ou nucleofilicos em sintese assimétrica;
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c) ligantes para catalise aquiral e quiral;

d) modelos sintéticos para familia da enzima glutationa
peroxidase, onde a interagdo Se-'N estabiliza a molécula do
acido selenénico, dentre outras. Interessante destacar que
todo composto de selénio de valéncia baixa que possui um
heteroatomo vizinho, apresenta coordenag@o intramolecular
com este.

A natureza da interag¢do entre o selénio e o heteroatomo vizinho
tem sido demonstrada por varios autores para uma gama de compostos
organicos de selénio. Uma combinagdo de técnicas pode ser utilizada
para tal identificagdo, como: cristalografia de Raio-X, ressonédncia
magnética nuclear de hidrogénio e selénio e calculos de DFT. Sendo que
o principal fator que contribui para essas interacdes ndo ligantes ¢é
identificado como resultante da interagdo entre orbitais.'*

1.2.1 Interacdo intramolecular nio ligante entre os Atomos de
selénio e nitrogénio (Se--N ) ou selénio e oxigénio (Se---O)

O primeiro exemplo de interacdo intramolecular Se-N em
compostos organicos de selénio foi reportado por Christiaens e
colaboradores em 1984.'" O intermediario ortolitiado 64, como
mostrado no Esquema 12, foi estabilizado pelo par de elétrons ndo
ligantes do atomo de nitrogénio. Neste caso a interagdo atua como
direcionador para ocorrer a ortolitiacdo. Ja nas oxazolinas formadas,
representadas pela estrutura 65, a interacdo ndo ligante ocorre entre o
nitrogénio e o 4tomo de calcogénio, estabilizando-as. E valido ressaltar
que, neste primeiro caso, as técnicas de raio-X e espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (NMR) ainda ndo foram empregadas.
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Esquema 12. Interagdo intramolecular Se-N em compostos organicos de
selénio reportada por Christiaens e colaboradores.
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A utilizacdo da andlise cristalografica de raio-X e
espectroscopia de NMR foi empregada para resolugdo deste tipo de
estrutura somente em 1992, por Iwaoka e colaboradores.''® O
disseleneto estudado estd representado no Esquema 13. Em estado
solido, as distancias atdmicas dos atomos de selénio e nitrogénio e os
angulos de ligacdes obtidos claramente indicam uma intera¢do entre o
selénio divalente e o nitrogénio da amina terciaria. No 'H NMR, nio foi
observado nenhum indicio de interagdo Se-*N em solu¢do, isso devido a
pouca eletrofilicidade do atomo de selénio divalente, uma vez que o
solvente estaria suprimindo a ocorréncia desta interagdo. J4 quando o
disseleneto ¢ oxidado a espécie 66, o '"H NMR comprova a interagdo
intramolecular entre os 4tomos de Se e N.

Esquema 13. Interagdo intramolecular Se:N em compostos orgédnicos de
selénio reportada por Iwaoka e colaboradores.
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Posteriormente, os mesmos autores estudaram a natureza das
interacdes intramoleculares em selenobenzilaminas 67 através de
espectroscopia de 'H, "’Se, ¢ "N NMR.'"” Os resultados obtidos
sugerem que os compostos podem ser classificados de acordo com a
forga de interagdo Se'N e correlacionado com a eletrofilicidade da



63

porcdo Se-X, como mostrado na Figura 14. Ainda para compostos
halogenados, as propriedades exibidas pelos estudos de NMR também
mostraram que a forca da interagdo entre o Se-*N aumenta com o
aumento da reatividade eletrofilica do dtomo de selénio, seguindo esta
ordem SeCl > SeBr > Sel.

Figura 14. Selenobenzilaminas utilizadas no estudo.

/&
SO
S/

X & 67

X =Br, Cl,OAc > X=CN, SPh > X =SeAr, Me

Outro estudo interessante foi desenvolvido por Singh e
colaboradores. Os autores analisaram as intera¢des intramoleculares nao
ligantes para uma série de compostos organicos de selénio aquirais e
quirais derivados de oxazolinas 68-69, contendo um atomo de
nitrogénio sp” como doador do par de elétrons (Figura 15).""*'? 0 7'Se
NMR foi utilizado e a interacdo ndo ligante entre Se-N resultou em
deslocamento do sinal para um campo mais baixo. Para os mono-haletos
68a-c o deslocamento quimico no ''Se NMR seguiu a seguinte ordem:
Cl > Br > I, mostrando que o aumento do deslocamento na ressonancia
de selénio ocorre de acordo com o aumento da eletronegatividade do
halogénio ligado, tornando o selénio com maior carater eletrofilico.
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Figura 15. Compostos organicos de selénio aquirais e quirais derivados de

oxazolinas.
O/>L O\« Bt
~ ~ H

N N
,Se Se
X X
68a: X = Cl 69a: X = Br
68b: X = Br 69b: X =1
68c: X =1
68d: X = CH,Ph

Em todos os compostos, o atomo de nitrogénio presente no
heterociclo de cinco membros € o heterodtomo que interage diretamente
com o selénio, formando outro anel de cinco membros. Foi sugerido que
a interacdo Se-N e esta estabilidade ndo comum destes compostos se
deve ao fato de que o par de elétrons presente no oxigénio possa estar
envolvido na ressonancia com o sistema 7 do anel, como mostrado no
Esquema 14.'7

Esquema 14. Ressonancia que confere estabilidade a interagdo Se---N.

Q") 0
- — A5

A literatura indica que, a interacdo Se:N ocorre
preferencialmente & interagdo Se--O quando anéis oxazolinicos estdo
presentes em orto ao selénio. No entanto, devido ao impedimento
estérico vizinho ao atomo de nitrogénio, em alguns casos como no
composto 70, a interag@o Se:--O foi observada (Figura 16).120-121
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Figura 16. Composto de selénio com interagao intramolecular ndo-ligante entre
Se:--O preferencialmente a interagdo Se--N.

o
Se),

70

Um dos primeiros relatos de compostos descritos com interagao
Se-O foi em 1975."%? Neste trabalho, os autores observaram através de
difracdo de Raio-X que o composto 71, mostrado na Figura 17,
apresentou interagdo ndo ligante entre os atomos de selénio e oxigénio,
juntamente com uma tendéncia em formar um anel quelado de cinco
membros.

Figura 17. Composto de selénio com interacdo intramolecular ndo-ligante entre

Se---O.
S/

e
Br/gf

71

Outra abordagem interessante para este tipo de interagdo foi
descrita em 1988.'* Com o objetivo de aumentar a atividade catalitica
do conhecido mimético da GPx, o ebselen, os autores sintetizaram
compostos com substituintes na posi¢do 7 e no nitrogénio ligado ao
selénio (Figura 18). Tanto para o composto 72 quanto para o 73 foram
observadas, através da andlise cristalografica, interagdes nao ligantes
entre o See 0 O.
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Figura 18. Compostos derivados do ebselen com interagdo intramolecular ndo-
ligante entre Se---O.

4 3 O 0
5 1
2'N-Ph N
6 / SN
7 e Se---0
+ //
O’/N\O’_ 72 73

Em 1998, Wirth e colaboradores reportaram a sintese e
aplicacdo em reagdes de metoxisselenagdo assimétricas dos disselenetos
.. . . . 124-125
quirais enantiomericamente puros 74a-d mostrados na Figura 19.
Neste trabalho foi mostrado que o atomo de oxigénio ligado ao centro
assimétrico da molécula proximo ao dtomo de selénio foi o responsavel
pela eficacia na indugdo de quiralidade.

Figura 19. Disselenetos quirais utilizados por Wirth e colaboradores.

R

’

“OH

Se),
RZ

74a: R = Et, R2=H
74b: R = Et, R?= OMe
74c: R =Me, R2=H
74d: R = Me, RZ2= OMe

Ainda no contexto de compostos com interagdo intramolecular
ndo ligante entre o selénio e o oxigénio, Tomoda e colaboradores
realizaram um sistematico estudo através da espectroscopia de 'O e
77Se NMR para os compostos 71, 75-78 (Figura 20)."%"?7 Nestes
estudos os autores observaram, dentre outras coisas, que o efeito
anisotrépico magnético presente nos compostos 71, 75a-e, possui uma
grande influéncia no deslocamento quimico do selénio, devido a sua
proximidade com o grupamento carbonila presente na estrutura.
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Figura 20. Compostos de selénio com interagdo intramolecular ndo-ligante
entre Se-*O objetos de estudo de Tomoda e colaboradores.

SeX SeX SeX SeX

71: X=Br 76a: X =Br 77a: X = Br 78a: X =Br
75a: X =Cl 76b: X =Cl 77b: X =Cl 78b: X =Cl
75b: X =CN 76¢: X =CN 77¢: X=CN 78¢c: X =CN
75¢: X =SPh, 75¢": X=SMe  76d: X = SPh, 75¢': X =SMe 77d: X = SPh 78d: X = SPh
75d: X = SeAr, 75d': X =SMe 76e: X = SeAr, 75d": X =SMe 77e: X = SeAr 78e: X = SeAr
75e: X = Me 76f: X = Me 77f: X =Me 78f: X = Me

Recentemente, Bhabak ¢ Mugesh® sintetizaram uma série de
disselenetos derivados de amidas secundarias e terciarias (25a-b, 79a-c
e 80a-c) e estudaram a sua atividade como miméticos da GPx (Figura
21). Para entender a natureza das interacdes Se-O/N os autores
submeteram alguns dos compostos as andlises de difragdo de raio-X,
sendo que as estruturas dos mesmos sugeriram que o oxigénio do grupo
carbonila interage com o selénio, levando a formac¢do de um arranjo
O-:Se-Se*O. Os estudos também sugeriram que grupos mais
volumosos nas amidas terciarias diminuem a forga da interagao Se---O.

Figura 21. Disselenetos derivado de amidas com intera¢ao Se---O.

R. .H R. _R
N N
O O
Se), Se),
25aR =Me 25b R =Me
79a R = Et 80a R =Et
79b R = n-Pr 80b R = n-Pr

79¢ R = i-Pr 80c R =i-Pr
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1.3 Métodos de preparacao do ebselen e seus derivados

Como citado anteriormente, a glutationa peroxidase (GPx) ¢
uma selenoenzima de fundamental importancia na reducdo do excesso
de peroxidos nas células dos mamiferos. Sendo assim, a busca por
compostos que possam mimetizar a atividade desta enzima é um campo
fértil na quimica de compostos de selénio. Além das caracteristicas
bioldgicas, compostos organicos de selénio possuem outras vantagens
no que diz respeito as caracteristicas quimicas e sintéticas. Nesse
contexto, moléculas contendo selénio sdo facilmente transformadas em
reagentes nucleofilicos, eletrofilicos e radicalares que podem ser
empregados em uma série de reagdes organicas. Além disso, substratos
quirais contendo selénio sdo muito utilizados em reagdes
estereosseletivas.'**° Dessa forma, compostos heterociclicos contendo
selénio, por possuirem caracteristicas quimicas e propriedades
farmacologicas impares, vém sendo amplamente estudados.®' Embora,
o perfil biologico do Ebselen (2-fenil-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-ona)
seja bem conhecido, hd um crescente nimero de metodologias para a
sintese de derivados do mesmo, na busca de moléculas mais efetivas e
menos toxicas e de metodologias mais limpas e baratas. Do ponto de
vista sintético, ¢ interessante ressaltar o fato desses compostos derivados
do ebselen se apresentarem como eficientes catalisadores em varios
tipos de reacdes orgénicas, tais como, a bromolactonizacdo de acidos
alcenoicos e a oxidacdo de alcoois secundarios as cetonas.'>

Desde o final da década de 80 foram desenvolvidas muitas
metodologias para a obtencdo de benzisoselenazol-3(2H)-onas
(estruturas derivadas do ebselen 6). Nesse sentido, quatro desses
métodos descritos recebem destaque por serem os mais empregados até
hoje (Figura 22).

Como previamente mencionado, um método bastante utilizado
foi descrito por Engman em 1989. Nesta reacdo o autor utiliza a
benzanilida 7 (Figura 22 — Rota A), butil litio, selénio elementar e
brometo de cobre como oxidante para obtenc¢do do heterociclo desejado,
o ebselen 6, em 63 % de rendimento.>* Outra metodologia conhecida
para formacdo de ligagdes Se-N ¢é através da Rota B. Nesta estratégia
sintética, primeiramente ocorre a diazotagdo do acido antranilico 81.
Este intermediario diazotado, por sua vez, reage com o disseleneto de
sodio para produzir o disseleneto o-acido dibenzoico, o qual pela reacdo
com cloreto de tionila forma o intermediario clorado 82. Por fim, para
obten¢do da molécula desejada, submete-se o composto 82 a reagdo com
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a amina primdria correspondente, no caso, a benzilamina e obtém-se o
produto 6 em rendimento moderado.'*?

Mais recentemente, Kumar e colaboradores propuseram duas
diferentes rotas para obtencdo do ebselen e seus derivados utilizando os
mesmos substratos, as o-iodobenzamidas N-substituidas 83 (Figura 22-
Rota C e Rota D)."**"*° Pela rota sintética C, os autores promoveram um
acoplamento Se-N utilizando carbonato de potassio como base e
catalisado por um complexo formado por Cul e 1,10-fenantrolina.'**'3
Pelo método ilustrado na Rota D, os autores geram in situ a espécie
KSeO'Bu, pelo tratamento do rBuOK com selénio em uma
estequiometria 2:1, e reagiram-na com a o-iodobenzamida desejada.'*®
Em ambos os casos, os rendimentos obtidos variaram de bons a 6timos
(Esquema 15).

Esquema 15. Metodologias para a sintese de benzisoselenazol-3(2H)-onas.

0]
O
.Ph Cl
g
SeCl
7 Rota A Rota % NH 82
1) n-BuLi, Se \ 037 2
2) CuBr, 0 T 3 etapas
O
/N—Ph
Se 6 OH
1) 1,10-ph, Cul NH, 81
2) K,CO;3, Se tBuOK, Se
Rota C Rota D o
Ph 46-96% 71-84% _Ph
N~ N
H H
I |
83 83
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Em 2014, Elsherbini e colaboradores reportaram a sintese de
novos analogos quirais do ebselen.*® Para a obtengdo dos compostos
desejados, os autores utilizaram o intermedidrio chave 82, trataram-no
com as aminas quirais desejadas, na presenca de trietilamina e éter ou
acetonitrila secos como solvente. Foram preparados nove compostos e
os rendimentos obtidos variaram entre 50-86 % (Esquema 16).

Esquema 16. Sintese empregada por Elsherbini e colaboradores.

O

(0] 0]
RNH
OH __ cl 2 N—R
NH, SeCl Et;N Se
50-86%
81 82 R = aminas quirais

Em uma abordagem ainda mais recente, Pacuta e colaboradores
descreveram uma nova rota ‘“one pot’ para a formagdo de
benzisoselenazol-3(2H)-onas N-substituidas.”’ Esta metodologia esta
baseada na reagdo de o- iodobenzamidas 83 com disseleneto de litio.
Uma série de derivados alquilicos e arilicos foi sintetizada, com bons a
excelentes rendimentos (Esquema 17).

Esquema 17. Sintese empregada por Pacuta e colaboradores.

O 0
R LiSeSeLi
FI N-R
. 1) DMF, 110 °C, Ar Se
2) H,0
g3 ) Hy 60 - 98%

R = alquila e arila
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14 Importancia na sintese de novos compostos biologicamente
importantes contendo selénio

Anfetaminas e seus derivados 84-95 (Figura 22) sdo
considerados as principais drogas da classe das psicoativas devido ao
seu grande potencial estimulante do sistema nervoso central.”’"** A
classe das feniletilaminas interfere no sistema nervoso periférico e ¢é
capaz de induzir a liberagdo de noradrenalina, atuando assim, como
potente vasoconstritor. Somado a isso, essas aminas sdo importantes
intermediarios na sintese de compostos com interesse fisioldgico como
alcaloides e aminoacidos."”

Da mesma maneira que as anfetaminas podem ser de origem
vegetal e sintética, de acordo com Nakajima'* e Inwang'*' algumas
podem ser produzidas no sistema nervoso periférico e no cérebro,
respectivamente. Como exemplo, a descarboxilacdo da fenilalanina que
produz como metabolito a P-feniletilamina 94, dentre outros. Estes
compostos t€m sido sugeridos como moduladores do comportamento
afetivo, incluindo excitagdo e estado de alerta.'*

Figura 22. Anfetaminas e seus derivados.

MDMA 87

Anfetamina 84

OH|

Pseudoefedrina 91

/@/\/NHZ o
HO Cl)];j/\/

Tiramina 88 O

Mescalina 89

0 OH

©)KrNH2 mNHZ

Catinona 92 Norpseudoefedrina 93

beta-Feniletilamina 94

Feniletanolamina 95

Neste contexto, na tentativa de desenvolver e avaliar o perfil
biolégico de compostos organicos de selénio contendo aminas
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potencialmente ativas, o grupo de pesquisa no qual esta autora é
participe reportou recentemente a sintese de alguns compostos organicos
de selénio derivados da efedrina 90.*’ Dentre as moléculas sintetizadas
34, 96-99, o disselencto 34 se mostrou interessante por apresentar
melhor atividade GPx like quando comparado com seus analogos bem
como com o disseleneto de difenila (cerca de 11 vezes mais ativo)
(Figura 23).

Figura 23. Compostos de selénio derivados da efedrina.
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Como discutido previamente, o selénio possui a capacidade de
interagir com o heterodtomo (N, O, S) que se encontra na mesma
molécula.'” O aumento da atividade mimética da enzima glutationa
peroxidase para compostos que apresentem esta caracteristica é atribuida
a esta interacdo ndo covalente que pode ocorrer no curso da reagdo. A
presenca da interacdo Se--heterodtomo estabiliza o 4tomo de selénio,
principalmente para que o mesmo ndo sofra oxidagdes irreversiveis,
além de torna-lo menos eletrofilico. Sendo assim, disselenetos, que ja
eram melhores antioxidantes que o ebselen, contendo essa interacao
ndo-covalente, tornam-se ainda mais atrativos do ponto de vista
biologico.

Destarte, o desenvolvimento de disselenetos contendo a fungao
amida, derivadas de aminas biologicamente importantes ¢ de extrema
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relevancia, além de ser um topico pouco explorado. A utilizacdo de
derivados anfetaminicos na formagdo de amidas contendo a funcdo
disseleneto seria importante, pois envolveria compostos com fungdes
como disseleneto, com propriedades antioxidantes e aminas com
propriedades biologicas comprovadas (por exemplo, atividade
estimulante etc.). Essa jun¢do poderia resultar em moléculas com
atividades biolégicas diferenciadas de extrema importancia. Somado a
isso, disselenetos contendo a fungdo amida obtidos a partir de aminas
simples ou aminoacidos ja4 foram descritos como bons miméticos da
GPx, indicando que a interagdo do selénio com o grupo amida promove
uma influéncia positiva na atividade antioxidante dos compostos.***
3B Como se comentard mais adiante, o desenvolvimento dessas
moléculas faz parte dos objetivos deste trabalho.
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“Don’t only practice your art, but force your way
into its secrets, for it and knowledge can raise men
to the Divine.”

(Ludwig van Beethoven)
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OBJETIVOS



78



79

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

A proposta deste trabalho tem como objetivo geral sintetizar e
avaliar o potencial antioxidante de novos compostos organicos de
selénio contendo classes de compostos importantes do ponto de vista
biologico, como por exemplo, anfetaminas e aminoacidos. Neste
contexto, para parte das moléculas sintetizadas, pretende-se, também,
realizar estudos de ressondncia magnética nuclear para elucidar a
interacdo intramolecular existente entre o 4atomo de selénio e
heteroatomos presentes na molécula, em posi¢do apropriada, bem como
o provavel mecanismo de mimese da enzima GPx, utilizando DTT como
cofator.

2.2 Objetivos Especificos

As estratégias especificas utilizadas para alcangar o objetivo
geral deste trabalho estdo subdivididas em (i) disselenetos derivados de
anfetaminas e (ii) compostos derivados do ebselen, sendo estas
apresentadas a seguir:

I. Disselenetos derivados de anfetaminas

e  Preparar novos disselenetos através da sintese de amidas. Para
isso, serdo empregados acidos carboxilicos alquilicos e acrilicos e
aminas derivadas de anfetaminas. Caracterizar os compostos
sintetizados através de técnicas de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio, carbono e selénio, e, quando necessario, espectrometria de
massas de alta resolugdo e ponto de fusao;

i. IM HCI, NaNO,, H,0, 20 min, t.a
ii. Se’, NaOH, NaBH,, H,0, 2 h, t.a
iii. CH,Cl,, amina (N,HCH(R)CH,Ph), DMAP, E;N, 0 °C, EDC, 24 h, t.a




80

i. Se’, NaBH,, EtOH, 18h
ii. CH,Cl,, amina (N,HCH(R)CH,Ph), DMAP, Et;N, 0 °C, EDC, 24 h, t.a

e Estudar os disselenetos sintetizados quanto ao seu potencial de
mimetizar a enzima glutationa peroxidase (GPx), utilizando quantidade
catalitica dos mesmos, seguindo as condi¢des estabelecidas pelo Método
de Tomoda;'** analisar a influéncia das modificagdes estruturais
propostas e obter uma relacdo estrutura vs. atividade das moléculas
sintetizadas; realizar estudos cinéticos, tragando graficos de
concentragdo do produto formado (PhSSPh) em fun¢fo do tempo da
reacdo de mimese da GPx. Estes ensaios serdo realizados em
colaboracdo com o Prof. Dr. Jodo Batista Teixeira da Rocha, na
Universidade Federal de Santa Maria;

5 o w ;
: A A :
' [N N H
: L: N H R=HeCH :
a g :
E 5 mol-% E
i H,0, + 2PhSH ... - PhSSPh + 2H,0 !
: MeOH ;

e  Avaliar o potencial antioxidante dos disselenetos derivados de
anfetaminas na inibi¢do da peroxidagdo lipidica, através de ensaios in
vitro, utilizando andlises espectrofotométricas para a quantificacdo da
formac¢do do malondialdeido (MDA). Estes ensaios serdo realizados em
colaboracdo com o Prof. Dr. Jodo Batista Teixeira da Rocha, na
Universidade Federal de Santa Maria;

e Investigar a eficiéncia dos compostos organicos de selénio
sintetizados no que diz respeito a sua capacidade de atuar como
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substrato da enzima tiorredoxina redutase, por meio de testes in vitro.
Estes ensaios serdo realizados em colaboragdo com o Prof. Dr. Jodo
Batista Teixeira da Rocha, na Universidade Federal de Santa Maria;

e FEstudar possiveis interagdes intramoleculares ndo covalentes
entre o atomo de selénio e o heteroatomo (N ou O) vizinho presente nas
moléculas, através de espectroscopia de ressonincia magnética nuclear
de selénio (77Se);

e  Estudar o possivel mecanismo da reagdo de redugdo de H,O,,
utilizando ditiotreitol (DTT) como cofator, seguindo as condigdes
estabelecidas por Santi e colaboradores.”® com uso da técnica de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio para identificacdo do
produto formado e célculo da velocidade de formagdo do mesmo;

mEEEEEEEEE R s e e
.-------------'

OH HO,, _~ ¢
/\/_\/ SH |
HS” 4
OH HO
DTT reduzido DTT oxidado

e  Realizar estudos de eletroquimica — Voltametria Ciclica — no
intuito de investigar o comportamento redox do atomo de selénio nas
estruturas dos compostos sintetizados, a fim de conseguir informagdes
sobre os possiveis intermediarios formados no mecanismo de rea¢do de
reducdo de perdxido de hidrogénio, quando os compostos organicos de
selénio agem como miméticos da enzima GPx.

II. Compostos derivados do ebselen

e  Desenvolver uma metodologia simples, rapida e eficiente para a
sintese de uma série de benzisosselenazol-3(2H)-onas N-substituidas



82

(derivados do ebselen) e benzisossulfonazol-3(2H)-onas N-substituidas.
Este método consistiria na formagdo de anéis heterociclicos de cinco
membros pela ciclizagdo intramolecular de disselenetos e dissulfetos
contendo amidas na preseng¢a de iodo molecular e trietilamina;

. o 0 '
; N R I, / Et;N ;
. H W oot > N-R !
: CH2C12/ t.a. YI ]
: Y), :
; Y =Se ouS) E
i [R = Alquila, arila, aminoésteres e aminoécidos] E

e  Caracterizar os compostos sintetizados através de técnicas de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono e, quando
necessario, espectrometria de massas de alta resolucao;

e Proceder com o estudo dos compostos sintetizados como
miméticos da enzima glutationa peroxidase (GPx), utilizando
quantidade catalitica dos mesmos pelas condigdes estabelecidas pelo
Método de Tomoda;'* analisar a influéncia das modificagdes estruturais
propostas e obter uma relacdo estrutura vs. a atividade das moléculas

sintetizadas.
s C\J ooy
E = Alquila, arila, aminoésteres
H e aminoacidos
! Hy0p + 2PhSH  ----emmmmmmm oo =  PhSSPh + 2H,0
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“O mundo ndo ¢ feito de luzes e arco iris; € um
lugar cruel e sujo, que ndo quer saber o quanto
vocé ¢ durdo. Vai botar vocé de joelhos e vocé vai
ficar de joelhos para sempre se vocé deixar. Vocé,
eu, ninguém vai bater tdo forte como a vida, mas
nao se trata de bater forte. Se trata de quanto vocé
aguenta apanhar e seguir em frente, o quanto vocé
¢ capaz de aguentar e continuar tentando. E assim
que a vitdria é conquistada.”

(Parte de uma fala do filme Rocky Balboa)
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo s@o expostos e discutidos os resultados obtidos
durante a realizacdo deste trabalho. Para cada classe de compostos
preparados se discute o planejamento das estruturas desejadas, sua
sintese e caracterizacdo, bem como a aplicacdo dos mesmos como
miméticos da enzima glutationa peroxidase.

Para os disselenetos derivados de anfetaminas, apresenta-se os
resultados atingidos referentes a avaliagdo do potencial destes
compostos em inibir a peroxidagdo lipidica e atuar como substrato da
enzima tiorredoxina redutase. Analisa-se, também, os resultados dos
estudos da interacdo intramolecular ndo covalente entre o atomo de
selénio e o heteroatomo (N ou O) vizinho, seguido da investigacdo do
mecanismo de redugdo de perdxidos, por meio de estudos de 'H, "’Se
NMR e voltametria ciclica.

3.1 Disselenetos derivados de anfetaminas
3.1.1 Planejamento e sintese

A sintese e avaliagdo do potencial bioldgico de compostos
organicos de selénio ¢ um importante campo da quimica estudado pelo
ntcleo de pesquisa no qual se integra esta autora. Em alguns destes
estudos ja foram reportadas diferentes metodologias sintéticas para
obtencdo de peptideos, derivados de aminodcidos e outras classes de
compostos funcionalizados com atomo de selénio e com aplicacdo
biologica, 45149 47. 51, 6667

Dessa forma, tendo em vista o interesse deste grupo de pesquisa
a reconhecida importancia bioldgica dos compostos organicos de selénio
e em concordancia com os objetivos propostos, planejou-se a sintese de
uma série de disselenetos derivados de anfetaminas, conforme Figura
24, onde sdo apresentadas as estruturas dos compostos desejados 100 a-
b ¢ 101 a-d. Esta classe de disselenetos foi projetada com o objetivo de
estudar a interagdo Se--Heterodtomo, considerada fundamental para
uma atividade antioxidante eficiente de compostos contendo selénio,
assim como, no intuito de obter informagdes a respeito da relagdo
estrutura vs. atividade desta classe de compostos. Nesse grupo de
moléculas preparadas, a por¢ao escolhida para unir as duas estruturas de
interesse foi o grupamento amida, principalmente devido a sua presenga
no ebselen. Sendo assim, os compostos propostos foram planejados com
0 objetivo de serem disselenetos substituidos com aminas de relevante
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potencial biolégico, em forma de amida, para que possam interagir com
o0 atomo de selénio e ter a sua atividade antioxidante aumentada.

Figura 24. Estruturas dos disselenetos derivados de anfetaminas.
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Do ponto de vista estrutural, os disselenetos derivados do acido
antranilico 100a-b foram planejados para que a fung¢do amida se
posicionasse proxima ao selénio, aumentando assim a probabilidade da
interagdo ndo covalente ocorrer e permitir o estudo do seu efeito na
atividade antioxidante. Os disselenetos alifaticos 101a-b foram
planejados com uma distancia interatdmica de apenas um grupamento
metileno. J& os disselenetos 101c-d possuem a mesma distancia entre o
grupamento amida e o atomo de selénio como os derivados aromaticos,
porém fornecem um certo grau de flexibilidade. O principal objetivo
desta variagdo estrutural proposta é obter maiores informagoes a respeito
da influéncia da interagdo Se---heteroatomo na atividade antioxidante de
disselenetos contendo ligagdes amidicas.

A partir da definicdo estrutural dos compostos planejados se
propds sua retrossintese, como pode ser visto no Esquema 18.
Baseando-se na retrossintese, observa-se (pelo caminho inverso) que a
sintese dos disselenetos 100 a-b e 101 a-d ndo é complexa e mostra que
a preparagdo dos mesmos envolve uma rota sintética relativamente
simples, com somente duas etapas reacionais. Dessa forma, os produtos
finais 100 a-b ¢ 101 a-d poderiam ser preparados a partir da reagdo de
acoplamento entre os disselenetos 102 ¢ 103 a-b e aminas primarias 104
a-b. O disseleneto 102 pode ser obtido mediante a diazotagcdo do acido
o-aminobenzoico 7 e subsequente reagdo com a espécie nucleofilica de
selénio NaSeSeNa, gerados a partir de selénio elementar e NaBH,4. Os



89

disselenetos alifaticos 103 a-b, por sua vez, poderiam ser preparados
através de reacdes entre os respectivos brometos 105 a-b com o
disseleneto de sodio, gerado através da reacdo entre boro hidreto de
sodio e selénio elementar.

Esquema 18. Retrossintese simplificada proposta para os disselenetos

derivados de anfetaminas.
o)

()\)\OH + S+ NaOH
0 = NH,

r"t‘\w)J\OH 7
(¢]

U
Ng, == N
(6] R (Ja “OH + Se”+NaBH,
102 ¢ 103a-b
e 2, N)\/ Ph Br
Li B H — +
) \:")\Se)z )R\/
R=HeCH Ph
. H,N
100 a-c e 101 a-c 104a R =

104b R= CH,

Inicialmente, sintetizaram-se os disselenetos derivados de acido
carboxilico, que foram utilizados como materiais de partida para
obtengdo das moléculas alvo. A sintese do disseleneto 102 foi realizada,
em bom rendimento, através da diazotacdo do acido antranilico 7 (acido
o-aminobenzoico), seguido de uma substituicao pela espécie nucleofilica
Na,Se,, geradas in situ, como mostrado no Esquema 19.1%°

Esquema 19. Sintese do disseleneto derivado do acido antranilico 102.

Se’, NaOH, NaBH,, H,0

1) HCl IM 0 l 0
on _2)NaNO, 10 oH Na,Se, OH
NH, 20 min, t.a. N2+Cl’ 2h, t.a. Se),

102 80 %
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Para a obtengdo dos disselenetos alifaticos 103a-b foram
utilizados os acidos bromos carboxilicos apropriados (105a-b) com o
disseleneto de sodio em etanol, por 18 h. Através desta metodologia, as
moléculas desejadas foram obtidas em excelentes rendimentos de até 96
% (Esquema 20).62 A 1-fenilpropan-2-amina utilizada neste estudo foi
preparada de acordo com Swern e colaboradores'™ e Collins e
colaboradores.”* Os disselenetos foram obtidos com pureza adequada
para serem utilizados em reagdes posteriores e¢ ndo demandaram
purificagdes adicionais.

Esquema 20. Sintese dos disselenetos alifaticos 103a-b.

Se%, NaBH,, EtOH

!

O N32862
Br
Ho)kf)fn 18h HO)kC’Y S
105an=1 103an=1, 96%
105bn=2 103b n = 2, Quantitativo

De posse dos disselenetos de partida, focou-se na reacdo de
acoplamento entre os acidos carboxilicos contendo selénio e as aminas
biologicamente importantes. A formacdo da ligacdo amidica foi
promovida pelo reagente de ativagdo de acidos carboxilicos, o 1-etil-3-
(3-dimetilaminopropila)carbodiimida (EDC), Esquema 21 e 22,
obtendo-se os compostos 100a-b e 101a-d. E importante salientar que
nesta etapa foram testados outros reagentes de acoplamento, tais como:
N,N’- diciclohexilcarbodiimida (DCC) e 1,1°- carbonildiimidazol (CDI),
no entanto, as reagdes nio ocorreram adequadamente, resultando em
uma mistura complexa de subprodutos e materiais de partida.
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Esquema 21. Sintese das moléculas-alvo 100a-b.

0 O R
1) 104a-b, DMAP, CH,Cl, Ph
OH  2)0°C,EDC E/K/
Se), 24 h, ta. Se),
102 ¢ 103 a-b

100a R =H, 61%
100b R = CH;, 55 %

Esquema 22. Sintese das moléculas-alvo 101a-d.

o) 1) 104a-b, DMAP, CH,Cl, O R
2)0°C, EDC
Se ’
5 \@n)kOH 5(Se \f))n)LN)\/ Ph
24 h, t.a. H
103an=1 10lan=1,R=H, 96%
103bn=2

101bn=1,R =CHs, 79 %
101cn=2,R =H, 96%
101d n =2, R = CHs, 83 %

A rota sintética adotada provou ser muito eficiente e as
moléculas-alvo foram obtidas em rendimentos adequados, variando
entre 55 e 96%. Como exemplos, o composto 100b foi obtido com 55 %
de rendimento, ao passo que 10lc com 96 % (Esquema 21 e 22).
Observou-se também que, quando a amina empregada foi a 1-
fenilpropan-2-amina 104b (R = CHj), os rendimentos das reagodes
levaram a um leve decréscimo quando comparados aos apresentados
pelas reacdes com a feniletilamina 104a (R = H). Esse fato também foi
observado, por exemplo, para os compostos 100a ¢ 100b (Tabela 1,
linhas 1 e 2). Pela Tabela 1, linhas 3-6, também ¢ possivel constatar que
os rendimentos das moléculas alvo tiveram um aumento significativo
comparado aos andlogos derivados do acido antranilico que variaram de
96 a 76 %. Além disso, notou-se que o aumento da cadeia carbonica
entre o atomo de selénio e a ligagdo amidica nio teve grande influéncia
nos rendimentos dos produtos finais (Tabela 1, linhas 3 e 5 ou 4 ¢ 6). De
maneira geral, as rotas sintéticas partindo, tanto dos acidos bromos
carboxilicos, quanto do &cido antranilico apresentaram rendimentos
globais de moderados a elevados, variando entre 44 a 96 %.



92

E importante salientar que, a escolha adequada dos diferentes
disselenetos 102 ¢ 105a-b possibilitou a preparacdo de amidas com
distintas distincias interatomicas entre o atomo de selénio e o
heteroatomo presente na molécula e flexibilidade das ligagdes. Esta
diversidade estrutural é de fundamental importdncia em ensaios
bioldgicos, permitindo o estudo da relagdo estrutura / atividade dos
compostos avaliados. Assim, esta estratégia permite a utilizacdo de
diferentes aminas com potencial bioldgico, as quais podem ser
facilmente funcionalizadas com atomos de selénio.

Além de a rota sintética adotada permitir a obtenc¢do dos
compostos planejados em rendimentos satisfatdrios, apresentou a grande
vantagem de diminuir, de forma considerdvel, a formagdo de
subprodutos, principalmente na rea¢do de acoplamento entre os acidos
contendo disselenetos e aminas. Embora nesta etapa tenha sido
observada a formacdo de subprodutos, a purificacdo pdde ser feita de
maneira facil e rapida através de coluna cromatografica, utilizando uma
mistura de hexano:acetato como fase movel e silica gel como fase
estacionaria.

Na sua grande maioria os disselenetos derivados de anfetaminas
apresentaram boa estabilidade quimica, ndo sendo observada
decomposi¢do dos mesmos, ainda que armazenados em temperatura
ambiente durante periodos superiores a cinco meses. As moléculas
sintetizadas sdo inéditas e foram devidamente caracterizadas através de
técnicas de 'H e >C NMR e de massas de alta resolucdo, conforme os
dados descritos na parte experimental desta tese. Determinou-se,
também, o ponto de fusdo dos mesmos, com excecdo do disseleneto
101b, que ¢ um liquido viscoso. Foi realizado, também, o experimento
de "Se NMR para o disseleneto 100b. Os rendimentos globais ¢ os
dados de ponto de fusdo dos compostos obtidos se encontram resumidos
na Tabela 1.
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Tabela 1. Rendimentos globais e ponto de fusdo dos compostos

sintetizados 100a-b e 101a-d.

Rendimento Ponto de
Global (%)* Fusao (P.F.) (°C)

o 48
1 o o0a 199-201
Se)z

Sélido branco

O
Am
N
H

# Produto

2 100b 44 200-201
Se)z
Sélido branco
O
S Ph
a e\)J\N/\/ 92
3 H 101a 93-94

Sélido amarelo

0
N j\/})h
2 erN
4 H 101 76

Liquido viscoso
amarelo escuro

(0]

2(36/\)kN/\/Ph

H

S Sélido amarelo 114-115
escuro

Continua
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Continuagao

O
z(se/\)J\N/%\/Ph o
6 B o 95-96

Solido amarelo claro

* Rendimento isolado dos compostos em duas etapas reacionais a partir
do 4cido carboxilico.

A titulo de exemplo, discutem-se as atribui¢des dos sinais nos
espectros de NMR do composto 100b, como representante da classe de
moléculas sintetizadas. A Figura 25 apresenta o espectro de 'H NMR,
obtido na frequéncia de 400 MHz e utilizando CDCl; como solvente.

Em 7,87 ppm se observa um dupleto, com constante de
acoplamento de J = 8 Hz e integral relativa a dois hidrogénios, os quais
podem ser atribuidos aos hidrogénios ligados ao carbono 1. Os outros
hidrogénios ligados aos carbonos 2 a 9 se encontram na regido
compreendida entre 7,35-7,17 ppm, na forma de um multipleto com
integral relativa a dezesseis hidrogénios. Em 5,99 ppm, verifica-se um
dupleto que apresenta uma constante de acoplamento de J = 4 Hz, com
integral relativa a dois hidrogénios, correspondentes aos hidrogénios
ligados diretamente ao atomo de nitrogénio da amida. Na regido entre
4,55 e 4,48 ppm se denota um multipleto com integracdo de dois
hidrogénios, que podem ser atribuidos aos hidrogénios ligados ao
carbono 10. Com deslocamento de 2,99 e 2,91 ppm, encontram-se dois
dupletos de dupletos com integrais relativas a dois hidrogénios cada,
referentes aos hidrogénios ligados ao carbono 11. As constantes de
acoplamentos observadas foram de J =12Hz, S =8Hze J’ =12 Hz,
J' = 4 Hz, respectivamente. Por serem vizinhos ao centro quiral, estes
hidrogénios sdo diasterotopicos ¢ ndo equivalentes. Além do
acoplamento com o hidrogénio vizinho, eles acoplam entre si,
resultando nos dois sinais observados. J4 em campo mais alto, 1,27 ppm,
percebeu-se um sinal na forma de dupleto, com constante de
acoplamento de J = 8 Hz e integral relativa a seis hidrogénios, que
podem ser atribuidos aos hidrogénios ligados ao carbono 12.
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Figura 25. Espectro de 'H NMR, do composto 100b em CDCl; a 400 MHz.
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No espectro de >C NMR (Figura 26) obtido na frequéncia de
100 MHz e utilizando CDCl; como solvente, observam-se os sinais
correspondentes aos atomos de carbono desse composto. O total de
carbonos da molécula sdo trinta e dois. Por ser um dimero deveriam ser
observados apenas dezesseis sinais. No entanto, existem dois carbonos
do anel benzénico que se equivalem, resultando em um mesmo sinal
para ambos; este ¢ o caso observado para os carbonos 5/9 ¢ 6/8. Em
deslocamento quimico de 167,5 ppm encontra-se o carbono 13,
referente ao carbono da carbonila. Na regido compreendida entre 137,6 e
126,0 verificam-se os sinais referentes aos carbonos dos dois anéis
aromaticos. Em campo mais alto notam-se os sinais referentes aos
carbonos alifaticos. Com deslocamento de 46,8 ppm se registra o sinal
referente ao carbono 10. Em 42,2 ppm se encontra o sinal do carbono
metilénico 11, enquanto o sinal em 19,9 ppm pode ser atribuido para a
metila 12.
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Figura 26. Espectro de °C NMR, do composto 100b em CDCl; a 100 MHz.
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Ainda no intuito de confirmar a estrutura do disseleneto 100b
realizou-se um experimento de ''Se NMR. A Figura 27 mostra o
espectro obtido na frequéncia de 76,5 MHz, utilizando CDCl; como
solvente. Observou-se em 448,71 ppm um sinal, que pode ser atribuido
aos atomos de selénio e por serem simétricos apresentam o mesmo
deslocamento quimico. Este valor esta de acordo com os valores
descritos para disselenetos derivados do 4cido antranilico, que giram em
torno de 440-450 ppm, aproximadamente.”’
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Figura 27. Espectro de ”’Se NMR, do composto 100b em CDCl; a 76,5 MHz.
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Tratando-se de um composto inédito, foi realizada ainda a
analise de espectrometria de massas de alta resolucdo (HRMS) para o
mesmo composto 100b, utilizando fonte de ionizagdo por eletrospray
(ESI). A Figura 28 mostra o espectro de massas do composto 100b,
onde ¢ possivel observar o pico do ion molecular, [M]", com o padrio
de distribui¢do isotopica caracteristico dos disselenetos. Para a formula
C3,H3,N,0,Se; a razdo m/z encontrada do [M]" foi de 637,0879, ¢ o

valor calculado ¢ de 637,0873.
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Figura 28. Espectro de massas de alta resolugdo do composto 100b, utilizando
fonte de ionizagdo eletrospray (ESI-MS).
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3.1.2 Avaliacao do potencial antioxidante

Durante o metabolismo celular sdo produzidas, em pequenas
quantidades, as espécies reativas de oxigénio (EROs), sendo elas:
superoxidos (O"), radicais hidroxila (-OH) e peroxido de hidrogénio
(H,0;). As EROs sdo espécies altamente reativas e causam danos
irreversiveis nas células, pois possuem a habilidade de iniciar e atuar em
reagdes em cadeia.”® O nosso organismo possui um complexo e
elaborado sistema de defesa contra os maleficios causados pelas EROs e
nesse sentido atuam as enzimas antioxidantes e alguns antioxidantes de
origem natural."”* A descoberta de que o selénio possui um papel
fundamental em muitos desses processos antioxidantes, intensificou a
busca por novos compostos organicos de selénio com habilidade de
poder atuar nesse sentido.

Por outro lado, a sintese e avaliagdo de compostos que atuem
em varios alvos, mas objetivando a mesma via bioldgica vém sendo o
foco no desenvolvimento de novas drogas, uma vez que elas podem
atuar de maneira complementar potencializando o resultado final.'

Dessa forma, em concordancia com as informagdes
supracitadas, o objetivo desta avaliagdo biologica é o de investigar
detalhadamente as propriedades antioxidantes dos compostos
previamente sintetizados e obter informagdes sobre o0 seu mecanismo de
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acdo. Estes estudos foram realizados através de trés ensaios
antioxidantes diferentes (in vitro), com o intuito de demonstrar que os
compostos podem atuar como tais através de varios mecanismos,
aumentando a sua atividade antioxidante final. Sendo assim, os
disselenetos derivados de anfetaminas foram avaliados quanto a sua
capacidade em mimetizar a enzima glutationa peroxidase, seguido do
potencial inibitério da peroxidagdo lipidica em homogenatos de cérebro
de rato. Além disso, todos os compostos foram investigados quanto a
sua habilidade em atuar como substratos da enzima tiorredoxina
redutase (TrxR). A partir destes estudos pdde-se mostrar que alguns
fatores como: o tamanho da cadeia carbonica entre o &tomo de selénio e
a ligacdo amidica, impedimento estérico e forca da interagdo
intramolecular Se--heteroatomo podem ser de extrema importancia no
que se refere a um mecanismo de agdo, mas ndo para outro. A atividade
antioxidante dos novos disselenetos derivados de anfetaminas (100a-b e
101a-d) foi comparada em relagdo a dois antioxidantes conhecidos e ja
usados como padrdes, o ebselen e o disseleneto de difenila.

Vale salientar que a os testes biologicos foram realizados na
Universidade Federal de Santa Maria, em colabora¢do com o Prof. Dr.
Jodo Batista Teixeira da Rocha.

3.1.2.1 Avaliacio da atividade como miméticos da enzima glutationa
peroxidase

Depois da sintese, avaliou-se o potencial GPx like de todos os
novos disselenetos derivados de anfetaminas de acordo com o método
descrito por Tomoda e colaboradores, utilizando tiofenol (PhSH) como
substituinte da glutationa.®®'** Por esse método, a oxidagdo do tiofenol
(PhSH) a espécie oxidada de enxofre (PhSSPh), na presenca de peroxido
de hidrogénio (H,0,), em metanol como solvente, pode ser monitorada,
através de um espectrofotometro de UV-vis, pelo aparecimento de uma
banda de absorbancia em 305 nm, como ¢ exemplificado no grafico da
Figura 29.
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Figura 29. Exemplo da variagdo da absorbancia no comprimento de onda 305
nm, devido a reag@o de oxidagdo do PhSH, na presenca de H,O, e do catalisador
contendo selénio.
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Encontram-se na literatura varios relatos que descrevem a
influéncia positiva de grupamentos quelantes, tais como, aminas, alcoois
ou amidas, 4pr(’)ximos ao atomo de selénio, na atividade GPx like destes
compostos. > 1211 By razdo disso, acredita-se que as estruturas
sintéticas propostas, devido a presenca do grupamento amida, podem
apresentar a mesma influéncia.

Os compostos organicos de selénio derivados de anfetaminas
100a-b ¢ 101a-d foram testados em quantidades cataliticas (5 mol-%)
em relagdo a quantidade de tiofenol e o resultado da atividade mimética
da GPx foi expressa como o tempo requerido para reduzir a
concentracdo do tiol em 50% (Tsp). Cada composto foi dissolvido em
metanol e adicionado a uma solug¢do contendo tiofenol. Pelos primeiros
120 segundos a absorbancia desta reagdo foi monitorada, na auséncia de
H,0,, para verificar se os catalisadores por si s6 ndo oxidariam o
tiofenol a dissulfeto de difenila. Essa andlise ¢ de fundamental
importancia, uma vez que pode indicar se o composto analisado nao
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exibe atividade da enzima glutationa oxidase (GOx). A enzima GOx
forma espécies reativas de oxigénio a partir do oxigénio, ou seja, sua
atividade € a inversa da enzima GPx. A titulo de exemplo, apresenta-se
na Figura 30 um grafico com as variagdes das absorbancias obtidas
durante o experimento de mimese da enzima GPx do composto 100b.
Conforme mostra o grafico ndo houve aumento significativo da
absorbancia na auséncia de H,O,, sendo assim, a formac¢do do PhSSPh
ndo foi observada. A adigdo de peroxido de hidrogénio produz um
aumento expressivo na absorbancia em 305 nm (formag@o do PhSSPh),
0 que caracteriza a atividade GPx like.

Figura 30. Grafico da variacdo da absorbancia em fungdo do tempo para o
composto selecionado 100b.

0.06 -
g
=
by 0.04 -
<
=
15
=
S
T 0.024
A
<«
0.00 T T 1
0 60 120 180 240 300
Tempo (s)

Condicoes: Volume final de MeOH (1 mL); Concentragdes finais: PhSH 2
mM, catalisador 0,1 mM e H,O, 5 mM.

A Figura 31 apresenta o grafico da variagdo da concentragdo
(expressa em nmol) em fung¢do do tempo (expresso em segundos) para
os catalisadores testados. Nele se observa um crescimento da
concentragdo do produto formado (PhSSPh) em fungdo do tempo, logo
apos a adig¢@o de peroxido de hidrogénio na solugdo contendo solvente,



102

catalisador e tiofenol. A reducdo do H,O, foi analisada em diferentes
concentragdes dos catalisadores, tais como: 25, 50, 100 e 200 uM. Em
todas as concentragdes utilizadas os resultados seguiram o mesmo perfil
e, para exemplificar, selecionou-se o valor de 100 uM. Um teste sem
catalisador foi executado, chamado de reagdo controle, e para este ndo
se observou nenhuma atividade notdvel. Em virtude da solubilidade de
alguns disselenetos, houve a necessidade de fazer uma pequena
modificagdo no método descrito. Em alguns casos, como mostrado na
Tabela 2, utilizou-se etanol em vez de metanol como solvente da reagdo
e essa alteragdo ndo provocou nenhum efeito relevante. Isso pdde ser
comprovado, uma vez que nao foi observada oxidacdo apreciavel do tiol
quando ndo se utilizou perdéxido de hidrogénio ou catalisador, bem
como, para ambos os padroes (ebselen e disseleneto de difenila) que nao
apresentaram mudanca notavel no resultado final.

Figura 31. Formagdo de PhSSPh devido a agdo dos catalisadores 100a-b e
101a-d, Ebselen ¢ PhSeSePh.
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Condigdes: Volume final de MeOH (1 mL); Concentra¢des finais: PhSH 2
mM, catalisador 0,1 mM e H,0, 5 mM.

Para fins de comparagao da atividade catalitica dos disselenetos
avaliados, foram utilizados como padrdes o ebselen e (PhSe), sendo
atribuido o valor de 1,0 para suas atividades relativas (Tabela 2, linhas
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1-2). A maioria dos compostos testados apresentou alguma atividade
catalitica com valores de Tsp, no minimo, comparaveis com aquele
apresentado pela reacdo controle (sem presenca de catalisador). Esta
primeira avaliacdo confirma que disselenetos derivados de anfetaminas,
contendo ligagdes amidicas, sdo vidveis no que se refere a obtengdo de
agentes miméticos da GPx eficientes.

Conforme esperado, a atividade GPx like dos compostos 100a-b
e 101a-d apresentaram uma relacdo com a for¢a da interacdo ndo
ligante presente nas estruturas dos catalisadores e, de acordo com as
hipoteses do nucleo de estudo ao qual a autora se inclui, os derivados
100a ¢ 100b forneceram os melhores resultados (Tabela 2, linhas 3-4).
O composto 100b, por exemplo, reduziu a concentragao de tiofenol para
a metade do seu valor (Tso) em apenas 16,87 minutos (Tabela 2, linha 4)
sendo este aproximadamente 9 vezes mais rapido que o ebselen (Tsy =
154,26 min/ Tabela 2, linha 1) e 3 vezes mais rapido que o (PhSe),. Ja
para o composto 100a foi encontrado um Tsq de 29,73 min, sendo 5 e 2
vezes mais efetivo que as referéncias, ebselen e (PhSe),,
respectivamente (Tabela 2, linha 3).

As mesmas condigdes foram aplicadas para os disselenetos
alquilicos 101a-d. Caracterizado pelo reduzido tamanho da cadeia
carbonica entre o atomo de selénio e a por¢do amidica, o disseleneto
derivado da feniletilamina 101a mostrou uma boa atividade mimética
catalitica (Tso = 44,90 min/ Tabela 2, linha 5). No entanto, infelizmente,
o seu derivado 101b ndo foi capaz de promover a reducdo do H,O, em
uma velocidade consideravel (Tso = 299,63 min/ Tabela 2, linha 6).
Observou-se que conforme a posi¢ao relativa entre o atomo de selénio e
o grupamento amidico aumentava, somente uma moderada atividade
catalitica foi observada (Tabela 2, linhas 7-8). Em termos de eficiéncia,
o composto 101c e 101d em que a distancia entre o atomo de selénio e o
grupamento amidico é de 2 carbonos, apresentaram uma atividade cerca
de duas vezes melhor que o ebselen, todavia menor que o disseleneto de
difenila.

De maneira geral, os resultados obtidos estdo de acordo com as
informagdes citadas anteriormente, as quais indicam que a distincia
(rigidez)/interacdo entre o a&tomo de selénio e o heteroatomo presente na
molécula é fulcral na atividade mimética desta classe de compostos
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Tabela 2. Compara¢do da atividade GPx like dos compostos 100a-b e
101a-d com os padrdes ebselen ¢ (PhSe),.*"

Catalisador (5 mol-%) S< /© + 2H,0
MeOH

Eficiéncia Eficiéncia
# Catalisador® Tso (min)d’e Relativa ao Relativa
Ebselen ao (PhSe),

1" Ebselen 154,26 (+ 6,35) 1,00 2,80
2f (PhSe), 55,04 (< 3,50) 2,80 1,00
O
3¢ dngh 2073 (£0,16) 5.0 1,85
Se), 100a
O
g\/Ph
42 N 16,87 (+ 0,33) 9,14 3,26
Se), 100D
O
5 Z(Se\)LN/\/Ph 4490 (£2,15) 3,43 1,23
H
101a
0
6 z(se\)kN}\/Ph 299,63 (£ 8,00) 0,51 0,18
H o1
(0]
7 Z(SeA)kN/\/Ph 81,43 (£ 1,77) 1,89 0,68
101c¢

Continua
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Continuacao

O
}vph
8 2(Se/\)k§ 76,00 (£ 2,57) 2,03 0,72

101d

* Sob essas condi¢des, a adi¢do de H,O, na auséncia do catalisador
de selénio, ndo produziu oxidagdo significtiva do PhSH para ambos
os solventes utilizados (MeOH e EtOH)

® Sob essas condi¢des, na auséncia de H,O, (MeOH ou EtOH +
catalisador de selénio + PhSH) ndo foi observada nenhuma oxidagédo
do PhSH apreciavel;
¢ Solugdo final: MeOH (1 mL); catalisador (0,1 mM); PhSH (2 mM);
H202 (5 mM);

4 Tso & o tempo requirido, em minutos, para reduzir a concentragio
do tiol pela metade do seu valor, depois da adicdo de H,Oy;
° Dados entre parénteses: Erro experimental (média de 3
experlmentos)

"Para ambos os solventes usados (MeOH e EtOH) nio foi observada
nenhuma diferenga significativa nos valores de Ts;
£ EtOH foi usado no lugar de MeOH.

Em termos estruturais, o comprimento da cadeia carbdnica ¢
importante no que diz respeito a interagdo Se---heteroatomo. A distancia
de 2 carbonos seria considerada a ideal por formar um anel de 5
membros. A substituicdo, da cadeia alquilica entre o selénio e a fungdo
amida pelo anel aromatico, restringe as possiveis conformagdes
dirigindo a ocorréncia da interagdo. A presenca ou auséncia do
grupamento metila no fragmento feniletilamina parece ser menos
importante em termos da atividade GPx like.

3.1.2.2 Avaliacdo da atividade como inibidores da peroxidacio
lipidica

A peroxidacdo lipidica ¢ um dos principais mecanismos
envolvidos na toxicidade celular e pode ser uma resposta primaria ao
ataque dos peroxidos as biomembranas por reagdes de Fenton ou de
Haber-Weiss. Pode ainda ser uma segunda resposta toxica causada pelo
estresse oxidativo induzido por agentes eletrofilicos.'®
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Sabe-se que a membrana ¢ um dos componentes celulares mais
suscetiveis ao ataque das espécies reativas de oxigénio (EROs) em
consequéncia da peroxidacdo lipidica, que acarreta alteragdes na
permeabilidade e estrutura das membranas celulares. Por conseguinte ha
perda de seletividade na troca idnica e formagdo de produtos citotoxicos
(como o malondialdeido MDA), culminando com a morte celular.'®"®*
Sendo assim, a presenca de peroxidacdo lipidica ¢ um importante
biomarcador dos niveis de estresse oxidativo, pois indica o qudo
afetadas estdo as membranas celulares. Portanto, possuir efeito protetor
contra a peroxidacao lipidica se torna uma caracteristica de fundamental
importdncia no planejamento de novos medicamentos antioxidantes
clinicamente eficazes e é um campo ativo nas pesquisas.™

Substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) sao
formadas pela reagdo entre o dacido tiobarbitirico (TBA) e os
subprodutos da peroxidagdo lipidica, sendo o malondialdeido (MDA)
uma das principais moléculas formadas. Em amostras biolédgicas,
para quantificar a peroxidacdo lipidica é utilizado o produto da
reacdo entre o TBA e o malondialdeido, por este possuir uma cor
estavel e poder ser detectado espectrofotometricamente ou por
fluorescéncia.'® Os homogenatos de cérebro (S1) podem ser
empregados como fonte de biomembranas e este modelo vem sendo
utilizado como indice de peroxidagéo lipidica.”®’

Neste trabalho, utilizou-se Fe (II) como um indutor da
peroxidagdo lipidica do cérebro, uma vez que causa um aumento
consideravel na producdo de TBARS. O Esquema 23 ilustra as etapas
das analises realizadas para avaliar o potencial antioxidante dos
disselenetos derivados de anfetaminas (100a-b e 101a-d) na inibigdo
da peroxidagdo lipidica em amostras de cérebro de ratos, induzidas
por Fe (II). Importante salientar que a atividade dos compostos foi
comparada em relagdo ao ebselen, por ser um composto organico de
selénio ja conhecido como inibidor da produgdo de TBARS.
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Esquema 23. Ilustragdo das etapas das andlises realizadas para avaliar o
potencial antioxidante dos disselenetos derivados de anfetaminas (100a-b e
101a-d) na inibicdo da peroxidacdo lipidica em amostras de cérebro de ratos,
induzidas por Fe (I).

( S1 + Fonte de Catalisadores -

Ferro ' 100a-b ¢ 101a-d

llh/ 37°C

Fonte de Catalisadores ] [ i
+
{Sl Ferro ' 100a-bec 101a-d . DA

llh/ 100 °C

© Analise
UV-Vis

De modo geral, todos os novos compostos testados inibiram
a producao, Fe induzida, de TBARS. Os melhores resultados foram
obtidos com os disselenetos 100a e 100b, ambos foram mais ativos
que o padrio utilizado e, além disso, mostraram a capacidade de
impedirem a forma¢do de TBARS em menores concentragdes do que
o ebselen (Figura 33).

Os disselenetos alifaticos 10la-d também inibiram a
formagdo induzida por Fe(Il) de TBARS em homogenatos de
cérebro, entretanto foram menos efetivos que o ebselen (Figura 32).
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Figura 32. Efeitos dos disselenetos derivados de anfetaminas 100a-b e 101a-d
e Ebselen na produgdo de TBARS em homogenatos de cérebro de rato (S1).*°
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% Fe + EtOH
40004 © Fe + MeOH
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i} L 1
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Concentracao (uM)

Cérebro

nmol MDA/g Tecido

* Todos os compostos foram testados em concentragdes finais que
variaram entre 1 a 120 pmol/L.

® Os resultados foram expressos em nmol de malondialdeido (MDA)
por grama (g) de tecido.

De acordo com os resultados obtidos, os disselenetos 100a e
100b foram mais efetivos que os seus analogos alquilicos 101a-d e o
ebselen, confirmando a tendéncia ja apresentada durante os testes
como miméticos da enzima GPx. O exato mecanismo molecular de
acdo envolvido na inibi¢do da peroxidagdo lipidica promovida por
disselenetos ¢ ainda desconhecido. Apesar disso, acredita-se que a
transformacdo dos disselenetos derivados de anfetaminas em seus
respectivos intermedirios selendis estd envolvida na degradagdo de
peroxidos organicos formados nas membranas bioldgicas.'"*
Consequentemente, nos homogenatos de cérebro utilizados neste
estudo, os disselenetos (100a-b ¢ 101a-d) podem reagir com tiois de
baixo peso molecular, bem como com proteinas contendo tiois, tais
como, a lactato desidrogenase (LDH) ¢ a aminolevulinato desidratase
(ALA-D), resultando na formagdo do respectivo selenol e este, por
sua vez, tera a agao antioxidante.””'®®



109

3.1.2.3 Avaliacao da atividade como substrato da enzima
tiorredoxina redutase

Muitos compostos, incluindo moléculas inorganicas, vém sendo
descritos como substratos da enzima tiorredoxina redutase (TrxR)
mamifera, e isto se deve a ampla especificidade de substrato apresentada
pela enzima. %1017

Foram estudados, neste trabalho, os potenciais de reducdo dos
novos disselenetos derivados de anfetaminas (100a-b e 101a-d) pela
enzima TrxR de figado de rato parcialmente purificada. A determinagdo
foi realizada através da detecgcdo espectrofotométrica, em 340 nm, do
consumo de fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida
(NADPH), na presenca ou auséncia de composto de selénio, conforme o
Esquema 24.'% Importante salientar que a atividade das moléculas foi
comparada em relagdo ao ebselen, por ser um composto organico de
selénio ja conhecido como substrato da TrxR.

Esquema 24. Determinagdo através da deteccdo espectrofotométrica, do
consumo de NADPH, na presenga do composto de selénio (100a-b e 101a-d).

- .
Analise
340 nm

“NADPH [ NaDP*
+H' \\_/

'n r i
Compostos | 7 . Compostos
| dc e (0x) —| Tioredoxina Redutas _>, esacadll

Compostos de Se: 100a-b, 101a-d ¢ ebselen

Nesse estudo, de maneira oposta aos resultados obtidos nos
ensaios de GPx like, os disselenetos aromaticos 100a ¢ 100b ndo foram
reduzidos pela TrxR hepatica (Tabela 3, linhas 2-3). Entretanto, os
disselenetos alquilicos 101a, 101¢ ¢ 101d demonstraram ser bons
substratos da enzima tiorredoxina redutase e sua atividade relativa foi



110

maior que a do padrdo utilizado, o ebselen (Tabela 3, linhas 4, 6 ¢ 7).
Em termos de eficiéncia, na presenca do disseleneto 101a, derivado da
feniletilamina, o consumo do NADPH pela TrxR hepatica parcialmente
purificada foi cerca de 6 vezes maior do que na presenga do ebselen.
Enquanto que os disselenetos 101c e 101d aumentaram de 4-5 vezes a
oxida¢do do NADPH, em relacao ao padrio.

Tabela 3. Oxidagdo do NADPH pela enzima TrxR hepatica,
parcialmente purificada, obtida a partir de ratos na presenga dos
disselenetos derivados de anfetaminas 100a-b e 101a-d e do padrio
ebselen.’

Substrato da TrxR Eficiéncia

# Catalisador (nmol Relativa ao
NADPH/min/mg) Ebselen
1 Ebselen® 3.4 (+ 1.0 1,0
0

e I~ ph
4 A 19.1 (£2.2) 5,6
101a

O
e I A
Ho o1p

Continua
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Continuagao
(0]
Ph
2(Se/\)J\ N

16.1 (£ 3. 4
6 B 6.1 (+3.7) 7

7

(0]
2(Se/\)LFI}\/Ph

13.7 (£ 7.1) 4,0
101d

* A oxidagdo do NADPH foi monitorada em 340 nm por 10 min, na
auséncia ou presenca dos compostos organicos de selénio;

®A oxidagdo do NADPH determinada na presenga do ebselen foi inibida
por mais de 95% pela adi¢do de 5 umol/L de AuCl;.

" Nada foi detectado durante 10 min de ensaio biologico;

Ja ¢é descrito na literatura que pequenas modificagdes nas
estruturas de disselenetos simples podem ocasionar um decréscimo ou,
até mesmo, a completa inibicdo na habilidade do composto em atuar
como substrato da TrxR. Entretanto, os requisitos estruturais para que
um composto de selénio possa atuar como substrato da tiorredoxina
redutase sfo desconhecidos e, também, uma questdo bastante
complexa.'”

No que diz respeito a afinidade para TrxR, a partir deste estudo,
verificou-se que o anel benzénico entre o selénio e a funcdo amida é
prejudicial para a funcionalidade disseleneto. Para os disselenetos
alifaticos, trés dos quatro compostos (101a, 101c e 101d) foram capazes
de interagir com a enzima e serem totalmente convertidos nos seus
respectivos selenois. Neste caso, acredita-se que o menor impedimento
estérico e maior flexibilidade tornam a por¢do contendo o disseleneto
mais acessivel, favorecendo sua transformagdo pela enzima. Entretanto,
muitos estudos ainda sdo necessarios para a melhor compreensdo dos
parametros estruturais indispenséveis para a interagdo dos compostos
organicos de selénio com a TrxR.

3.1.3 Estudos de ressonancia magnética nuclear de selénio

Compostos organicos de selénio, principalmente aqueles que
possuem interacdo intramolecular do selénio com heteroatomo, sdo
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alvos atuais e desafiadores para os quimicos organicos e
organometalicos, devido ao seu papel na indugdo quiral e atividade
antioxidante.'"® Essas interagdes ndo covalentes sdo estaveis o suficiente
para modular a reatividade, bem como, a conformacao espacial de toda a
molécula. Ambos os aspectos sdo fundamentais do ponto de vista do
mecanismo de acdo. Somado a isso, compostos divalentes de selénio
possuem vantagens sobre os seus andlogos calcogéneos, por possuirem
maior carater hipervalente, maior estabilidade do que compostos
organoteldrios, por apresentarem em solu¢do uma forte interagdo nao
ligante que permite analises via '"H NMR e, além disso, por possuirem
um isétopo ativo no NMR ("’Se), o que permite analises valiosas sobre
esta interacao. 17

Neste trabalho, examina-se a interagdo Se---heteroatomo
presente no disseleneto derivado de anfetamina 100b, através da anélise
dos resultados obtidos no "’Se NMR. Os mono-haletos 106-108, foram
sintetizados in situ através da adi¢do do disseleneto 100b e quantidades
equivalentes dos respectivos reagentes de halogenacdo (SO,Cl,) para
106, Br, para 107 e I, para 108), como mostrado no Esquema 25.1

Esquema 25. Obtengo dos mono-haletos para os estudos de ’Se NMR.

-

SeCl CDCly e

i i j\/ i j\/
N j\/ Ph SO,Cl, N Ph I, N Ph
H H H
Se), CDCly Sel
108

106 100b

Br, | CDCly

As informagdes dos deslocamentos quimicos de ’Se NMR
foram muito importantes no que diz respeito a interagdo ndo covalente
entre Se e o heteroatomo presente na molécula (O ou N). Os resultados
obtidos para os mono-haletos mostram um deslocamento quimico, para
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campo mais baixo, dos picos de NMR referentes ao ''Se, e a tendéncia
observada foi RSeCl 106 (1052 ppm/Figura 33 (b)) > RSeBr 107 (979
ppm/Figura 33 (c)) > RSel 108 (743 ppm/Figura 33 (d)). Estes
resultados s3o consistentes com os descritos por McFarlane e
colaboradores'®”® no qual os autores propdem que os deslocamentos
quimicos do "’Se NMR apresentam maior desblindagem com o aumento
da eletronegatividade do substituinte ligado ao selénio.'"’
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Figura 33. Espectros de ’Se NMR, do composto 100b (a), 106 (b), 107 (c) e
108 (d), em CDCl, a 76,5 MHz.
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Outra informacdo bastante relevante obtida através destes
estudos de ”’Se NMR foi sobre qual heteroatomo esta interagindo com o
atomo de selénio na molécula sintetizada (Figura 34, Estruturas A e B).
Neste contexto, notou-se uma grande semelhanca entre o deslocamento
quimico do ""Se NMR obtido para o disseleneto amidico 100b (448
ppm) e o éster 109a (445 ppm),'” além da acentuada diferenca de
deslocamento comparado com o composto 109b (432 ppm). Outra
observagdo que merece destaque é que a ressonancia do par de elétrons
do nitrogénio da amida com a carbonila favorece que o mesmo esteja
mais disponivel no oxigénio, facilitando a intera¢do do par de elétrons
deste atomo com o selénio (Figura 34). A partir disso, pode-se concluir
que o composto sintetizado deve apresentar uma conformacao espacial
na qual o atomo de selénio coordena com o oxigénio do grupamento
carbonilico (Figura 34, Estrutura A).

Figura 34. Estruturas com as interagdes intramoleculares ndo covalentes
propostas para o composto 100b analisado.

Cr
Se), d\o
109a sé/ p
S = 445,54 ppm ‘ m

O o’Y\@
N
H NH L
se) Ressonancia:
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¢ 0
109b A SIG R (ﬂ\\"',Rl
R II}II R g A

Sg. =432 ppm

3.1.4 Estudos do mecanismo da reacao de oxidacao do ditiotreitol

E conhecido que o mecanismo de agio antioxidante de
disselenetos depende, principalmente, da reatividade relativa do atomo
de selénio frente ao tiol e ao peroxido e da natureza dos mesmos.”’ Em
virtude disso, resolveu-se estudar a reatividade do disseleneto derivado
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de anfetamina 100b na oxidagao do ditiotreitol (DTT), um tiol alquilico,
na presenga de peréxido de hidrogénio. A reacdo testada foi descrita por
Santi e colaboradores™ como um novo método para avaliar a atividade
mimética da enzima GPx de compostos de selénio. Esta metodologia
possui a grande vantagem de utilizar agua (similar ao organismo) no
lugar de metanol, da mesma maneira que se podem realizar as andlises
facilmente através de '"H NMR. Por meio dos testes efetuados, de acordo
com este protocolo, pode-se especular o possivel mecanismo da reagéo
de reducao de H,O,, utilizando DTT como cofator (substituinte da
glutationa). Nos ensaios efetuados foram utilizadas quantidades
equimolares de tiol e perdxido, bem como, 0,1 mol % do catalisador de
selénio. As analises foram feitas através do acompanhamento do
decréscimo dos sinais em & = 2,58 e 3,64 ppm referentes ao DTT
reduzido e o concomitante aumento dos sinais com centro em 6 = 2,85;
3,04 e 3,55 relativos ao DTT oxidado (Figura 35).

Figura 35. Espectros de '"H NMR: (a) DTT ainda sem reagir no inicio da
reagdo; (b) Espectro obtido no Tsy e (¢) DTT completamente oxidado ao final da

reacao.
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O primeiro teste realizado com o disseleneto 100b esta ilustrado
no Esquema 26. Depois de misturar o tiol e o disseleneto, analisou-se o
espectro de 'H NMR e, ap6s 15 minutos, nenhuma oxidacio apreciavel
do DTT foi observada. Passado esse tempo, adicionou-se a mistura o
peroxido de hidrogénio e, a partir de entdo, foi calculado o tempo
necessario para consumir metade da quantidade de tiol adicionada (Ts).

Esquema 26. Primeiro teste realizado empregando o disseleneto 100b como
catalisador na oxida¢do do DTT.

OH
~__SH
HS/\:/\/
OH
HN DTTred
. HO,
15 H,0 2
’ 50
, DO D,0 S
Se), 2 HO

100b

Na segunda reagdo testada, inverteu-se a ordem de adicdo dos
reagentes equimolares, o que causou um efeito positivo na velocidade de
oxidag¢do do DTT. Quando o H,O, foi adicionado primeiro, o Ts, foi de
apenas 4 minutos (Esquema 27).

Esquema 27. Segundo teste realizado empregando o disseleneto 100b como
catalisador na oxidag@o do DTT.

oH
s /\:/:\/SH
N o, OH
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100b
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Um teste adicional, ilustrado no Esquema 28, foi realizado para
verificar se o disseleneto ndo estaria degradando na presenga do tiol.
Entretanto, mesmo adicionando o perdxido 100 segundos apos a adi¢ao
do DTT, o resultado obtido mostrou que a velocidade da reacdo ndo se
alterou, indicando que o disseleneto ndo estava sendo degradado no
primeiro caso.

Esquema 28. Teste adicional realizado empregando o disseleneto 100b como
catalisador na oxidagdo do DTT.

OH
~_SH
HS/\:/\/
OH
HN
DTTred
O 100 s H,0, HO,, S
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HO
100b

A menor velocidade de oxidagao obtida para a reagdo em que se
adicionou o tiol antes do peroxido pode ser explicada pela reagdo
conhecida como troca de tiol. Estudos ja publicados na literatura
mostram que disselenetos que contém grupos funcionais capazes de
formarem interacdo ndo ligante com o atomo de selénio favorecem a
atividade GPx like. No entanto, quando esta interagdo é muito forte,
como ¢ o caso da interagdo Se---O, ela acaba por facilitar o ataque do tiol
no selénio em vez do enxofre, diminuindo consideravelmente, a
atividade desses compostos. Deste modo, o sulfeto de selenenila 110
nao ¢ consumido o que retarda o processo do ciclo catalitico. O
Esquema 29 ilustra essa reacdo de troca de tiol, de acordo com a
literatura.”'
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Esquema 29. Ilustragdo da reagdo de troca de tiol.
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Em conformidade com os varios estudos publicados e aos
resultados experimentais obtidos neste trabalho, foi proposto o
mecanismo de reagdo de oxidagdo do DTT com H,0,, catalisada pelo
disseleneto derivado de anfetamina 100b (Esquema 30). A principio, o
disseleneto reage com dois equivalentes de peréxido (H,O,) formando o
acido selenénico 111. Este intermediario 111 reage entfo, com mais um
equivalente de H,O, produzindo, concomitantemente, o acido seleninico
112 ¢ agua. Este, por sua vez, através da reagdo com dois equivalentes
de DTT, forma a espécie 113 com a liberagdo do DTT na sua forma
oxidada. A 1ultima etapa, na sequéncia, ¢ a reacdo do sulfeto de
selenenila 113 com o grupamento -SH livre, presente na propria
molécula de DTT, para gerar o dissulfeto e restituir o disseleneto 100b
ao ciclo catalitico. Além disso, outra observagdo que corrobora com a
proposta do mecanismo ¢ sobre a solubilidade do catalisador.
Inicialmente, o composto 100b ndo ¢ solivel em agua, porém quando
transformado nas suas formas oxidadas (111 e 112), torna-se soluvel no
solvente utilizado, catalisando a rea¢do mais rapidamente. O que ndo ¢
acontece quando reage primeiramente com o tiol.
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Esquema 30. Mecanismo proposto da rea¢do de oxidagdo do DTT com H,0,,
catalisada pelo disseleneto derivado de anfetamina 100b.
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3.1.5 Estudos de voltametria ciclica

A voltametria ciclica tem sido amplamente utilizada no estudo
da eletroatividade de compostos (especialmente moléculas bioldgicas),
na investigacdo de reagdes quimicas acozpladas, na analise de ions e no
estudo das superficies de eletrodos.'”"""”* Além disso, essa técnica gera
informagdes no que tange a reversibilidade eletroquimica de um sistema,
sendo esta vinculada a troca rapida de elétrons entre espécies redox e
eletrodo. Esses processos voltamétricos sdo agrupados em trés
categorias distintas: reversiveis, quasi-reversiveis e irreversiveis.'”
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Os voltamogramas registram corrente vs potencial em uma
varredura. Esta varredura geralmente se da em celas compostas de trés
eletrodos imersos na solugdo a ser analisada, sendo constituida por:

e Um eletrodo de trabalho que abriga em sua superficie a reagdo
de interesse (sensivel ao analito), sendo geralmente composto de platina,
ouro ou grafite;

e Um eletrodo de referéncia, para controle do potencial, sendo
composto usualmente por um eletrodo saturado de calomelano ou
prata/cloreto de prata (Ag/AgCl);

e  Um contra eletrodo ou eletrodo auxiliar, constituido de material
inerte como platina ou grafite, que controla a corrente necessaria para a
eletrolise que ocorre no eletrodo de trabalho;'”

Sendo assim, neste trabalho, investigaram-se as propriedades
redox do disseleneto derivado de anfetamina 100b através da técnica de
voltametria ciclica e o voltamograma obtido em solugdo de acetonitrila
contendo hexafluorofosfato de tetra-nbutilamoénio (0,1 mol.L-1) com
velocidade de varredura de 200 mV s encontra-se na Figura 36.
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Figura 36. Voltamograma ciclico do disseleneto do derivado de anfetamina
100b em solugdo de acetonitrila contendo hexafluorofosfato de tetra-
nbutilaménio (0,1 mol L™") com velocidade de varredura de 200 mV s™.
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O voltamograma do disseleneto 100b (Figura 37), observa-se
dois processos anoddicos (pico a e b/Tabela 4, linhas 1 e 2) iniciando a
varredura no sentido anddico de 0 V a 2 V, um processo catodico (pico
c/Tabela 4, linha 3) quando a varredura ¢ invertida ¢ um pico anddico
(pico d/Tabela 4, linha 4) com varredura na faixa de -2 V a 0 V. Os dois
picos anddicos (picos a e b) sdo referentes a formagdo do 4acido
selenénico e 4acido seleninico, ambos processos voltametricamente
irreversiveis. O processo catddico (pico c¢), voltametricamente
irreversivel, foi atribuido a formagdo do selenol. O processo anddico
(pico d) ¢ possivelmente referente & oxidagdo do selenol, formando o
disseleneto regenerando a molécula inicialmente submetida ao processo
de oxidacdo. Os dados obtidos dos voltamogramas estdo resumidos na
Tabela 4.
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Tabela 4. Propriedades eletroquimicas do disseleneto derivado da
anfetamina 100b.

E (V) Estado
# Pico Vs Processo Estrutura de
Ag/AgCl oxidacio

Formagao do 0
1 a 1,16 (i) acido @fﬂlw 2+

selenénico SeOH

Formagao do 0
2 b 1,50 (i) acido @Nw 4+

seleninico SeOOH

selenol

. 0
3 . 171 () Fomagio do de 0

0
. Formagdo do @
4 d -0,27 (1) disseleneto s )g "

Vale resaltar que o mecanismo eletroquimico apresentado ¢
uma proposta baseado em artigos' """ que apresentam alguns estudos
eletroquimicos com derivados de selénio similares. Para elaboragado
desta proposta também empregou-se 0 mecanismo de atuagdo dessas
moléculas como mimético da GPx, com o peroxido atuando como
agente oxidante e o derivado de tiol atuando com agente redutor. Porém
a pequena quantidade na literatura de estudos eletroquimico de
miméticos da GPx, apresentam alguns desafios para propostas iniciais,
porém que podem ser melhor elucidadas com estudos mais
aprofundados combinando outras técnicas juntamente com os estudos
voltamétricos.
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3.2 Compostos derivados do ebselen
3.2.1 Planejamento e sintese

Conforme ja mencionado, a capacidade de heterociclos
contendo selénio, como os derivados do ebselen 6, atuarem de maneira
similar ao proprio, no que diz respeito as atividades bioldgicas, vem
demonstrando ser uma area de investigagdo promissora. Seguindo esta
abordagem, Ninomiya e colaboradores'! destacam alguns conceitos
importantes para a sintese de analogos do ebselen, dentre eles: (1) conter
uma ligagdo entre o selénio e um carbono ligado ao anel aromatico, para
evitar a liberacdo do primeiro e manter a baixa toxicidade caracteristica
do ebselen; (2) apresentar uma ligag@o entre o selénio e o nitrogénio que
¢ a responsavel pela atividade mimética da enzima GPx; e, (3) possuir
uma ligagdo entre o nitrogénio e uma carbonila para manter a
estabilidade da estrutura da selenoamida.

Por outro lado, faz parte do interesse deste grupo de pesquisa, a
busca por novos compostos derivados de selénio ou enxofre contendo
moléculas biologicamente importantes, como por exemplo aminoacidos,
para que possam atuar tanto como plataformas quirais em sintese
organica quanto como compostos com potencial biologico.

Uma das limitagcdes encontradas pelo ebselen € a sua baixa
solubilidade em agua. Esta condi¢do implica em sérias restrigdes para
futuros ensaios bioldgicos, principalmente testes in vivo, o que limita
possiveis aplicagdes dessas substancias como farmacos. Dessa forma,
com o intuito de superar esta limitacdo e aumentar a atividade deste tipo
de estrutura, a segunda parte deste doutorado envolve a sintese de uma
série de benzisosselenazol-3(2H)-onas N-substituidas (derivados do
ebselen) e benzisossulfonazol-3(2H)-onas N-substituidas com a
estrutura geral mostrada na Figura 37.
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Figura 37. Estrutura geral dos derivados do ebselen.

0O

Y

6, 114a-j e 115a-b

{R = Alquila, arila, aminoésteres e aminoécidos]

A partir da estrutura da molécula alvo foi proposta a analise
retrossintética mais conveniente para acessar esta nova classe de
compostos (Esquema 31).

Esquema 31. Retrossintese simplificada proposta para obten¢do dos derivados
do ebselen.

o o Q
R
@E(N—R — dNHR = dOH TOHN
Y ), Y)

2

6,114 a-j e 115 a-b 100a-b, 116 a-i e 117 a-b 102 ¢ 118

+ I

(R = Alquila, arila, aminoésteres e aminoécidos)

De acordo com a rota sintética planejada, os produtos finais
114a-j e 115a-b poderiam ser preparados a partir da ciclizagdo de
disselenetos 100a-b, 116a-i ¢ dissulfetos 117a-b contendo ligagdes
amidicas, na presenga de iodo molecular como oxidante e trietilamina.
Os disselenetos por sua vez poderiam ser sintetizados mediante o
acoplamento entre o disseleneto 102 ou dissulfeto 118, ambos derivados
do 4cido antranilico, com aminas primarias ou aminoacidos protegidos.
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O disseleneto 102 poderia ser sintetizado por meio de diazota¢ao, como
mostrado na se¢do anterior. O dissulfeto 118 foi obtido comercialmente.

Os disselenetos derivados de aminoésteres 116a-f e aminoacido
116g, utilizados neste estudo, foram sintetizados previamente e
fornecidos pelo grupo do Prof. Dr. Claudio Santi, Universita degli Studi
di Perugia, Perugia-Italia.'” O disselencto alquilico 116h e os
dissulfetos 117a-b foram preparados de acordo com o método descrito
para preparagdo de disselenetos derivados de anfetaminas apresentado
na primeira parte desta tese. J4 o disseleneto derivado do ebselen 116i
foi preparado de acordo com método descrito por Mishra e
colaboradores em 2006.'” Todas as estruturas dos dicalcogenetos
utilizados como materiais de partida para este estudo estdo ilustradas na
Figura 38.
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Figura 38. Estruturas dos dicalcogenetos empregados neste estudo.
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Efetivamente, para a sintese das benzisosselenazol-3(2H)-onas
N-substituidas (derivados do ebselen) e benzisossulfonazol-3(2H)-onas
N-substituidas, planejou-se estudos sistematicos das condigdes
reacionais, a fim de se alcancar bons rendimentos via uma metodologia
rapida e simples. Inicialmente, elegeu-se a reagdo entre o disseleneto
derivado de anfetamina 100b e o iodo molecular como sistema padrao
para uma avalia¢do da melhor condi¢édo reacional (Esquema 32).
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Esquema 32. Reacdo teste.

LA
Ph Ph
N . Base, tengvo
H

Se),

100b 114a

Solvente

Em um primeiro momento, o experimento foi conduzido
utilizando uma metodologia descrita recentemente pelo grupo desta
pesquisadora, utilizando-se quantidade catalitica de I, e 3 equivalentes
de DMSO. ' A reacdo foi executada em um reator de micro-ondas, a
uma temperatura de 80 °C e uma poténcia de 100W e foi acompanhada
por cromatografia em camada delgada (CCD). As aliquotas analisadas
nos tempos de 10 e 20 minutos ndo mostraram formagao satisfatoria do
produto 114a que, apds o isolamento de acordo com o 'H NMR,
apresentou um rendimento de apenas 15 % (Esquema 33).

Esquema 33. Primeiro teste realizado empregando a meteodologia
recentemente descrita pelo grupo desta pesquisadora.

j\/ Ph 20mol %1, o
3 eq. DMSO {Ph
N
se)2 M.O./80°C Se

100 W/ 20 min

Este baixo valor de rendimento obtido (Esquema 32), pode-se
incutir ao fato de que o iodo ndo estaria agindo como catalisador. Sendo
assim, propds-se uma pequena modificagdo no método descrito, no qual
se empregou 1 equivalente de iodo molecular ¢ 1ml de DMSO. Cabe
salientar que, para melhor solubilidade do disseleneto ¢ formagdo da
espécie eletrofilica de selénio, foi necessaria a utilizagdo de uma
pequena quantidade de diclorometano (CH,Cl,). Apds 24 h de reagéo, o
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rendimento obtido para a formacdo do derivado do ebselen 114a foi de
70 % (Esquema 34).

Esquema 34. Teste realizando utilizando DMSO, I, e CH,Cl, como solvente.

0] 0
jy Ph 1 mL DMSO Ph
N + 1 N{

H 2
0,5 mL CH2C12 S/e

Se), 24 h/ta.
0,
100b 114a

Com o proposito de alterar alguns parametros reacionais e
verificar a influéncia dos mesmos nos rendimentos obtidos, realizou-se
um experimento no qual o DMSO foi substituido por uma base
inorganica (NaHCO;), uma vez que ela facilitaria o ataque
intramolecular do nitrogénio ao atomo de selénio da provavel espécie
eletrofilica formada com iodo. Acompanhou-se a reagdo por CCD e,
apds 30 minutos de reagdo, constatou-se a formacdo significativa do
produto. Depois de mais 2 horas de reacdo, uma nova cromatografia foi
realizada, onde ndo se observou uma mudanga apreciavel no consumo
do material de partida e formagdo do produto, em comparacdo com a
primeira. A modificagdo proposta ndo resultou no aumento do
rendimento e o produto foi obtido com 65 % de rendimento (Esquema
35).

Esquema 35. Teste realizado com excesso de NaHCO;.

O g\/ O
Ph Ph
N + 1 NaHCOj; excesso N{
H 0,5 mL CH,Cl, A

Se), 2h/ta.
0
100b 114a
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Com o intuito de avaliar a influéncia da base sobre o
rendimento da reagdo, empregou-se uma base organica (Et;N).
Primeiramente testou-se a reacdo utilizando 1,5 equivalentes da base,
onde a benzisosselenazol-3(2H)-ona N-substituida 114a foi obtida em
90 % de rendimento apods 1 hora de reacdo. Em seguida, reduziu-se a
quantidade de trietilamina de 1,5 para 1 equivalente e essa mudanga nao
causou variacdo consideravel no rendimento de formacdo do produto
114a (Esquema 36).

Esquema 36. Reacdo realizada na presenca de 1 equivalente de Et;N.

O /&/ O
Ph Ph
N + 1 1 eq. Et;N N{

H 0,5 mL CH,Cl, <

Se), 1h/ta.
0,
100b 114a

Outro parametro importante estudado foi o tempo reacional.
Para isso, realizou-se o experimento descrito no Esquema 35, porém
com acompanhamento da reagcdo por cromatografia em camada delgada
(CCD). Nos tempos de 10, 20 e 30 minutos, foram feitas as analises e, ja
no tempo de 10 minutos, observou-se o consumo quase que completo
dos materiais de partida. Mesmo apds 30 minutos, ndo se constatou
mudanga significativa na formagdo do produto, visto que o material de
partida ja havia sido consumido quase que na sua totalidade. O
rendimento desta reagdo foi de 90 %, calculado pelo espectro de 'H
NMR. Importante salientar que ¢ visivel a rapidez da reagdo, uma vez
que, logo apds a adicdo da Et;N, a mistura reacional muda de cor
instantaneamente, como observado na Figura 39 - A.
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Figura 39. A) Reacdes antes (a) e depois (b) da adigao de Et;N. B) CCD das
reagdes: (¢) 10 min; (d) 30 min; (e) produto e (f) material de partida.

A influéncia do contraion da espécie eletrofilica de selénio foi
analisada e quando a reacédo foi realizada na presenca de Br, ou SO,Cl,
no lugar de I, ndo se constatou a formagdo significativa do produto,
mesmo em maiores tempos reacionais. No caso do Br,, observou-se uma
mistura complexa de subprodutos, enquanto que para o SO,Cl, a reagdo
ndo ocorreu (Esquema 37). O selénio ¢ considerado um atomo mole de
acordo com a Teoria de Pearson' e, em virtude disso, a reagio com
iodo ¢ mais favorecida, ja que este também ¢ classificado como mole.

Esquema 37. Teste realizado com outras fontes de halogénios.

Ph Ph
N L X 1 eq. EN - N{

H 0,5 mL CH,Cl, S6
Se), 1h/ta.
100b 114a

[X =S0,Cl, ou Br2]
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Por fim, foi realizado um teste utilizando 1 equivalente de H,O,
em substitui¢do ao iodo. Este experimento foi executado no intuito de
observar se uma possivel espécie oxidada de selénio poderia sofrer o
ataque nucleofilico pelos pares de életrons do atomo de nitrogénio, com
consequente ciclizacdo (Esquema 38). Entretanto, ao final do
procedimento, foi observada a formagdo de diversos produtos diferentes
daquele desejado e os mesmos se decompuseram durante a coluna
cromatografica.

Esquema 38. Reacdo realizada na presencga de peroxido de hidrogénio.

o 0 o
Nj\/ o, 05 mL CHClL, Njy Ph 1 eq. EGN Ph
H 2V — H EEE—- S N
t.a. 1h/ta. g +
Se), SeOH Se H,0

100b 114a

Para avaliar a versatilidade do protocolo, decidiu-se explorar a
condi¢do Otima frente a diferentes disselenetos que contenham a fungao
amida, com o objetivo de aumentar o escopo da reacdo, analisar as
possiveis influéncias dos diferentes substituintes além de sintetizar uma
série de compostos 114a-k e 115a-b com caracteristicas interessantes do
ponto de vista bioldgico. Os resultados obtidos se encontram na Tabela
5.
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Tabela 5. Sintese das benzisoselenazol-3(2H)-onas N-substituidas 114a-
Kk e benzisosulfonazol-3(2H)-onas N-substituidas 115a-b.”

O
TJ'R’ /
H . 1 eq. Et;N N—R
Y)Z 0,5 mL CH2C12 Y/
10 min/ t.a
100a-b, 116a-i 6, 114a-je

e 117a-b 115a-b

# Produto Rendimento (%)*
O
f Ph
N
| Se >99
114a

Liquido viscoso incolor

0
O
) Se Ph 20

114b
Sé6lido amarelo claro

O O

}OEt
; o > 99

114c¢
Sélido branco

Continua
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Continuagao

__;>~—()h4e
/N ~
4 Se - 80

Sé6lido amarelo

O O
Sé 81

114e
Soélido amarelo escuro

0
Co>
6 Se OMe >99

114t O
Liquido viscoso amarelo

0 0
)—OMe
N—/
Se :( >99

0O

W

114
g OMe

Soélido amarelo
O O
@4 }OEt
N—
8 se  * >99

114h ‘>'0Et
o)

Liquido viscoso amarelo claro
Continua
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10

11

12

13

Continuagao

0 O
@E4 "
Se
114i

Solido branco
0

N
114j
Solido branco

(@]
@5&@
Se
6

Solido branco

O
N
CL. 2.

115a

Liquido viscoso incolor

O
@d{
S Ph

115b

Liquido viscoso amarelo

60

68

>99

>99

* Reagdes realizadas na presenca de disseleneto ou dissulfeto (1
equivalente), I, (1 equivalente), CH,Cl, (0,5 mL), Et;N (1 equivalente),

a temperatura ambiente durante 10 minutos;

® Rendimentos dos produtos isolados.
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Inicialmente, empregaram-se os disselenetos sintetizados na
primeira parte deste doutorado. Ambos apresentaram bons resultados
quando submetidos a reacdo de ciclizagdo, destacando o composto 114a
derivado do disseleneto 100a, que foi obtido em rendimento quantitativo
(Tabela 5, linhas 1 e 2). Buscou-se entdo a sintese a partir dos
disselenetos derivados de aminoésteres. De modo geral, o protocolo se
mostrou efetivo quando os mesmos foram utilizados (Tabela 5, linhas 3-
8). Pode-se observar que a metodologia nio foi sensivel aos diferentes
grupamentos dos aminoésteres, visto que os produtos foram obtidos de
bons a oOtimos rendimentos, mesmo na presenca de grupamentos
volumosos. Em especial, o produto 114f, contendo um grupamento sec-
butila, muito volumoso, foi obtido em rendimento quantitativo (Tabela
5, linha 6). Quando os disselenetos derivados da alanina-OEt 116b ¢ da
valina-OEt 116¢ foram empregados, observou-se um decréscimo nos
rendimentos de formagdo dos 114d e 114e, sendo estes obtidos em 80 ¢
81 %, respectivamente (Tabela 5, linhas 4 e 5).

No intuito de alterar a solubilidade dos compostos, bem como
avaliar a influéncia da modificagdo da estrutura no rendimento da
rea¢do, um disseleneto derivado de aminoacido 116g foi utilizado nas
mesmas condi¢des descritas acima. O produto ciclizado 114i foi obtido
em 79 % de rendimento (Tabela 5, linha 9). Houve um leve decréscimo
no rendimento da reagdo e, neste caso, credita-se ao fato de o material
de partida ndo ser completamente solivel no solvente da reagao.

Em outra abordagem, verificou-se a possibilidade de se
sintetizar benzisoselenazol-3(2H)-onas N-substituidas provenientes de
disselenetos alquilicos (Tabela 5, linha 11). Entretanto, a ciclizagdo
deste disseleneto alquilico ndo foi tdo eficiente como as demais.
Utilizando-se disseleneto 116h, o produto 114j foi obtido em 60% de
rendimento (Tabela 5, linha 10).

Empregou-se também a metodologia proposta para a sintese do
proprio ebselen 6, o qual foi obtido em 68 % de rendimento (Tabela 5,
linha 11). Neste caso, o decréscimo no rendimento ocorreu devido a
baixa solubilidade do material de partida 116i no solvente da reagao.

Os bons resultados obtidos nas reagdes empregando
disselenetos encorajou o grupo pesquisador, ao qual esta pesquisadora
se insere, a expandir o protocolo para o uso de dissulfetos. De modo
geral, o uso de dissulfetos derivados de anfetaminas se mostrou
extremamente eficiente nas reagdes de formagdo de benzisosulfonazol-
3(2H)-onas N-substituidas. Os dissulfetos 117a-b formaram os
respectivos produtos 115a-b, em rendimentos quantitativos.
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Vale salientar que o protocolo desenvolvido para ciclizagdo de
amidas, também foi aplicado, porém sem sucesso, para disselenetos
contendo grupamento acido, conforme Esquema 39. Acredita-se que o
produto ndo se formou para este derivado do acido antranilico 102,
devido a baixa solubilidade do reagente de partida na mistura CH,Cl, e
L.

Esquema 39. Reacio de ciclizacdo empregando o disseleneto derivado do acido
antranilico 102.

O
I, O
OH 1 eq. EiN
25 O
Se)2 0,5 mL CH2C12 S/e
10 min / t.a.
102 119

E interessantes destacar que o método desenvolvido para
sintetizar derivados do ebselen se mostrou rapido e eficiente, uma vez
que permitiu a sintese de uma gama de pequenas moléculas, com
inimeras variagdes dos substituintes, de facil preparagdo (sem
aquecimento, sem atmosfera inerte e, a maioria, sem purificagdo por
coluna cromatografica) e em excelentes rendimentos. Vale ressaltar que
a sintese de derivados do ebselen contendo grupamentos biologicamente
importantes sdo de fundamental importancia no que tange a quimica
biologica e medicinal. Dessa forma, com os compostos sintetizados
poderdo se obter informagdes valiosas com relacdo & estrutura e
atividades desta classe de compostos, além de analisar o efeito das
modificagdes propostas em relagdo a atividade/toxicidade apresentada
pela molécula do ebselen.

Todos os produtos tiveram suas estruturas confirmadas por 'H e
PC NMR, ¢ os respectivos espectros se encontram na se¢ao de espectros
e graficos selecionados. Como a maioria das benzisosselenazol-3(2H)-
onas N-substituidas 114a-j e benzisossulfonazol-3(2H)-onas N-
substituidas 115a-b foram preparadas de forma inédita, também foram
realizados experimentos de espectrometria de massas de alta resolugéo
(HRMS), bem como "'Se NMR, quando necessario.
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A titulo de exemplo, discutem-se, a seguir, as atribui¢des dos
sinais nos espectros de NMR para o composto 114e, como representante
dessa classe de compostos.

No espectro de 'H NMR do composto 114e, mostrado na Figura
40, com deslocamento de 7,99 ppm verifica-se um dupleto, com
constante de acoplamento de J = 8 Hz com integral relativa a dois
hidrogénios que podem ser atribuidos aos hidrogénios ligados ao
carbono 1. Os outros hidrogénios atribuidos aos hidrogénios ligados aos
carbonos 2 a 4 se encontram na regido compreendida entre 7,60-7,50 e
7,36-7,32 ppm, na forma de dois multipletos com integrais relativas a
dois e um hidrogénios, respectivamente. Em 5,06 ppm, denota-se um
dupleto que apresenta uma constante de acoplamento de J = 12 Hz, com
integral relativa a um hidrogénio, que deve corresponder ao hidrogénio
ligado diretamente ao carbono 5. Na regido entre 4,25 e 4,10 ppm se
observa um multipleto com integracdo de dois hidrogénios relativos aos
hidrogénios ligados ao carbono 9. Com deslocamento de 2,21-2,12 ppm,
encontra-se um multipleto com integral relativa a um hidrogénio, que
pode ser atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono 6. J4 em campo mais
alto, 1,24 ppm verifica-se um tripleto, com constante de acoplamento de
J = 8 Hz, com integral relativa a trés hidrogénios, referentes aos
hidrogénios ligados ao carbono 10. Com deslocamento de 0,98 ppm e
0,86 ppm, encontram-se dois dupletos com constantes de acoplamento J
= 8 Hz e J = 4 Hz, respectivamente. Estes sinais podem corresponder
aos hidrogénios ligados aos carbonos das duas metilas 7 e 8. E
importante destacar que no espectro do produto obtido, em comparagao
ao disseleneto correspondente, ndo se observa a presenga do sinal do
hidrogénio ligado ao nitrogénio da amida. Esta informagdo ajuda a
comprovar que ocorreu a ciclizagdo da molécula.
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Figura 40. Espectro de 'H NMR, do composto 114e em CDCl; a 400 MHz.
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No espectro de *C APT NMR (Attached-Proton-Test) (Figura
41) obtido na frequéncia de 100 MHz e utilizando CDCl; como
solvente, constatam-se os sinais para esse composto. Nesta técnica ¢
possivel fazer a diferenciacdo dos carbonos de acordo com o seu grau de
hidrogenagdo. Dessa forma, C e CH, aparecem na mesma fase do
solvente (acima da linha), CH; e CH na fase contraria (negativa). Com
base nisso, ¢ possivel observar em deslocamento quimico de 171,3 ppm
o carbono da carbonila do éster 11. Os sinais que aparecem em 139,4 ¢
126,6 ppm sdo referentes aos carbonos quaternarios da parte aromatica
da molécula 12 e 13. Na regido compreendida entre 132,1 e 123,6
verificam-se os sinais dos “CH” dos carbonos do anel benzénico 1-4.
Em campo mais alto se registram os carbonos alifaticos. Com
deslocamento de 61,6 ppm se percebe o sinal referente ao carbono 9
(CH,) Logo em seguida, em fase oposta, em 61,5 ppm se percebe o pico
de carbono referente ao carbono 5, enquanto o sinal em 19,0 ppm,
refere-se as metilas 7 e 8. Por fim, com deslocamento de 13,8 ppm se
encontra a metila do grupamento éster 10. Neste exemplo, devido ao
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tempo de relaxa¢do muito longo, o pico do carbono da carbonila do
grupamento amidico ndo apareceu.

Figura 41. Espectro de °C APT NMR, do composto 114e em CDCl; a 100
MHz.
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Para complementar a caracterizagdo do composto 114e,
realizou-se o experimento de ressonancia magnética nuclear de "’Se. A
Figura 42 mostra o espectro obtido na frequéncia de 76,5 MHz em que
se utilizou CDCl; como solvente. Sendo assim, em 897,8 ppm se
observa o pico referente ao atomo de selénio. Este valor esta de acordo
com os valores reportados na literatura para derivados do ebselen
contendo peptideos, que gira em torno de 884-900 ppm,
aproximadamente.
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Figura 42. Espectro de ”’Se NMR, do composto 114e em CDCl; a 76,5 MHz.
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Adicionalmente, fez-se analise por espectrometria de massas de
alta resolugdo (HRMS) para o mesmo composto 109e, utilizando fonte
de fotoionizagdo (APPI). A Figura 43 mostra o espectro de massas
obtido para o composto 114ee onde ¢ possivel observar o pico do ion
molecular, [M+H], com o padrio de distribuigdo isotdpica caracteristico
de compostos contendo selénio. Para a formula C4H;;NO;Se a razdo
m/z tedrica calculada para [M+H]™ é de 328,0452, enquanto que a
encontrada foi de 328,0446.
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Figura 43. Espectro de massas de alta resolugdo do composto 114e, utilizando
fonte APPL

Intens. +MS, 0,1-0.5min #(3-32)
x104 328.0446

326.0441

[S)

324.0449 330.0448

327.0461

322.0399
A

33 ‘:J471

Com base em dados obtidos na literatura,"™ propds-se um
possivel mecanismo para a sintese dos derivados do ebselen (Esquema
40). Acredita-se que a obtengdo das benzisosselenazol-3(2H)-onas N-
substituidas 114a-j e benzisossulfonazol-3(2H)-onas N-substituidas
115a-b desejadas deva ocorrer a partir de uma reagao redox (formagao
da espécie eletrofilica de selénio 120), seguida de uma ciclizacdo
intramolecular.

Esquema 40. Mecanismo proposto para a ciclizagdo dos disselenetos e
dissulfetos empregados neste estudo.
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3.2.2 Avaliacao do potencial antioxidante

3.2.2.1 Avaliacao da atividade como miméticos da enzima glutationa
peroxidase

Como citado anteriormente, o ebselen ¢é considerado um
exemplo classico de mimético da enzima glutationa peroxidase.'®
Nesse contexto, a sintese e o estudo das atividades biologicas dos seus
andlogos, principalmente, que contém aminodcidos, t€ém sido tema de
estudo e vém apresentando interessantes atividades biologicas. Eles ja
foram descritos como 'clntimicrobianos,183 inibidores da enzima o6xido
nitrico sintase, indutores da atividade das citocinas,'™ miméticos da
enzima GPx'®"® ¢ com atividade anti-inflamatéria.'"®” Esse potencial
biolégico apresentado pelos derivados do ebselen contendo aminoécidos
atraiu a aten¢@o deste grupo de pesquisadores e, a fim de melhorar sua
atividade catalitica, varias modificacdes foram feitas na estrutura do
ebselen. A maioria das modificagdes propostas envolveram a
substituicao do grupamento ligado ao nitrogénio.

Dessa forma, explorou-se neste trabalho o potencial
antioxidante, como miméticos da enzima GPx, de todas as
benzisosselenazol-3(2H)-onas N-substituidas 114a-j e
benzisossulfonazol-3(2H)-onas  N-substituidas 115a-b  sintetizadas
empregando o modelo descrito por Tomoda e colaboradores.'** A
reducdo do peroxido de hidrogénio (H,O,) foi monitorada
espectrofotometricamente por meio da formagdo do dissulfeto de
difenila (PhSSPh) através do aumento da absorbancia em 305 nm (Vide
Figura 30). Os resultados obtidos referentes as atividades dos compostos
foram mensurados, considerando o tempo necessario para reduzir a
concentra¢do do tiol (PhSH) em 50 % (Tso) e o ebselen 6 foi utilizado
como mimético padrdo. Um experimento foi conduzido na auséncia do
catalisador e ndo se observou nenhuma oxidagdo do tiol apreciavel. Da
mesma forma que, na auséncia de H,O,, os catalisadores testados nao
apresentaram atividade da enzima glutationa oxidase (GOx), uma vez
que ndo oxidaram o tiofenol a dissulfeto de difenila.

As moléculas derivadas do ebselen 114a-j ¢ 115a-b foram
testadas em quantidades cataliticas (0,2 mol %) em relagdo PhSH e os
resultados obtidos se encontram descritos na Tabela 6. Para fins de
comparacdo, o valor de 1,0 foi arbitrariamente atribuido ao padrao.
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Tabela 6. Resultados obtidos para as benzisosselenazol-3(2H)-onas N-
substituidas 114a-k e benzissosulfonazol-3(2H)-onas N-substituidas
115a-b sintetizadas como miméticos da enzima GPx.*"

Catalisador (0,2 mol-%) S /© + 2H,0
MeOH

Eficiéncia Relativa

# Catalisador® Tso (h)** ao Ebselen

1 Ebselen 4,51 (£0,19) 1,00

0]
Ph
2 ,N—/_ 2,66 (£ 0,34) 1,69
Se
114a

0]
@E@N‘{; 2,14 (£0,11) 2,11
Se Ph

114b

O O
}OEt
4 N 2,81 (+0,30) 1,60
Se

114c

}OMe
5 N— 1,98 (+ 0,15) 2,28
Se -

Continuagdo

w
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2,01 (£0,13)

2,07 (& 0,06)

2,32 (+ 0,04)

2,53 (+0,23)

2,05 (+0,18)

2,57 (0,15)

2,24

2,18

1,94

1,78

2,20

1,75
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Continuacao

0
12 ©f1<,N 3,24 (£ 0,02) 1,39
S _\—Ph

115a

O
13 @ﬁ(N{ 2,33 (£0,17) 1,93
S Ph

115b

* Sob essas condigdes, a adi¢do de H,O, e a auséncia do catalisador de
selénio, ndo produziu oxidacdo significativa do PhSH;
® Sob essas condigdes, na auséncia de H,O, (MeOH + catalisador de
selénio + PhSH), conduzidas durante os 120 segundos iniciais do
experimento, ndo foi observada nenhuma oxidagdo apreciavel do PhSH;
¢ Condigdes finais: MeOH (1 mL); catalisador (0,01 mM); PhSH (5
mM); H,O, (10 mM);

Tso € 0 tempo requirido, em horas, para reduzir a concentragio do tiol
pela metade do seu valor, depois da adi¢do de H,O»;
¢ Dados entre parénteses: Erro experimental.

Todos o0s compostos apresentaram atividade em niveis
comparaveis ao ebselen 6 e esta primeira conjectura confirma que as
benzisoselenazol-3(2H)-onas N-substituidas sdo estruturas promissoras
na obtengdo de compostos antioxidantes com atividade mimética GPx.
Como pode ser visto na Tabela 5, na linha 5, a molécula analoga ao
ebselen contendo residuo do aminoéster derivado da L-alanina 114d
proporcionou o melhor resultado, sendo aproximadamente 2,3 vezes
mais ativo do que o ebselen 6. Um decréscimo ndo tao significativo foi
observado na atividade dos exemplos 114e, 114f e 114i que consumiram
50 % do PhSH adicionado em cerca de 2 horas (Tabela 6, linhas 6, 7 ¢
10). Ja os derivados do ebselen contendo anfetamina 114b e o
aminoéster oriundo do acido L-aspartico 114g apresentaram um valor de
Tso igual a 2,14 e 2,32 horas, respectivamente (Tabela 6, linhas 3 e §).
As menores atividades cataliticas foram observadas para os compostos
114a, 114c, 114h e 114j os quais reduziram o H,O, por volta de 1,7
vezes mais rapido que o ebselen. Embora as benzisosselenazol-3(2H)-
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onas N-substituidas tenham sido projetadas com substituintes que
possuissem diferentes caracteristicas estruturais, alterando o padrio
eletronico e estérico da molécula, a atividade catalitica dos mesmos
como miméticos da enzima GPx ndo seguiu uma tendéncia clara e, caso
haja, o efeito do substituinte ndo foi tdo significante na performance
destes catalisadores.

Um resultado que vale evidenciar foi aquele obtido com as
benzisosulfonazol-3(2H)-onas ~ N-substituidas 115a-b  sintetizadas.
Surpreendentemente, os derivados do ebselen contendo enxofre no lugar
do selénio se mostraram mais ativos como miméticos da enzima GPx do
que o proprio ebselen (Tabela 6, linhas 12 e 13). No entanto, o Ts
encontrado para ambos foi menor em relagdo aos seus analogos
contendo selénio (114a e 114b), destacando, dessa forma, a importancia
do mesmo para se obter um melhor mimético.
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“You want something. Go get it. Period.”

(Will Smith)



150



151

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
4.1 Conclusdes gerais

Em se considerando os objetivos que foram propostos para este
trabalho e ao analisar os resultado obtidos é possivel fazer algumas
consideragdes frente ao estudo realizado.

Durante o curso de Doutorado o objetivo esteve focado no
desenvolvimento de compostos organicos de selénio contendo
grupamentos importantes do ponto de vista bioldgico, como por
exemplo, anfetaminas e aminodcidos. Foram objetos de interesse
constante a sintese, a avaliacdo do potencial antioxidante dos mesmos, o
estudo da interacao intramolecular existente entre o atomo de selénio e
heterodtomos presentes na molécula em posigdo apropriada, bem como
o provavel mecanismo de mimese da enzima GPx.

Do ponto de vista sintético duas classes distintas de compostos
organicos de selénio funcionalizados com anfetaminas e aminodcidos
foram produzidas e pode-se concluir que as rotas sintéticas adotadas
para a preparagdo das mesmas foram simples e eficientes.

No que diz respeito a avaliacdo do potencial antioxidante como
miméticos da enzima GPx, os resultados obtidos mostraram que as
moléculas estudadas apresentaram capacidade de agir como GPx like,
promovendo in vitro a redugdo de peroxido de hidrogénio a agua através
da oxidacdo do tiofenol a dissulfeto de difenila. Adicionalmente, a
primeira classe de compostos sintetizados (disselenetos derivados de
anfetaminas) inibiu a producdo de TBARS induzida por ferro, além de
atuarem como substratos da enzima TrxR, sendo reduzidas a selenol
pela mesma. Para estas moléculas os estudos de ’Se NMR forneceram
informacdes importantes, do que se concluiu que a interacdo
intramolecular ndo covalente ocorre com o oxigénio da carbonila do
grupamento amidico e ndo com o nitrogénio. Além disso, através dos
estudos de 'H NMR, obteve-se informagdes essenciais para se propor
um mecanismo como miméticos da GPx, utilizando DTT como cofator.

De maneira geral, os novos compostos organicos de selénio
preparados podem representar estruturas promissoras com diferentes
atividades biologicas, que podem atuar contra o estresse oxidativo
através de diversos mecanismos de agao.

Um resumo das conclusdes gerais dos resultados apresentados
neste trabalho encontra-se ilustrado na Figura 44.
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4.2 Conclusoes especificas

As conclusdes especificas dos resultados apresentados estdo
resumidas nos itens abaixo:

I. Disselenetos derivados de anfetaminas

e  Neste trabalho se sintetizou-, em bons a excelentes rendimentos,
uma nova classe de disselenetos funcionalizados com aminas
biologicamente importantes (anfetaminas) que foram completamente
caracterizadas por 'H, °C NMR e massas de alta resolucio.

e Todos os disselenetos foram testados quanto ao seu potencial de
mimetizar a enzima GPx, no intuito de compreender melhor a influéncia
estrutural na atividade antioxidante e obter uma relacdo estrutura vs
atividade desta classe de compostos. Os melhores resultados foram
obtidos com disselenetos 100a e¢ 100b, que mostraram elevada
capacidade de oxidar o tiofenol a dissulfeto, reduzindo H,O, (potentes
miméticos da GPx). O disseleneto 100b exibiu um valor de Tso de 16,87
min, enquanto que para o ebselen, mimético da GPx utilizado como
padrao, foi observado um valor Ts, de 154,26 min, ou seja, o disseleneto
sintetizado mostrou-se 9 vezes mais eficiente que o padrdo. Os
resultados expressivos obtidos podem ser explicados pela interagdo
intramolecular ndo ligante entre o atomo de selénio e o heterodtomo
presente em posi¢do apropriada, o que pode ser evidenciado na
compara¢do dos disselenetos derivados do acido antranilico com os
disselenetos alifaticos. Em particular, os disselenetos derivados do acido
antranilico, nos quais, a restri¢do conformacional ¢ maior, a atividade
GPx like mostrou-se mais acentuada.

e  Todos os compostos sintetizados foram avaliados quanto ao seu
potencial antioxidante na inibi¢do da peroxidagdo lipidica em amostras
de cérebro de ratos, induzidas por Fe (II). De maneira geral, todos os
disselenetos derivados de anfetaminas inibiram a produg¢ao, Fe-induzida,
de TBARS. Os disselenetos derivados do acido antranilico, seguindo a
tendéncia GPx like, foram mais ativos, inclusive em menores
concentragdes, do que o padrio utilizado (ebselen). A inibigdo da
peroxidacdo lipidica pode ser explicada pela transformagio de
disselenetos em intermedidrios selenois por meio da reagdo com os tiois
presentes no homogenato do cérebro.

e  Os potenciais de reducdo dos novos disselenetos derivados de
anfetaminas pela enzima TrxR de figado de rato parcialmente purificada
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foram testados. Ao contrario da tendéncia GPx like, para este ensaio
antioxidante, os melhores resultados foram obtidos para os disselenetos
alifaticos. Através desses resultados pode-se concluir que o menor
impedimento estérico e maior flexibilidade torna a por¢do contendo o
disseleneto mais acessivel e acaba por facilitar a sua transformacgéo pela
enzima, tornando a molécula em um melhor substrato da enzima TrxR.
Além disso, ha de se considerar o fato de que sob as condi¢des do ensaio
TrxR efetuadas, a auséncia de concentragdes apreciaveis de NADPH
teria prejudicado a reducdo de alguns dos disselenetos por TrxR.

e Os resultados obtidos nos experimentos de ''Se NMR,
mostraram uma tendéncia de maior desblindagem nos deslocamentos
quimicos para os compostos do tipo RSeX (X = Cl, Br e I) de acordo
com a maior eletronegatividade do atomo ligado. Assim, com os dados
observados se concluiu que o disseleneto derivado de anfetamina 100b
apresenta uma interacdo intramolecular ndo ligante com o atomo de
oxigénio do grupamento carbonilico da amida, o que pode estar
influenciando na sua atividade antioxidante pronunciada.

e  Estendeu-se os estudos visando a elucida¢do do mecanismo do
disseleneto sintetizado 100b na redugdo de H,O, ¢ oxidagdo do DTT
(outro ensaio alternativo utilizado para avaliar o potencial mimético da
GPx), realizado através do 'H NMR. Propde-se que o disselencto
derivado da anfetamina reage primeiramente com o peroxido de
hidrogénio, formando o 4cido selenénico, uma vez que a reacdo com o
DTT se mostrou mais lenta e o que pode estar diminuindo a velocidade
nesta etapa seria a reagdo de troca de tiol.

e Os estudos de voltametria ciclica para o composto 100b
forneceram dados cruciais sobre o comportamento redox do atomo de
selénio. Estas informag¢des estdo de acordo com os possiveis
intermediarios formados propostos no mecanismo de reagdo de reducdo
de peroxido de hidrogénio e oxidagdo do DTT.

e  Parte deste trabalho foi publicado na revista European Journal
of Medicinal Chemistry, intitulado “Synthesis and Biological Evaluation
of New Nitrogen-Containing Diselenides”.""®* Além disso, uma
solicitacdo de deposito de Patente intitulada por “Disselenetos derivados
de anfetaminas, compostos obtidos, composicdo farmacéutica, e, uso
dos compostos como miméticos da enzima glutationa peroxidase
(GPx)” foi encaminhado para os 6rgdos competentes desta instituigdo,
Universidade Federal de Santa Catarina.'®
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II. Compostos derivados do ebselen

e Desenvolveu-se uma metodologia simples, rapida e eficiente
para a sintese de uma séric de benzisosselenazol-3(2H)-onas N-
substituidas (derivados do ebselen) e benzisossulfonazol-3(2H)-onas N-
substituidas. O método sintético adotado foi valioso no sentido de que
os compostos foram sintetizados sem a necessidade de utilizagdo de
grupos protetores na etapa de ciclizacdo, em rendimentos elevados e, na
maioria das etapas reacionais, sem a necessidade de utilizar processos de
purificagdo.

e No que diz respeito a avaliagdo do potencial biologico dos
compostos derivados do ebselen obtidos, eles foram testados como
agentes antioxidantes. Todas as moléculas analisadas foram capazes de
mimetizar a atividade de uma importante selenoenzima presente no
nosso organismo, a glutationa peroxidase (GPx), inclusive, com
atividade maior que o padrdo conhecido na literatura, ebselen. Em
particular, os derivados contendo enxofre 115a e 115b apresentaram
maior atividade que o ebselen, porém menores em relagdo aos seus
analogos contendo selénio (114b e 114c¢). Este dado obtido destaca a
importancia do 4tomo de selénio para maior atividade antioxidante dos
compostos.

4.3 Perspectivas

Com relacdo a primeira parte deste trabalho, os resultados
obtidos indicam que todos os novos compostos exibiram propriedades
antioxidantes importantes e superiores que o ebselen. Estes dados
preliminares evidenciam que os novos disselenetos contendo
anfetaminas devem ser investigados de maneira mais aprofundada,
visando o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de
doengas relacionadas com o estresse oxidativo, iniciando principalmente
por analises in vivo. Adicionalmente, a atividade antimicrobiana destes
compostos vem sendo estudada e mostrando excelentes resultados. Vale
salientar também que estudos bioquimicos complementares desses
compostos estdo em andamento em laboratorios parceiros.

Considerando a segunda parte deste trabalho, com as moléculas
obtidas pretendem realizar outros testes biologicos, tais como anti-HIV,
etc. Por fim, cabe salientar que o estudo que deu origem a esta segunda
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parte desta tese estd sendo redigido e serd submetido a um periédico de
nivel internacional.

Figura 44. Resumo das conclusdes gerais dos resultados apresentados neste
trabalho de sintese e avaliagdo do potencial antioxidante de compostos
biologicamente importantes contendo selénio.
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“Science, for me, gives a partial explanation
of life. In so far as it goes, it is based on fact,
experience and experiment...I agree that faith
is essential do success in life...In my view,
all that is necessary for faith is the belief that
by doing our best we shall come nearer to
success and that success in our aims (the
improvement of the lot of mankind, present
and future) is worth attaining.”

(Rosalind Franklin)
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PARTE EXPERIMENTAL
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Materiais e métodos
5.1.1. Solventes e reagentes

Os solventes disponiveis comercialmente foram previamentes
secos ¢ purificados conforme procedimentos descritos na literatura.'**"!
A 4gua do diclorometano (CH,Cl,) foi removida pelo armazenamento,
durante 24 horas, do solvente sob peneira molecular de 3 A° (10% m/v).
Ja a trietilamina foi refluxada com KOH durante 6 horas, sendo entéo,
destilada e armazenada sob peneira molecular de 3 A°. O ebselen, a
anfetamina, os disselenetos e dissulfetos, quando ndo obtidos
comercialmente, foram preParados de acordo com procedimentos
descritos na literatura, **!31132170. 178 192093 (3¢ qemais solventes e
reagentes empregados nas sinteses, purificagdes e caracterizagdes foram
obtidos de fontes comerciais (Aldrich, Merck, Fluka, Nuclear, Synth) e
utilizados sem prévia purificagdo.

5.1.2. Métodos cromatograficos

Utilizou-se coluna cromatografica, cuja fase estacionaria foi
silica gel (230-400 mesh), para purificacdo dos compostos. Os eluentes
empregados como fase movel estdo descritos nos procedimentos
experimentais. O método utilizado para o acompanhamento das reagdes
foi a cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando placas obtidas
a partir de cromatofolhas de aluminio impregnadas com silica gel 60
GF,s4 (Merck). As placas de CCD foram visualizadas com luz UV, cuba
com vapor de iodo e solugdo acida de vanilina, seguido de aquecimento.

5.1.3. Métodos espectroscéopicos e espectrométricos

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(‘"H NMR), de carbono (*C NMR) e de selénio ("'Se NMR) foram
obtidos nos aparelhos Bruker Avance 200 ou Varian AS-400, operando
em 200 e 400 MHz para 'H NMR, 100 ¢ 50 MHz para BC NMR e 76,5
MHz para "’Se NMR. As amostras foram dissolvidas em cloroférmio
deuterado (CDCl;) ou dimetilsulfoxido hexadeuterado (DMSO-dg),
empregando-se tetrametilsilano (TMS) como padrdo interno. Os
deslocamentos quimicos (8) foram expressos em parte por milhdo (ppm)
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em relagio ao TMS (‘H NMR), CDCl; (°C NMR) e (PhSe), ("'Se
NMR). Os dados de NMR foram descritos como segue: a
multiplicidade dos sinais dos hidrogénios nos espectros de 'H foi
reportada como: s = sinpleto, d = dupleto, dd = dupleto de dupleto, ¢ =
tripleto, q = quarteto, qui = quinteto, sex = sexteto, m = multipleto, s/ =
singleto largo), o nimero de hidrogénios deduzidos da integral relativa e
a constante acoplamento (J) expressa em Hertz (Hz).

Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos a partir
de um aparelho mictOTOF Q-II (Bruker Daltonics), do Centro de
Biologia Molecular Estrutural (CEBIME), equipado com seringa
automatica (KD Scientific) para injecdo das amostras. O espectrOmetro
de massas APPI-QTOF MS (Photo Ionisation Time of Flight Mass
Spectrometry) ou ESI-mictOTOF-Q II MS (Electrospray lonisation
Mass Spectrometry) foram operados em modo de ion positivo, onde as
amostras foram injetadas em um fluxo constante de 3 pL/min, utilizando
como solvente uma mistura de acetonitrila e metanol de grau LCMS. Os
dados foram processados em um software Bruker Data Analysis versdao
4.0. Os fons parentais foram listados como [M+H]", [M]" ou [M+H,0]".

Os valores de ponto de fusdo (P.F.) foram determinados em
aparelho MQ APF-301, ndo aferido.

5.1.4. Espectroscopia de absorcao UV

Os dados de absor¢do de luz ultravioleta foram obtidos a partir
de um espectrofotdmetro com arranjo de diodos, com célula termostatica
do LACFI — Laboratorio de Catalise e Fendmenos Interfaciais — UFSC
ou a partir do aparelho Hitachi U-2001 Spectrophotometer, do Setor de
Bioquimica — UFSM.

5.1.5. Micro-ondas

As reacdes em micro-ondas foram realizadas em tubos selados
(10 mL) especificos para reator de micro-ondas, em um aparelho
Monomode Reactor CEM Discover, equipado com Explore de 24
posi¢cdes, com controlador de pressdo e monitoramento da temperatura
por infravermelho.

5.1.6. Rotaevaporadores e linhas de vacuo

Para remog¢do dos solventes das solugdes organicas, foram
utilizados:
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- Rota-evaporador - M Biichi HB -140;
- Linha de vacuo equipada com uma bomba de alto-vacuo
Vacuumbrand modelo RD 4, 4,3 m’/ h.

5.2. Procedimentos Experimentais

5.2.1. Procedimento geral para a preparacao do disseleneto
derivado do acido antranilico (102)

Em um baldo de uma boca, resfriado com banho de gelo,
contendo acido antranilico (6,24 mmol) e acido cloridrico 37 % (1 ml)
dissolvidos em 7 mL de agua, adicionou-se, gota a gota, uma solucdo
de nitrito de sédio (6,61 mmol) dissolvido em 6 mL de agua. A mistura
resultante foi agitada por 20 minutos enquanto preparou-se o disseleneto
de sodio, como descrito a seguir. Em um baldo de duas bocas, sob
atmosfera de argonio, foram adicionados selénio (12,6 mmol) e
hidroxido de sédio (14,67 mmol). Em seguida, adicionou-se uma
solucdo de 1,7 mL de agua, borohidreto de sodio (1,57 mmol) e
hidroxido de sodio (2,07 mmol) a 0 °C e conduziu-se a solugdo sob
agitagdo por 1 hora a temperatura ambiente. Passado este periodo, a
mistura foi lentamente aquecida a 110 °C e conduzida sob agitacdo por
mais 30 minutos nesta temperatura. Em seguida, a solu¢do do sal de
diazonio, preparada anteriormente, foi adicionada, gota a gota, sob a
solu¢do de disseleneto de sodio. A mistura reacional resultante foi
agitada por 30 minutos a temperatura ambiente e, entdo, aquecida
lentamente a 100 °C. Depois, foi resfriada novamente a temperatura
ambiente e filtrada sob Celite. A solucdo vermelha-alaranjada foi
acidificada com 4cido cloridrico 10 % e o precipitado formado foi
coletado, solubilazado em metanol e refluxado. A suspensio foi filtrada
e o filtrado foi seco em bomba de vacuo.

(0]

OH

Se), (102) Rendimento: 80%; solido amarelo claro, P.F. 289-
292 °C (1it"**292-293 °C); '"H NMR (DMSO-dg, 400 MHz) & = 8,48 (d, J
=4 Hz, 1H); 8,14 (d, J = 8 Hz, 1H); 7.91 (t, J = 8 Hz, 1H); 7,84-7,77
(m, 1H); *C NMR (DMSO-ds, 100 MHz) & = 168,63; 133,96; 133,59;
131,65; 129,57; 128,83; 126,59.



166

5.2.2 Procedimento geral para a preparacio dos disselenetos
alquilicos (103a-b)

O procedimento descrito na literatura foi modificado.®> Em um
baldo de duas bocas, sob atmosfera de argoénio, selénio elementar (1
mmol) e 5 mL de etanol foram adiocionados. Em seguida, adicionou-se
borohidreto de sddio (2 mmol). A mistura reacional foi agitada até que a
colora¢do da solucdo passasse da cor vermelha para incolor. Passado
este tempo, adicionou-se Se” (1 mmol) e a solugdo resultante foi
aquecida até comegar a ferver. Depois de 30 minutos, o bromo-4cido
correspondente (2 mmol) dissolvido em 2 mL de etanol foi adicionado e
a mistura reacional foi agitada durante o periodo de 12 horas. Apos este
periodo, dilui-se com 4gua e extraiu-se com acetato de etila (3 x 20 mL).
O residuo de 4dgua foi removido da fase orginica com sulfato de
magnésio e o solvente removido por vacuo (rotaevaporador seguido de
linha de vacuo). Os disselenetos sintetizados foram utilizados para as
etapas seguintes sem purificagdo adicional.

(¢

Se)

HO)K/ 2 (103a) Rendimento: 96%; s6lido amarelo. P.F: 100-103
°C (1it* 102-105 °C); 'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & = 13,60 (sl
2H); 3,76 (s, 4H); *C NMR (DMSO-ds, 100 MHz) & = 172,14; 23,92.

O

HO)K/\SG)Z (103b) Rendimento: Quantitativo; sélido amarelo.
P.F: 127-130 °C (lit* 130-132 °C); '"H NMR (DMSO-dg, 400 MHz) & =
3,05 (t, J = 8 Hz, 4H); 2,71 (t, J = 8 Hz, 4H); °C NMR (DMSO-ds, 100
MHz) & = 173,17; 35,50; 24,01.

5.2.3 Procedimento geral para a preparacao dos disselenetos 100a-b
e 101a-d e dissulfetos 117a-b derivados de anfetaminas

0] grocedimento descrito na literatura foi ligeiramente
modificado.” Em um baldo de duas bocas, sob atmosfera de argénio,
foram adicionados o disseleneto ou dissulfeto contendo a fun¢do acido
carboxilico correspondente (1 mmol), a amina (1,1 mmol), 4-
dimetilaminopiridina (DMAP) (0,2 mmol) e diclorometano seco (5 mL).
Essa solucdo resultante foi resfriada a 0 °C, e, entdo, foram adicionados
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trietilamina (1,1 mmol) e carbodiimida de etil-3-dimetilaminopropil
(EDC) (1,1 mmol). A mistura reacional foi agitada durante o periodo de
24 horas e, passado este tempo, dilui-se com CH,Cl, e a fase organica
foi lavada com HCI 0,5 M (3 x 20 mL), solu¢do de NaOH 1 % (3 x 20
mL) e solucdo de NaCl saturada. Adicionou-se MgSO, ¢ evaporou-se. O
produto foi purificado através de coluna cromatografica, utilizando
silica flash.

(0]

N/\/F’h
H

Se), (100a) Rendimento: 61%,; solido branco. P.F:
199-200 °C; 25:75 acetato de etila:hexano; 'H NMR (CDCl3, 200 MHz)
6="1787(d,J =8 Hz, 2H); 7,38-7,13 (m, 16H); 6,23 (t, / =6 Hz, 2H);
3,76 (q, J = 6 Hz, 4H); 2,98 (t, J =8 Hz, 4H); °C NMR (CDCl;, 50
MHz) 6 = 168,16, 138,73; 133,10; 131,73; 128,87; 128,78; 126,69;
126,46; 126,08; 41,32; 35,62. HRMS (ESI) m/z calculado para
C30H25N,0,Se, [M]+ 609,0560; encontrado 609,0561.

(0]
N
H

Se), (100b) Rendimento: 55%; sélido branco. P.F:
200-201 °C; 15:85 acetato de etila:hexano; 'H NMR (CDCl3, 400 MHz)
8=7.87(d,J =8 Hz, 2H); 7,35-7,17 (m, 16H); 5,99 (d, J = 4 Hz, 2H);
4,55-4,48 (m, 2H); 2,99 (dd, J° = 12 Hz, J° = 8 Hz, 2H); 2,91 (dd, J° =
12Hz, J° = 4 Hz, 2H); 1,27 (d, J = 8 Hz, 6H); °C NMR (CDCl;, 100
MHz) § = 167,47; 137,59; 131,66; 129,58; 128,48; 126,61; 126,38;
126,02; 46,76; 42,25; 19,95. HRMS (ESI) m/z calculado para
C3,H3,N>0,Se, [M]+ 637,0873; encontrado 637,0879.

0]

2(Se\)J\N/\/Ph

H (101a) Rendimento: 96%; solido amarelo. P.F:
93-94 °C; 35:65 acetato de etila:hexano; 'H NMR (CDCl;, 400 MHz) 6
=17,30-7,27 (m, 4H); 7,21-7,19 (m, 6H); 7,00 (t, J = 4Hz, 2H); 3,58-3,46
(m, 8H); 2,87-2,79 (m, 4H); BC NMR (CDCl;, 100 MHz) 6 = 170,09;
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138,66, 128,68; 128,49; 126,42; 41,18; 35,46; 31,66. HRMS (ESI) m/z
calculado para CyH4N,0,Se, [M]+ 485,0245; encontrado 485,0249.

O
H (101b) Rendimento: 79%; Liquido viscoso

amarelo escuro. 30:70 acetato de etilazhexano; 'H NMR (CDCl;, 200
MHz) 6 = 7,28-7,19 (m, 10H); 6,82 (d, J = 6 Hz, 2H); 4,30-4,17 (m,
2H); 3,53-3,52 (m, 2H); 2,98-2,97 (m, 2H); 2,94-2,61 (m, 4H); 1,17 (d,
J = 8 Hz, 6H); °C NMR (CDCls, 100 MHz) & = 169,42; 138,12;
129,28; 128,28; 126,33; 47,20; 42,50; 31,86; 20,08. HRMS (ESI) m/z
calculado para C,,H,5N,0,Se; [M]+ 513,0558; encontrado 513,0558.

0]

Z(Se/\)LN/\/Ph

H (101c) Rendimento: 96%; Liquido viscoso
amarelo escuro. P.F: 114-115 °C; 40:60 acetato de etilachexano; 'H
NMR (CDCls, 400 MHz) 6 = 7,32-7,19 (m, 10H); 6,06 (sl, 2H); 3,52 (q,
J =8 Hz, 4H); 3,10 (t, J = 8 Hz, 4H); 2,83 (t, J/ = 8 Hz, 4H); 2,59 (t, J
= 8Hz, 4H); "C NMR (CDCls, 100 MHz) & = 171,32; 138,74; 128,73;
128,60; 126,49; 40,72; 37,37, 35,58; 24,38. HRMS (ESI) m/z calculado
para C,HysN,0,Se, [M]+ 513,0565, encontrado 513,0558.

O X/
Ph
2(Se/\)LN
H (101d) Rendimento: 83%; solido amarelo

claro. P.F: 94-95 °C; 30:70 acetato de etila:hexano; 'H NMR (CDCls,
400 MHz) 6 = 7,30-7,17 (m, 10H); 6,03 (d, J = 8 Hz, 2H); 4,32-4,21 (m,
2H); 3,09 (t, J = 8 Hz, 4H); 2,86 (dd, J° = 12Hz, J° = 4 Hz, 2H); 2,71
(dd, J* = 12 Hz, J’ = 4Hz, 2H); 2,59-2,56 (m, 4H); 1,13 (d, J = 8 Hz,
6H); >*C NMR (CDCls, 100 MHz) & = 170,57; 137,94; 129,34; 128,32;
126,37, 46,30; 42,40; 37,43; 24,47; 19,97. HRMS (ESI) m/z calculado
para C,4H3;N,0,Se, [M]+ 541,0871; encontrado 541,0885.
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(0]
N
H
Se), (116h) Rendimento: 40%; solido branco; 2:98

acetato de etila:diclorometano; Dados obtidos de acordo com a
literatura.*’

(0]

N/\/Ph
H
Sh (117a) Rendimento: 60%; so6lido amarelo;

CH,Cl; 'H NMR (CDCls, 400 MHz) & = 8,02 (d, J = 8 Hz, 1H); 7,59-
7,55 (m, 1H); 7,50-7,48 (m, 1H); 7,39-7,35 (m, 1H); 7,31-7,21 (m, 5H);
4,12 (t,J =8 Hz, 2H); 3,06 (t, J = 8 Hz, 2H); “C NMR (CDCls, 100
MHz) 6 = 165,13; 140,09; 137,62; 131,61; 128,75; 128,53; 126,66;
126,48; 12531; 124,42; 120,21; 45,22; 35,52. HRMS (APPI) m/z
calculado para C;sH4,NOS [M+2H]" 256,0791; encontrado 256,0790.

(@]
d A e
N
H
5) (117b) Rendimento: 84%; soélido amarelo;

CH,Cl,; "H NMR (CDCls, 200 MHz) & = 8,00 (d, J = 8 Hz, 1H); 7,59-
7,52 (m, 2H); 7,41-7,33 (m, 1H); 7,27-7,18 (m, 5H); 5,20-5,02 (m, 1H);
3,12 (dd, 2 = 14 Hz, J' = 8 Hz, 1H); 2,93 (dd, /° = 14 Hz, /' = 8 Hz,
1H); 1,41 (d, J = 8 Hz, 3H); "C NMR (CDCl;, 50 MHz) & = 164,90;
139,92; 137,33; 131,38; 128,95; 128,31; 126,51; 126,33; 125,17;
120,25; 51,07, 42,35; 19,68. HRMS (APPI) m/z calculado para
CsH14NOS [M+2H]" 270,0947, encontrado 256,0948.

5.2.4 Procedimento geral para a preparaciao das benzisosselenazol-
3(2H)-onas e benzisossulfonazol-3(2H)-onas N-substituidas (ebselen,
114a-j ¢ 115a-b)

Em um baldo de uma boca, foram adicionados o disseleneto ou
dissulfeto correspondente (0,0315 mmol), CH,Cl, (0,5 mL) e iodo
molecular (0,0315 mmol). A mistura foi agitada, pelo periodo de 5
minutos e, entdo, adicionou-se a trietilamina (0,063 mmol). Depois de
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10 minutos de reacdo, diluiu-se com quantidade minima de
diclorometano e lavou-se a fase orginica com agua. Adicionou-se
MgSO, e evaporou-se o solvente. O produto foi purificado por filtragdo
em um funil contendo uma pequena quantidade de silica gel e lavado
com CH,ClL.

O
Ph
"

Se (114a) Rendimento: >99 %; Liquido viscoso
incolor; 15:85 acetato de etila:hexano; 'H NMR (CDCl;, 200 MHz) 6 =
8,04 (d, J =8 Hz, 1H); 7,59-7,20 (m, 8H); 4,11 (t, J = 6 Hz, 2H); 3,04
(t, J =8 Hz, 2H); "C NMR (CDCL, 50 MHz) & = 167,16; 131,90;
129,94; 128,75; 128,61; 127,16; 126,72; 126,12; 123,89; 46,19; 36,38.
HRMS (APPI) m/z calculado para C;sH;sNOSe [M+H]" 304,0236;
encontrado 304,0235.

0
Ph
N
Se (114b) Rendimento: 90 %; sélido amarelo; 15:85

acetato de etila:éter de petroleo; 'H NMR (CDCl;, 200 MHz) 6 = 8,05
(d, J =2 Hz, 1H); 7,66-7,27 (m, 8H); 5,11-5,00 (m, 1H); 6,23 (t,J =6
Hz, 2H); 3,13 (dd, J°= 14 Hz, J'= 6 Hz, 1H); 2,93 (dd, J* = 14Hz, J° =
8 Hz, 1H); 1,39 (d, j = 6 Hz, 3H); “C NMR (CDCls;, 50 MHz) & =
166,80; 137,59; 131,72; 129,22; 128,64; 128,43; 128,622; 126,58;
126,10; 123,88; 51,60; 43,54; 20,97. ’Se NMR (CDCls, 76,5 MHz) & =
835 ppm. HRMS (APPI) m/z calculado para C;¢H;sNOSe [M+H]"
318,03921; encontrado 318,03925.

O O
}OEt
CL
Se (114¢) Rendimento: >99 %; solido branco;

15:85 acetato de etila:éter de petroleo; '"H NMR (CDCls, 400 MHz) & =
8,05 (d, J = 8 Hz, 1H); 7,69-7,59 (m, 2H); 7,41-7,45 (m, 1H); 4,61 (s,
2H); 4,26 (q, J =8 Hz, 2H); 1,31 (t, J =8 Hz, 3H); "C NMR (CDCl,,
100 MHz) 6 = 168,59; 167,74; 132,29; 128,82; 126,11; 125,96; 123,94;
61,77; 45,50; 14,06. "Se NMR (CDCl;, 76,5 MHz) & = 935 ppm.
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HRMS (APPI) m/z calculado para C;;H;;1NO;Se [M+H]" 285,9977;
encontrado 285,9979.

O O
}OMe
CL
Se - (114d) Rendimento: 80 %; solido amarelo;

15:85 acetato de etila:éter de petroleo; 'H NMR (CDCl;, 400 MHz) 6 =
8,03-7,98 (m, 1H); 7,60-7,51 (m, 2H); 7,37-7,33 (m, 1H); 5,35 (q, J =
12 Hz, 1H); 3,71 (s, 3H); 1,52 (d, J = 8 Hz, 3H); "C NMR (CDCl,,
100 MHz) 6 = 172,22; 167,44, 139,12; 132,16; 128,73; 126,86; 126,11;
123,78; 52.,68; 57,75; 18,67. "Se NMR (CDCls, 76,5 MHz) & = 885
ppm. HRMS (APPI) m/z calculado para C;;H;;NO;Se [M+H]"
285,9977; encontrado 285,9978.

O O
©:Z< OEt
Se
(114e) Rendimento: 80 %; solido amarelo

escuro; 15:85 acetato de etila:éter de petrdleo; "H NMR (CDCl3, 400
MHz) 6 =17,99 (d, J = 8 Hz, 2H); 7,60-7,50 (m, 2H); 7,36-7,32 (m, 1H);
5,06 (d,J =12 Hz, 1H); 4,25-4,10 (m, 2H); 2,21-2,12 (m, 1H); 1,24 (4,
J =4 Hz, 3H); 0,98 (d, J =8 Hz, 3H); 0,86 (d, , J =4 Hz, 3H); "C
NMR (CDCls, 100 MHz) 6 = 171,28; 139,38; 132,11; 128,86; 126,57,
125,98; 123,61; 61,58; 61,53; 32,82; 19,04. ""Se NMR (CDCls, 76,5
MHz) & = 898 ppm. HRMS (APPI) m/z calculado para C,4H;;NOsSe
[M-FH]+ 328,0452; encontrado 328,0446.

O
Se OMe

0 (114f) Rendimento: >99 %; Liquido viscoso
amarelo; filtragdo em silica com CH,Cly; 'H NMR (CDCl3, 200 MHz) 6
=789 (d, J =6 Hz, 1H); 7,51-7,42 (m, 2H); 7,28-7,11 (m, 1H); 5,05 (d,
J =10 Hz, 1H); 3,61 (s, 3H); 1,88-1,83 (m, 1H); 1,23-0,99 (m, 2H);
0,72 (t, J = 8 Hz, 3H); 0,83 (d, J = 8 Hz, 3H); BC NMR (CDCl;, 50
MHz) &6 = 171,71; 167,50; 139,26; 132,09; 128,79; 126,51; 125,96;
123,64; 60,10; 52,17; 38,54; 24,99; 15,22; 10,65. "'Se NMR (CDCls,
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76,5 MHz) 6 = 898 ppm. HRMS (APPI) m/z calculado para
C14H17NOsSe [MJrH]+ 328,0447; encontrado 328,0448.

O O
®ﬁ< } OMe
N—,
Se 7

(¢}

OMe  (114g) Rendimento: >99 %; soélido amarelo;
filtragio em silica com CH,Cl,,'H NMR (CDCls, 400 MHz) 6 = 7,98 (d,
J =8 Hz, 1H); 7,59-7,51 (m, 2H); 7,34 (t, J = 8 Hz, 1H); 5,55 (t, J =8
Hz, 2H); 3,71 (s, 3H); 3,64 (s, 3H); 3,04-3,01 (m, 1H); "C NMR
(CDCl;, 100 MHz) 6 = 170,64; 170,12; 167,45; 139,31; 132,37; 128,78;
126,12; 126,06; 123,76; 52,94; 52,62; 52,24; 36,66. ''Se NMR (CDCl,,
76,5 MHz) 6 = 920 ppm. HRMS (APPI) m/z calculado para
C13H5N,05Se, [M+H]" 344,0032; encontrado 344,0037.

©j/< )—OEt
OBt

0 (114h) Rendimento: >99 %; Liquido
viscoso amarelo claro; filtragdo em silica com CH,Cl,. 'H NMR (CDCls,
200 MHz) 6 = 7,88 (d, J = 8 Hz, 1H); 7,49-7,28 (m, 2H); 7,24-7,11 (m,
1H); 5,27-5,20 (m, 1H); 4,11-3,87 (m, 4H); 2,31-1,90 (m, 4H); 1,15-
1,00 (m, 6H); "C NMR (CDCL, 100 MHz) & = 172,02; 170,71;
167,71; 139,22; 132,20; 128,75; 126,44; 126,05; 123,80; 61,88; 60,01;
55,05; 30,38; 28,17; 14,03. ’Se NMR (CDCls, 76,5 MHz) & = 894 ppm.
HRMS (APPI) m/z calculado para C;sH;oNOsSe [M+H]+ 386,0502;
encontrado 386,0505.

0O O
Crp ™
Se
(114i) Rendimento: 79 %; solido branco; 15:85

MeOH:CH,Cly; 'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & = 7,97 (d, J = 8 Hz,
1H); 7,78 (d,J =8 Hz, 1H); 7,52-7,31 (m, 2H); 4,44 (d, J = 8 Hz, 1H);
2,07 (m, 1H); 0,94 (d, J =4 Hz, 3H); 0,78 (d, J = 8 Hz, 3H); "°C NMR



173

(DMSO-dg, 100 MHz) 6 = 173,18, 166,77; 143,60; 130,90; 128,96;
127,06; 125,98; 125,10; 65,26; 33,11; 20,11; 19,69. HRMS (APPI) m/z
calculado para C;,H ;3NO;Se [M+H]" 300,0134; encontrado 300,0138.

0
N
Se 1 (114j)49 Rendimento: 60 %; so6lido branco; 15:85

acetato de etila:hexano; 'H NMR (CDCl;, 400 MHz) 6 =8,05 (d, J =4
Hz, 1H); 7,64-7,56 (m, 2H); 7,44-7,41 (m, 1H); 3,83 (t, J/ = 4 Hz, 2H);
1,81-1,72 (m, 2H); 1,00 (t, J =4 Hz, 3H); °C NMR (CDCl;, 100 MHz)
d = 167,16; 137,61; 131,82; 128,81; 127,59; 126,14; 123,90; 46,41;
23,87; 11,14.

O

N—-Ph
Se (Ebselen)134 Rendimento: 68 %; so6lido branco; 20:80

acetato de etila:hexano; 'H NMR (CDCl;, 200 MHz) 6 = 8,05 (d, J =8
Hz, 1H); 7,62-7,54 (m, 4H); 7,46-7,32 (m, 3H); 7,24-7,17 (m, 1H); “C
NMR (CDCl;, 50 MHz) & = 162,30; 139,11; 137,62; 132,51; 129,38;
129,30; 127,56; 127,72; 126,52; 125,40; 123,72.

O
CIx
S _\_P h (115a) Rendimento: >99 %; Liquido viscoso

incolor; filtragdo em silica com CH,Cl,, "H NMR (CDCl;, 400 MHz) 6
=38,02 (d, J =8 Hz, 1H); 7,59-7,55 (m, 1H); 7,59-7,55 (m, 1H); 7,51-
7,49 (m, 1H); 7,39-7,36 (m, 1H); 7,31-7,21 (m, 1H); 4,12 (t, J = 8 Hz,
2H); 3,06 (t, J = 8 Hz, 2H); °C NMR (CDCls, 100 MHz) & = 165,17;
140,11; 137,64; 131,63; 128,77, 128,55; 126,68; 126,51; 125,33;
124,43; 120,22; 42,25; 35,50. HRMS (APPI) m/z calculado para
C,5H5sNOS [M+H]" 256,0791; encontrado 256,0792.
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0]
O
S Ph (115b) Rendimento: >99 %; Liquido viscoso

amarelo; filtracdo em silica com CH,Cl,. '"H NMR (CDCls, 400 MHz) 6
=7,99 (d, J =8 Hz, 1H); 7,58-7,52 (m, 2H); 7,38-7,34 (m, 1H); 7,27-
7,17 (m, 5H); 5,15-5,06 (m, 1H); 3,1 (dd, J° = 16 Hz, J’ = 8 Hz, 1H);
2,93 (dd, J* = 12Hz, J° = 8 Hz, 1H); 1,40 (d, J = 8 Hz, 3H); °C NMR
(CDCls, 100 MHz) & = 164,98; 139,98; 137,40; 131,46; 129,03; 128,39;
126,58; 126,44; 125,26; 125,18; 120,30; 51,14; 42,44; 19,78. HRMS
(APPI) m/z calculado para C;cH;sNOS [MJrH]+ 270,0947; encontrado
270,0951.

5.3 Avaliacao antioxidante

5.3.1 Procedimento geral para avaliacao da atividade dos compostos
sintetizados como miméticos da enzima glutationa peroxidase

A atividade catalitica como miméticos da enzima GPx dos
compostos sintetizados foi executada de acordo com o método de
Tomoda.'** Em cubeta de quartzo, adicionou-se o catalisador de selénio
(concentragdo final = 0,1 mM para dos disselenetos derivados de
anfetaminas e¢ 0,01 mM para os derivados do ebselen), tiofenol
(concentragdo final = 2 mM para dos disselenetos derivados de
anfetaminas e 5 mM para os derivados do ebselen) e MeOH (1 mL) a 25
(£ 3) °C. Programou-se o espectrofotdmetro para promover a leitura da
absorbancia de luz UV no comprimento de onda de 305 nm a cada 10
segundos. Ap6s 120 segundos do inicio do experimento adicionou-se na
cubeta peroxido de hidrogénio (concentragdo final =5 mM ou 10 mM) e
monitorou-se a reagdo por mais 150 segundos aproximadamente. Cada
analise foi feita em triplicata.

5.3.2 Procedimento geral para avaliaciao da atividade dos compostos
sintetizados como inibidores da peroxidacao lipidica

TBARS foi quantificada pelo método de Ohkawa e
colaboradores.”’ de acordo com as modificagdes propostas por Puntel e
colaboradores.'*® Homogenatos de cérebro (1/5, g/v) foram preparados
em tampdo de 10 mmol/L de Tris, pH 7,4 e centrifugados por 10
minutos a 3600 rpm. O sobrenadante (S1) foi usado como fonte de
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lipidios neste ensaio. Uma aliquota de 20 pL de S1 foi incubada por 60
minutos a uma temperatura de 37 °C, juntamente com uma solugdo de
Fe,SOy (concentragdo final de 10 pM em um volume final de 30 pL) em
tampao de 10 mmol/L de Tris (pH 7,4), na presenca ou nao dos
compostos de selénio. Passado este periodo, adicionou-se 40 pL de
8,1% de dodecil sulfato de soédio (SDS), 100 pL de uma solugdo
tamponada de acido acético (pH 3,4) e 100 pL de 0.8% de acido
tiobarbiturico (TBA). A mistura foi incubada por 1 hora a 100 °C. As
amostras foram centrifugadas em 6000 rpm por 3 minutos e a cor
desenvolvida foi medida em 200 pL do sobrenadante, utilizando placas
de Elisa e as leituras efetuadas no UV-vis em no comprimento de onda
de 532 nm. Os niveis de TBARS foram expressos em nmol de MDA/g
de tecido versus uma curva padrao de MDA.

5.3.3 Procedimento geral para avaliacio da atividade dos compostos
sintetizados como substratos da enzima tiorredoxina redutase

Purificou-se a TrxR de figado de ratos de acordo com Hill e
colaboradores.'”’ Determinou-se a atividade de acordo com Zhao e
Holmgren.'” A atividade dos compostos de selénio testados foi
investigada em um tampao contendo 30 mM de Tris-HCI, 1,2 mM de
EDTA, pH 7,4, 100 uL de TrxR parcialmente purificada e 120 puM de
NADPH.

5.4 Procedimento geral para os estudos de ressonincia magnética
nuclear de selénio

Em um tubo de NMR adicionou-se o composto de selénio
(0,0315 mmols), 0,5 mL de CDCl; e, em seguida:

*Para as analises com bromo, adicionou-se 0,031 mL de uma
solu¢do 1M de Br, em CCl,.

*Para as analises com cloro, adicionou-se SO,Cl,
(0,0315mmol).

*Para as analises com iodo, adicionou-se iodo molecular
(0,0315 mmol).

Depois de misturar, fez-se as leituras dos espectros.
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5.5 Procedimento geral para os estudos da reacao de oxidacao do
ditiotreitol

Em um baldo de 10 mL, adiciona-se o composto de selénio (3 x
107 mmol) em 2 mL de CH,Cl,. 0,1 mL desta solugdo foi adicionada no
tubo de NMR, em seguida, evapora-se o CH,Cl, e adiciona-se 0,6 ml de
D,0. Antes de iniciarem as leituras, adiciona-se H,O, (0,15 mmol). No
tempo zero, adiciona-se o DTT (0,15 mmol) e iniciam-se as leituras.

5.6 Procedimento geral para os estudos de voltametria ciclica

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um
Potenciostato/Galvanostato Autolab PGSTATI128N, conectado a um
computador (contendo o software de processamento de dados NOVA,
versdo 1.10) com um sistema de trés eletrodos numa solugdo
desoxigenada (sob atmosfera de N;) de acetonitrila contendo
hexafluorofosfato tetra-n-butilaménio (0,1 mol L'l). Um eletrodo de
carbono vitreo foi utilizado como um eletrodo de trabalho, uma placa de
platina foi usada como contra-eletrodo, e um eletrodo Ag/Ag" (0,01 M
AgNO; em acetonitrila) foi utilizado como o eletrodo de referéncia. As
curvas de CV foram calibradas usando o par redox ferroceno/ferrocénio
(Fc/Fc™) como um padrdo externo (E° = 0,40 V vs. Ag/Ag") (Figura
45). A Figura 45 apresenta o voltamograma ciclico apenas do eletrdlito
empregado nas medidas, mostrando que nenhum processo voltamétrico
foi observado para a solugdo de acetonitrila contendo hexafluorofosfato
de tetra-nbutilamonio, na faixa de potencial investigada (-2 V a2 V).



177

Figura 45. Voltamograma ciclico em acetonitrila contendo hexafluorofosfato
de tetra-nbutilaménio (0,1 M) com velocidade de varredura de 100 mV s™.
Inserido: Voltamograma ciclico do ferroceno.
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“Research is what I'm doing when I don't
know what I'm doing.”

(Wernher von Braun)
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“You might never fail on the scale I did, but
some failure in life is inevitable. It is
impossible to live without failing at
something, unless you live so cautiously that
you might as well not have lived at all — in
which case, you fail by default.”

(J. K. Rowling)
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Anexo 8: °C NMR de 101a (100 MHz, CDCl;)
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Intens. S, 0.0.0.7min #(1 40|
%105 4850249
3
483.0253
2
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4820258
1 487.0217
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477.0255+78.0268 488.0244

Anexo 9: HRMS (ESI-injecao direta) de 101a
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Anexo 10: "H NMR de 101b (200 MHz, CDCls)
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Anexo 11: °C NMR de 101b (100 MHz, CDCl5)

Intens. +MS, 0.0-0.7min #(1-44
%105 513.0558
511.0568
1.5
1.0 5090567
5100574
515.0533
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516.0563
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Anexo 12: HRMS (ESl-injecao direta) de 101b
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Anexo 13: 'H NMR de 101¢ (400 MHz, CDCl;)
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Anexo 14: *C NMR de 101c¢ (100 MHz, CDCl;)
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Intens. +MS, 0.0-0.7min #(1-4
X105 513.0665
6
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Anexo 15: HRMS (ESI-injecao direta) de 101c
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Anexo 16: 'H NMR de 101d (400 MHz, CDCl;)
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Anexo 17: °C NMR de 101d (100 MHz, CDCl5)

Intenss. +MS, 0.0-0.7min #(1-41)
x10 539.0889 541.0885

25

20
15 537.0884

538.0901
543.0855
542.0886

540.0891

535.0883

05 536.0897

5440874
533.]1\)83653“'590‘ h L | sesoes2

Anexo 18: HRMS (ESl-inje¢do direta) de 101d
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Anexo 19: '"H NMR de 114a (200 MHz, CDCl5)
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Anexo 20: °C NMR de 114a (50 MHz, CDCI5)
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Anexo 21: HRMS de 114a
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Anexo 22: '"H NMR de 114b (200 MHz, CDCl,)
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Anexo 24: HRMS (APPI-inje¢do direta) de 114a
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Anexo 23: °"C APT NMR de 114a (100 MHz, CDCl;)
ntens. NS, 0.0-0.5min #(2-20) |
x105 318.03925
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Anexo 25: 'H NMR de 114¢ (400 MHz, CDCl;)
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Anexo 26: °C APT NMR de 114¢ (100 MHz, CDCls)
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Intens, +MS, 0.0-0.6min #(2-33)
o4 2859979
8
[
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. 1 | 289.91]]4
Anexo 27: HRMS (APPI-injegdo direta) de 114¢
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Anexo 28: 'H NMR de 114d (400 MHz, CDCl;)
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Anexo 29: °C APT NMR de 114d (100 MHz, CDCl5)
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Anexo 30: HRMS (APPI-injecdo direta) de 114d
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Anexo 31: '"H NMR de 114e (400 MHz, CDCl;)
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Anexo 32: °C APT NMR de 114e (100 MHz, CDCl5)
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Anexo 33: HRMS (APPI-injecdo direta) de 114e
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Anexo 34: 'H NMR de 114f (200 MHz, CDCls)
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Anexo 35: °C APT NMR de 114f (100 MHz, CDCl5)

ntens +MS, 0.0-0.6min #(2-36
x10% 328.0448
6
4
326.0437
2
3250488 3300433
327.0481
322.0391 | | 3510453

Anexo 36: HRMS (APPI-injecéo direta) de 114f
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Anexo 37: 'HNMR de 114g (400 MHz, CDCl;)
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Anexo 38: °C APT NMR de 114g (100 MHz, CDCl;)



226

Intens +MS3, 0.0-0.1min #(2-7
x1 344.0037
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Anexo 39: HRMS (APPI-inje¢do direta) de 114g
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Anexo 40: '"HNMR de 114h (200 MHz, CDCls)
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Anexo 41: “C APT NMR de 114h (100 MHz, CDCl;)
Thiens. +MS, 0.1-0.5min #(3-30)
X109 386.0505
1.0
0.8
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384.0503
0.4+
0.24 383.0526 388.0501
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Anexo 42: HRMS (APPI-injecdo direta) de 114h
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Anexo 43: °C APT NMR de 114i (100 MHz, DMSO-dy)
Intens. +MS, 0.1-0.5min #(3-29)
300.0138
3000-
2000 208.0150
1000
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Anexo 44: HRMS (APPI-injecdo direta) de 114i
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Anexo 45: "H NMR de 114j (200 MHz, CDCl;)
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Anexo 46: *C NMR de 114j (100 MHz, CDCl5)
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Anexo 47: '"H NMR de ebselen (200 MHz, CDCl5)
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Anexo 48: °C NMR de ebselen (50 MHz, CDCl5)
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Anexo 49: '"H NMR de 115a (400 MHz, CDCl5)
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Anexo 50: C NMR de 115a (100 MHz, CDCl;)
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Intens. ] 256.0792 +MS, 0.0-0.6min #(2-34
x105]
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1.0

0.5 257.0815
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Anexo 51: HRMS (APPI-injecao direta) de 115a
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Anexo 52: 'H NMR de 115b (400 MHz, CDCl;)
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Anexo 53: °C NMR de 115b (100 MHz, CDCl5)

Intens. | 270.0951 +MS, 0.0-0.7min #(1-44)

271.0975

t A 272.?875 274.0965

Anexo 54: HRMS (APPI-injecéo direta) de 115b









