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RESUMO

O presente trabalho apresenta a sintese de uma série de
selenetos e selendxidos com grande diversidade estrutural e a
avaliagdo de seus potenciais para mimetizar a enzima glutationa
peroxidase. Para este estudo empregou-se o método de
Tomoda, o qual utiliza H,O, como peréxido e PhSH como
substituto da glutationa e acompanha-se a 305 nm a formacgéo do
PhSSPh (produto oxidado da reagado). A estratégia sintética
adotada permitiu a preparacdo de diversos compostos e,
consequentemente, o estudo da relacdo de suas
estruturas/atividades. Além disso, a partir de evidéncias
cinéticas, foi proposto um novo ciclo catalitico para os mesmos,
guando empregados na reacgao de oxidagao de PhSH com H,0..
Os catalisadores de selénio sintetizados e empregados nesse
estudo foram: Ebselen 1, benzil fenil seleneto 2, 1-(2-
(benzil)benzilseleneto)pirrolidina 3, benzil fenil selenéxido 4,

benzil(4-metdxifenil)selendxido 5, benzil(3,5-
bis(trifluorometil)fenil)selenoxido 6, (2-
(benzil)fenilselenéxido)metanol 7, 1-(2-

(benzil)benzilselendxido)pirrolidina 8. Sabe-se que compostos
organicos de selénio sao catalisadores eficientes em uma
variedade de reagdes de oxidagao utilizando peroxidos, incluindo
GPx like. Esta capacidade estd intimamente associada a
natureza eletrénica dos substituintes do catalisador. Sendo
assim, com os compostos 2 - 8 em maos, partiu-se para a
investigagdo do uso dos mesmos, em quantidades cataliticas
para obter-se a relacdo entre suas estruturas e atividades como
miméticos da GPx, utilizando o Ebselen 1 como padrdo. As
atividades dos compostos foram apresentadas em termos de
velocidades iniciais, a partir de um grafico tragado pela
Absorbancia (em 305 nm) em fungao do Tempo. Os selendxidos
4, 5 e 6 apresentaram atividade semelhante, concluindo-se que
no mecanismo desse tipo de compostos como miméticos da
GPx, os substituintes (doadores ou retiradores de elétrons) nao
causam grande influéncia na atividade catalitica. Porém, quando
empregou-se o0s selendxidos 7 e 8, houve um significativo
aumento da velocidade de formagdo do produto (PhSSPh) em
comparagdo com o0s outros selenoxidos. Esta diferenca de
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atividade foi associada ao fato de que nos selendxidos 7 € 8 os
atomos de nitrogénio ou oxigénio podem quelar-se ao atomo de
selénio. Com o intuito de determinar o mecanismo da reacao,
realizou-se alguns ensaios em quantidades estequiométricas, a
fim de facilitar a observacdo da formacdo do PhSSPh. Foram
preparadas solugdes dos compostos 2 e 4 como ativadores de
H,0,, na oxidagdo de PhSH, ambas em metanol. O mecanismo
da reacao de selenetos e selendxidos como miméticos da GPXx,
utilizando-se PhSH como cofator, foi revisado. As evidéncias
experimentais e cinéticas observadas sugeriram que durante a
oxidagcao de PhSH pelos selendxidos na presenga de H,O, uma
nova espécie, presume-se que seja a perhidroxi selenona, foi
formada. Esta espécie € um melhor agente oxidante do que o
selendxido. Isso se deve, pois nos ensaios realizados, a
velocidade inicial de oxidacdo do PhSH frente ao H,O,, ativada
por selenoxidos, foi 9000 vezes maior do na reagdo sem
peroxido. Além disso, selendxidos nao foram reduzidos ao
correspondente seleneto, como era descrito previamente, uma
vez que isolou-se 0 mesmo depois de 30 minutos de reagéo.

Palavras chave: selendxido, seleneto, GPx like, perhidroxi
selenona, ciclo catalitico.
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ABSTRACT

This thesis presents the synthesis of a small library of
selenides and selenoxides with high structural diversity as well as
the evaluation of these compounds as mimetics of glutathione
peroxidase enzyme (GPx). For this study employed the
Tomoda’s method, which uses H,O, as peroxide and PhSH as a
substitute for glutathione and the formation of PhSSPh (oxidized
product of the reaction) is monitored at 305 nm.

The synthetic strategy afforded the preparation of various
compounds allowing a structure activity relationship (SAR) study.
Moreover, kinetic studies allowed us to propose a new catalytic
cycle when these selenium derivatives are used in the oxidation
of PhSH with H,O,. The organoselenium catalysts employees in
this study were: Ebselen 1, Benzyl phenyl selenide 2, 1-(2-
(benzyl)benzylselenide)pyrrolidine 3, Benzyl phenyl selenoxide 4,

Benzyl(4-methoxyphenyl)selenoxide 5, Benzyl(3,5-
bis(trifluoromethyl)phenyl)selenoxide 6, (2-
(benzyl)phenylselenoxide)methanol 7, 1-(2-

(benzyl)benzylselenoxide)pyrrolidine 8.

It is known that selenium compounds are efficient catalysts
in a variety of oxidation using peroxides including GPx like. This
ability is closely associated with the electronic nature of
substituents of the catalyst. Thus, with compounds 2-8 in hand,
followed for the investigation of their use in catalytic amounts to
obtain the SAR towards the oxidation of PhSH with H,O,, using
Ebselen as standard. The activities of the compounds were
presented in terms of initial velocities from a graph tracing the
absorbance (at 305nm) versus time. The selenoxides 4, 5 and 6
showed similar activity, concluding that the mechanism of such
compounds as GPx mimetics, the substituents (donor or electron
withdrawing) do not follow a clear trend and the impact of
substituents on their performance is small if any. On the other
hand, a significant improvement in the catalytic performance of
selenoxides was observed when the compounds 7 and 8 were
tested. This difference in activity was associated with the fact that
in the selenoxides 7 and 8 the oxygen and nitrogen atoms,
respectively, can chelate to the selenium atom.
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With the goal to determine the mechanism of the reaction,
the tests took place in stoichiometric amounts in order to facilitate
the observation of product formation. We prepared methanolic
solutions of compounds 2 and 4 as activators of H,O, in the
oxidation of PhSH. Experimental and kinetic evidences strongly
suggest that during the oxidation of PhSH by selenoxides in
presence of H,O, a new specie, presumably perhydroxy
selenane, is formed. This specie is a stronger oxidizing agent
than selenoxide. In preparative runs, the initial oxidation rate of
PhSH by H,0,, which is activated by selenoxide, is 9000 orders
of magnitude higher than the oxidation rate of selenoxide without
oxygen peroxide. Besides, selenoxide is not reduced to the
corresponding selenide by PhSH in the presence of peroxide.

Keywords: selenoxide, selenide, GPx like, perhydroxy
selenane, catalytic cycle
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1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 Introducéo e Objetivos Gerais

Os organismos aerdbicos obtém energia através da
respiragdo, na qual o oxigénio é reduzido em um processo de
transferéncia de um elétron que ocorre no interior da mitocondria.
Durante o metabolismo do oxigénio sdo formadas pequenas
quantidades de peroxidos e superdxidos, também conhecidos
como Espécies Reativas de Oxigénio (EROs).!"

Uma caracteristica importante desses compostos é a
facilidade com que formam espécies radicalares, que por sua vez
causam danos as membranas celulares e a outros componentes
celulares importantes (estresse oxidativo)®? desencadeando a
iniciagdo e propagacao de processos inflamatérios®. Inimeras
doengas podem ser associadas a presenga e atividade das
EROs, tais como o envelhecimento precoce, mal de Parkinson e
Alzheimer.®™"

O nosso organismo possui um complexo e elaborado
sistema de desintoxicagdo e de defesa contra os maleficios
causados pelas EROs. Nesse sistema, destacam-se a atividade
das enzimas intracelulares e extracelulares, (g)eroxido
dismutase (SOD)® e glutationa peroxidase (GPx).®'® Essas
duas enzimas atuam de forma complementar, a primeira
promovendo a decomposicdo do superdéxido a oxigénio e
peréxido de hidrogénio, que é entdo reduzido a agua pela
GPx (11-12)

A partir dos anos 70, o interesse em compostos
organocalcogénios cresceu rapidamente devido a identificagéo
de diversas seleno-proteinas, inicialmente encontradas em
bactérias,*' e posteriormente nos mamiferos.'” Uma das
descobertas mais expressivas indicou que o selénio desempenha
papel fundamental na atividade da enzima glutationa peroxidase.
A enzima GPx apresenta atividade antioxidante, catalisando a
redugdo de peroxidos de hidrogénio e perdxidos organicos, como



os hidroperoxidos de cumeno e de terc-butila, consumindo tidis,
formando agua e/ou alcoois e dissulfeto (Esquema 1)."¢")

GPx (cat)

ROOH + 2 GSH ROH + GSSG + H,O

R = H ou alquila

Esquema 1. Redugdo de peréxidos catalisada pela enzima
glutationa peroxidase.

Foi constatado que faz parte do sitio ativo destas enzimas
um residuo do aminoacido selenocisteina 9,'® o qual age em
conjunto com a glutationa (GSH) 10, um peptideo endégeno com
um fragmento tiol proveniente do aminoacido L-cisteina que
funciona como agente redutor (Figura 2)."

(0] O (0] H (0]

NH, NH, o}

9 10
Figura 1. Estruturas da selenocisteina 9 e glutationa 10.

O ciclo catalitico proposto (Esquema 2)°2" envolve a

participagdo do atomo de selénio da enzima glutationa
peroxidase 11, na forma de selenol, que reage com o peréxido
reduzindo-o a agua ou alcool e formando acido selenénico 12.
Este entdo reage com um equivalente de glutationa 10, para
formar o selenosulfeto 13 e liberar agua. Por ultimo, um segundo
equivalente de 10 ataca o selenosulfeto formando a glutationa
oxidada (GSSG) e regenerando a enzima na sua forma ativa
para o ciclo catalitico. No processo global, dois equivalentes de
glutationa sdo oxidados a dissulfeto e agua, enquanto o
hidroperoxido é convertido ao alcool correspondente ou agua.



GSSG E—SeH

ROOH

11

GSH
ROH

E—Se-SG E—SeOH

13 12

H,O GSH
Esquema 2. Ciclo catalitico da enzima glutationa peroxidase.

Essas descobertas impulsionaram a busca por compostos
organoselénio sintéticos de baixo peso molecular, uma vez que
eles eram considerados excelentes candidatos a atuar como
miméticos da enzima GPx , devido ao seu ciclo de oxirreducéo
entre as espécies de selénio (II) e (IV).?**" O Ebselen 1,
sintetizado em 1924 por Lesser e Weiss,?® foi o primeiro
composto organoselénio sintético relatado a apresentar essas
caracteristicas.?%®)

Desde entdo, a sintese e a avaliacao biolégica de novos
compostos contendo selénio destacam-se como um importante
segmento interdisciplinar, envolvendo areas do conhecimento
como a quimica organica e medicinal, biologia e bioquimica.®*3®
A Figura 2 mostra exemplos representativos de compostos
estruturalmente diversificados com atividade GPx like.®*"9
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Figura 2. Compostos organoselénio sintéticos com
capacidade de mimetizar a GPx.

Além disso, também sdo encontrados na literatura uma
ampla variedade de trabalhos, nos quais os autores realizam
estudos da aplicagdo de compostos organicos de selénio em
outras reagoes de oxidagao.

Grieco e colaboradores,“?) na década de 70, descreveram
a epoxidacgao de derivados do geraniol, mediadas por compostos
de selénio, e a partir dai, a aplicagédo de compostos de selénio
em reacdes de oxidagdo de sulfetos a sulfoxidos, ™ em
reacdes de Baeyer-Villiger;***®) epoxidacoes;*****) reacdes de
bromacdo de substratos organicos;*®°*® oxidacdo alilica de
alcenos,® entre outras,®® vém crescendo significativamente.

Em concordancia as afirmagdes supracitadas, percebeu-se
a importancia de explorar os possiveis beneficios da utilizagcao de
compostos de selénio que ja haviam apresentado boa atividade
como catalisadores em outras reagdes de oxidacdo em reacdes
como miméticos da enzima glutationa peroxidase. Partindo-se
deste pressuposto, planejou-se a sintese de selenetos e
selendxidos com modificagdes em sua estrutura geral, conforme
mostrado na Figura 3. Cabe ressaltar que os selendxidos com
substituintes 2-OHCH; e 2-(CH),NCH., s&o inéditos.



[ R = H; 2-OHCHy; 4-MeO; 3,5-CF; 2-(CH),NCH, ]

Figura 3. Estrutura geral dos selendxidos a serem sintetizados.

Em um segundo momento, aplica-los como miméticos da
enzima glutationa peroxidase e verificar suas atividades perante
as modificagdes propostas, uma vez que, até entdo, eles nunca
foram testados como miméticos da GPx. Adicionalmente,
objetiva-se neste trabalho re-estudar o mecanismo de selenetos
e selendxidos nesse tipo de reagéo.

1.2 Objetivos Especificos

- Preparar selenetos a partir dos disselenetos
correspondentes.

- Identificar os selenetos sintetizados através das técnicas
de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de carbono
e hidrogénio e espectrometria de massas de alta resolugao.

- Obter os selendxidos a partir de reacées de oxidacédo dos
respectivos selenetos.

- Identificar os compostos sintetizados através das técnicas
de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de carbono
e hidrogénio e espectrometria de massas de alta resolugéo.

- Proceder com o estudo dos selenéxidos como miméticos
da enzima GPx, utilizando quantidade catalitica dos mesmos,
seguindo as condigbes estabelecidas pelo Método de Tomoda,
em que o peroxido utilizado € o peroxido de hidrogénio, o tiol € o
tiofenol, a solugéo é feita em metanol e a formagédo do produto
(dissulfeto de difenila) € acompanhada a 305 nm. Analisar a
influéncia da estrutura dos compostos na atividade como
catalisadores da reacgao.



- Estudar o mecanismo da reagdo de redugdao de H,O,,
utilizando PhSH como cofator, identificando as espécies
envolvidas no ciclo catalitico de selenetos e selendxidos como
miméticos da enzima glutationa peroxidase. Para estes ensaios
utilizaremos quantidades estequiométricas de selenetos e
selenoxidos puros, utilizando um espectrofotdmetro UV visivel.

- Realizar um estudo cinético de ambas as reacgoes,
através do método das velocidades iniciais, tracando graficos da
absorbancia em fungéo do tempo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Compostos Organoselénio com Atividade Mimética
da Enzima GPx e seu Mecanismo de Acao

O selénio e seus derivados, do ponto de vista biolégico,
foram considerados por muito tempo como espécies téxicas, até
a descoberta de que esse elemento atuava como micronutriente
para bactérias, mamiferos e passaros.®® Outro fato importante,
ocorreu em 1973 quando foram descobertas duas enzimas
bacterianas, do tipo desidrogenase e glicina redutase,!"*"¥
contendo selénio em suas estruturas. Concomitantemente, o
papel bioquimico do selénio em mamiferos foi claramente
estabelecido pelo descobrimento de que ele faz garte do sitio
ativo da enzima antioxidante glutationa peroxidase.®"'?

AplOs esse periodo, inumeros relatos tém surgido na
literatura onde diversas fungdes biolégicas de compostos
organicos de selénio tém sido descritas, desempenhando
fungbes importantes na prevengdo do cancer, imunologia,
envelhecimento precoce, reproducdo humana, bem como em
outros processos fisioldgicos.®’® Esses compostos também se
mostraram importantes agentes terapéuticos, que variam de
agentes antivirais e antitumorais a suplementos alimentares
naturais.®%%)

O aprofundamento dos conhecimentos acerca da forma de
atuacdo dos compostos organoselénio, bem como o
desenvolvimento de métodos para a sintese de substancias que
possam mimetizar a atividade de compostos de ocorréncia
natural, constituem um campo muito atrativo e ainda em
expansao na quimica organica.

Nesse contexto, a sintese de uma ampla quimioteca de
compostos organoselénio tém sido descrita na literatura nos
ultimos anos. O primeiro composto organoselénio sintético com
capacidade de atuar como mimético da GPx foi o composto 1,
popularmente conhecido como Ebselen.®®%®) Originalmente sua
sintese foi descrita na literatura em 1924 por Lesser e Weiss,®®
e desde entao varias rotas sintéticas foram desenvolvidas para a
obtengdo do mesmo.®*% Este composto heterociclico exibe,
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devido a sua baixa toxicidade, aplicacdes terapéuticas como anti-
inflamatorio, anti-aterosclerético e propriedades citoprotetoras.(eg)
Em virtude disso, o Ebselen tem sido usado como farmaco
padrao para comparagdes com outros compostos de selénio em
termos de atividade mimética GPx.

Uma das metodologias de sintese para o Ebselen 1 mais
utiizadas atualmente foi proposta por Engman e
colaboradores™® em 1989 (Esquema 3). Esta consiste em uma
reagdo “one pot” a partir do tratamento da N-fenilbenzamida 18
com dois equivalentes de butil litio em THF, para gerar o didnion
19. A adigdo de selénio elementar forma o intermediario 20, que
€ ciclizado mediante a adigdo do oxidante CuBr, para formar o
Ebselen em apenas uma etapa reacional e com rendimento de
63 %.

o o)
Q 2 BuLi Se®
©)J\NHPh E— @\)J\NLiPh _ NLiPh
THF
Li SeLi
18 19 20

l CuBr,

Rendimento = 63 % ©E4N4®
Se

1

Esquema 3. Sintese do Ebselen descrita por Engman.

O sucesso obtido empregando o Ebselen como GPx like
impulsionou a busca por outros compostos com as mesmas
caracteristicas. Inicialmente acreditava-se que a condi¢ao
fundamental para que um composto sintético reduzisse peroxidos
a custa de tiol fosse a ligagao selénio - nitrogénio. A Figura 4
mostra exemplos representativos de compostos que apresentam
essa caracteristica e que possuem capacidade de atuarem como
GPx like."*"™)



25 ke 27 28a:R=H
26a: R = Me 28b: R = 4-HO-C4H,
26b: R = j-Pr _
%60 R = Ph 28c: R = 3-HO-CgH,
28d: R = 4-Br-CqH,
28e: R = CH,CH,OH

Figura 4. Compostos analogos ao Ebselen 1 com atividade
mimética da GPx.

O efeito do substituinte possui uma significante influéncia
na atividade desses catalisadores. Em vista disso, um aumento
na eficiéncia dos compostos 26a-b, que possuem grupo amida
na posicdo orto ao selénio, € observado quando estes sdo
comparados ao seu analogo Ebselen. J& o 26c, com o
substituinte fenila, possui uma atividade menor. Esta diferenga foi
atribuida as diferentes intensidades de interagdes do tipo nao
ligante entre o oxigénio da amida e o selénio, ocasionados pelo
volume espaC|aI ocupado pelos substituintes “R” nos compostos
26a-c.’®  Grupamentos alquila, diferentemente do anel
aromatico, ndo comprometem a ressonancia eletrénica entre o
par eletrébnico do nitrogénio e a carboxila. Desta maneira, com
grupamentos alquila, o oxigénio da amida esta mais rico em
elétrons, exercendo influéncia sobre o atomo de selénio. Outros
exemplos bem sucedidos na oxidacdo de tidis utilizando
perdxidos, de compostos analogos do Ebselen, sdo 28b-e, que
contém diferentes substituintes ligados ao nitrogénio.”’

No entanto, apesar de a efetiva atividade catalitica do
Ebselen e seus derivados em oxidar tidis na presenga de
peroxidos ser bem estabelecida, o mecanismo de acdo para
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estas moléculas ainda ndo esta completamente elucidado.""®
Todavia, algumas evidéncias experimentais foram coletadas em
reagOes isoladas para estes compostos, 0 que nos sugerem um
melhor entendimento para o exato mecanismo (Esquema 4).

NHPh Reacéo de NHPh NHPh

o

O—SH desproporcionamento o) H,0, 31
NPh — > 0 N e o
Se mais Ses Se),

rapida
1 30 S) 31

@-sH ‘ H,0

H20,
excesso

excesso

Esquema 4. Diferentes reagdes do Ebselen com H,0, ou tiol.

A reagcado do Ebselen 1 com excesso de H;O, produz
exclusivamente o acido seleninico 29 correspondente, no qual o
atomo de selénio encontra-se estabilizado por uma interagao
com o atomo de oxigénio do grupo funcional amida. Quando 29
reage com excesso de tiol, o sulfeto de selenenila 30 é o produto
obtido.

Adicionalmente, o sulfeto de selenenila 30 é também
obtido pela reagédo entre o Ebselen 1 com tiol. Esta reagédo é
mais rapida comparada aquela do Ebselen 1 € o H,0..

O sulfeto de selenenila 30 sofre reacdo de
desproporcionamento para o dissulfeto e o disseleneto 31, o qual
€ 0 Unico produto na auséncia de H,O,. A partir da formagéo do
disseleneto 31, este reage com H,O,, produzindo, inicialmente, o
acido seleninico 29, o qual esta em equilibrio com o restante
disseleneto 31, e estes produzem o &cido selenénico 32.680%%
Este, por sua vez, é rapidamente convertido ao Ebselen 1 pela
perda de uma molécula de agua, desfazendo o equilibrio entre
29 e 31, favorecendo a formacdo do acido selenénico e
consequentemente, do Ebselen 1.4

De acordo com essas evidéncias, um ciclo catalitico
rev(g?do foi proposto por Mugesh e colaboradores (Esquema
5).
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0O

Q-sH @E«/NPh
Se H,O

1
NHPh NHPh
P < 33
ses@ MO QsH SeOH
30 //
NHPh
NHPh “o
o //OH
Q-s) = 3¢
Sel, H,0, O 32

31 (excesso)

Esquema 5. Ciclo catalitico proposto para o Ebselen 1 como
mimético da GPx.

Primeiramente, o Ebselen 1 reage com um equivalente de
tiol para formar o sulfeto de selenenila 30. Esta espécie
decomporia-se em dissulfeto e disseleneto 31. Dependendo da
natureza do tiol, a formacao do disseleneto 31 a partir de 30 &
interrompida pela reaegéo conhecida como “thiol exchange” no
atomo de selénio.®*®) Uma vez formado, o disseleneto 31
reagiria com H;O,, em condigbes que o peroxido esteja em
excesso, e estaria em equilibrio com o acido selenénico 33. Na
ultima etapa da reagao dois caminhos diferentes sdo possiveis: a
eliminagdo de uma molécula de agua, a partir de 33,
regenerando-se o Ebselen 1, ou a reagdo de 33 com outro
equivalente de tiol produzindo o sulfeto de selenenila 30, ambos
voltando ao ciclo catalitico.
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Considerando que disselenetos fazem parte do ciclo
catalitico do Ebselen 1 e seus derivados para a oxidacao de tidis
na presenga de H;O,, €& viavel assumir a hipotese de que
disselenetos por si s6, deveriam ser bons catalisadores nessas
reagdes. Em vista disso, o emprego desses compostos como
mimeéticos da enzima glutationa peroxidase foi desenvolvido com
sucesso. A Figura 5 traz alguns desses exemplos bem
sucedidos. Um deles, é o disseleneto de difenila 15 que
apresenta-se duas vezes mais eficiente do que o conhecido
mimético da GPx, Ebselen 1. Similarmente a outras reagdes de
oxidagcdo promovidas por perdxidos e que se utilizam de
catalisadores organicos de selénio, o desempenho dos
disselenetos também ¢é afetado pelo efeito dos substituintes.
Seguindo esta observagéo, disselenetos contendo grupamentos
aminas, alcodis ou amidas, apresentam um aumento
consideravel em sua atividade catalitica. Sendo assim, o
disseleneto 34 é aproxmadamente 5 vezes mais efetivo que o
disseleneto de difenila 15.%”) O mesmo efeito é observado nas
atividades para os exemplos 35,(87 36,(88 89) g 37.0)

Se), Se), = S o N(Me), e)z
Se)z

0]

35a:R=H 36 37
35b: R = Me

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

Outro exemplo que cabe destacar, é a adicdo da metoxila
proximo ao atomo de selénio, no composto 38 (Figura 6), o qual
produz um efeito positivo na eficiéncia deste catalisador,
aumentando a atividade quando comparado com 34.°" Uma
diferenga notavel é a performance catalitica entre amidas
secundarias e terciarias 39a-b, como também em aminas
secundarias e terciarias 40a-b. Mugesh e colaboradores®?%
apresentaram um estudo em que a troca do atomo de hidrogénio
em amidas secundarias 39b por um grupamento metila 39a, leva
a um aumento de vinte vezes na atividade mimética dessa

12



molécula. No entanto, aminas secundarias 40b, s&o
aproximadamente, duas vezes mais efetivas na reducédo de
peréxidos em presenga de tiol, do que aminas terciarias 39a.
Seguindo este estudo, Braga e colaboradores® observaram
que, em disselenetos derivados de aminoésteres 4la-c, a
capacidade de promover a oxidagdo de tidis na presenga de
H,O, esta relacionada ao comprimento da cadeia carbdnica
ligada ao atomo de selénio, ou seja, a distancia entre o selénio e
o grupo funcional. Neste estudo, os disselenetos 4la-b
mostraram-se pouco efetivos como catalisadores, no entanto,
com uma cadeia carbdnica maior, o exemplo 41c por sua vez, é
mais efetivo que o descrito disseleneto de difenila 15, pois
permite a interagdo do selénio com o oxigénio da amida.

N,
N 2
Ro R Ry 5 Ph
o 2(Se\()’J\ o
Se) " N
€)o o)
OMe Se), S

_R2

)2
38  39a:R=R?=Me 40a:R=R?=Me 4tain=|
39b: R = Me, RZ=H 40b: R = Me, R2=H :wﬂ:g

Figura 6. Disselenetos com grupamentos amina ou amida
com atividade mimética GPx.

Do ponto de vista mecanistico € relatado que a primeira
etapa do ciclo catalitico para disselenetos é a reagéo deste 42
com o tiol para gerar o sulfeto de selenenila 44 e o selenol 45, e
que esta reacao é mais rapida que a do disseleneto 42 com H,0,
para produzir o acido seleninico 43 (Esquema 6).%**® O atomo
de selénio da espécie 44 é deficiente em elétrons e recebe
assisténcia dos pares de elétrons de grupamentos ligados a
estrutura do catalisador. Esta interacdo do selénio com os
grupamentos vizinhos € responsavel pela maior atividade de
catalisadores com funcdo amina, amida ou alcool, em relacédo ao
dissulfeto de difenila. Apesar de disselenetos contendo grupos
quelantes serem considerados melhores catalisadores em
reagdes de oxidagao de tidis usando H,0,, dependendo da forga
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dessa interagcdo entre o atomo coordenante e o selénio, no
intermediario sulfeto de selenenila 44, a reacao “thiol exchange”
pode ocorrer, interferindo negativamente na atividade desses
compostos.®® Evidéncias experimentais, bem como, calculos
tedricos, sugerem que fortes interagdes na espécie 44, favorece
o ataque de um segundo equivalente de tiol no atomo de selénio,
caminho “A”, o qual diminui a eficiéncia desses catalisadores
devido a reacao “thiol exchange”, traduzindo: “troca de tiol”. Por
outro lado, interagdes fracas em 44, direciona o ataque do
segundo equivalente de tiol, direto no atomo de enxofre, caminho
“B”, levando a formacdo do dissulfeto e de sua espécie ativa,
selenol 45. Adicional a isso, a natureza do tiol também influencia
de maneira crucial na presenga ou ndo desta reagcado de “thiol
exchange”. Enquanto para aril tidis (como tiofenol e alcool
tiobenzilico) a existéncia dessa reagdo é alta, quando a
glutationa é usada como cofator, essa indesejavel reagao é

reduzida drasticamente. ®°8%9) portanto ¢ somente uma
limitagao dos ensaios.
Q-sH |;
2QrSe0H <~ (QrSe) — 936 ol Q-seH
- ’ ) 42 s 45
43
2H,0 3 H,0,
a4
@+ ‘ @ s+
lataquenoSe ataque no S ‘_S_S_D
[O = aril aminas, alcoois ou terc-amidas ]
, B)
@-sH + “=se
@

46

Esquema 6. Reagbes do disseleneto 42 na presenga de H,0O,
e tidis; Reacao de “thiol exchange” para o sulfeto de selenenila 44.

De posse dessas evidéncias, um ciclo catalitico para a

oxidacao de tidis na presenca de H,0O, ativado por disselenetos,
€ apresentado no Esquema 7.
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OSGOH \ ~Se
S
H,0,- \*\
N . 2 H,0 +(J-S),
AN - \
’ Q-seo,H  3W)-sH
H,0 .

{O= aril aminas, alcoois ou terc-amidas ]

Esquema 7. Ciclo catalitico para disselenetos como
miméticos da GPx.

Neste ciclo catalitico, o selenol 45, produzido a partir da
reacgdo do disseleneto com tiol, reage com H,O, para produzir o
acido selenénico 47, o qual, em excesso de peroxido, € oxidado
ao acido seleninico 43. Este composto é reduzido por 3
equivalentes de tidis e forma o sulfeto de selenenila 44.
Alternativamente, 44 € produzido a partir do acido selenénico 47,
pela reagdo com excesso de tiol. A ultima etapa, na sequéncia, €
a reacado do sulfeto de selenenila 44 com o tiol 3para gerar o
dissulfeto e restituir o selenol 45 ao ciclo catalitico.®)

Embora selenoamidas e seus derivados bem como
disselenetos, sejam bem conhecidos como catalisadores em
reacdes de oxidacdo de tidis na presenca de H,0O,, a habilidade
de mimetizar a atividade da enzima glutationa peroxidase nao
esta restrita somente a essas duas classes de compostos.
Selenosubutilisina, uma selenoenzima artificial e seus derivados,
possuem uma alta eficiéncia como miméticos da selenoenzima
natural GPx.®®"% Além disso, alguns organoselenetos
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apresentados na Figura 7, também apresentam atividade e
varios mecanismos de acdo. Os selenetos 46 e 47, sao
considerados pré-catalisadores, os quais reagindo com tiol
produzem o respectivo sulfeto de selenenila,!'®” em sequéncia
reagem com o H,O, para produzir o acido selenénico.%? Por
outro lado, os selenetos 50-52, ao reagirem com peroxidos,
produzem in situ o selenéxido correspondente, o qual promove a
oxidacao de tidis a dissulfetos. (193109

0o N< NHBoc HO EtSe N Se,
Ph)J\/SePh Se\/’\ﬂ/OMe \©E> 5_7
! Se N HO  ©OH
48 49 50 51 52

Figura 7. Selenetos com atividade GPx like.

Desses selenetos mostrados na Figura 7, destaca-se o 52,
pois apresenta solubilidade em agua, a qual é extremamente
desejada para futuras investigagbes terapéuticas. Para este
mesmo exemplo, Kumakura e colaboradores!"®® propuseram um
ciclo catalitico quando este é empregado como mimético da
enzima glutationa peroxidase. Neste, o selendxido formado 53, a
partir da reagédo do seleneto com perdxido de hidrogénio (etapa
lenta da reagao), € dito ser a espécie oxidante (Esquema 8).
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. )
HO OH
H H
52 lenta o 53 O
muito
rapida
RSSR + H,0 RSH
SR
RSH HO\Se/
HO  ©OH

Esquema 8. Ciclo catalitico para o seleneto 52.

2.2 Compostos Organicos de Selénio em Reacbes de
Oxidacdao

Reagbes de oxidacdo sao processos fundamentais
amplamente aplicados em sintese organica. Selénio elementar e,
mais frequentemente, seus compostos, tem sido empregados
com sucesso como reagentes estequiométricos ou como
catalisadores na oxidagao de diferentes substratos orgénicos.(55)

A utilizacdo de compostos organicos de selénio e seus
derivados, em reagbes de oxidagdo, tornou-se uma importante
estratégia sintética a partir dos anos 70, através dos estudos
pioneiros de Grieco e colaboradores.!"% Estes observaram que a
mistura de acido seleninico com uma solugdo aquosa de H,O, e
posterior adigdo a terpenos, derivados do geraniol 54, levavam a
formacgao do epdxido 55, Esquema 9.
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O
| PhgeOH + H202 |

| OH solvente o OH
54 55
Esquema 9. Epoxidacao dos derivados do geraniol 54 mediadas por
selénio.

Foi postulado que a espécie ativa na reacdo € o acido
perseleninico 56. Este composto pode ser faciimente gerado in
situ a partir da adi¢do de H,O, ao acido seleninico 57, que por
sua vez é gerado através da oxidagdo do PhSe), com H,0O,,
conforme Esquema 10.

Espécie Ativa

0 0
1.5 H,0 d H,0 I +
0,5 PhSe), > 122 PhSeOH _ 272 _ PhSeOOH 2H0
57

56

Esquema 10. Reacgéo de formagéo do acido perseleninico 56.

Posteriormente, Sharpless e colaboradores® descobriram
a possibilidade de utilizar uma quantidade catalitica de acido
seleninico 60 (10 mol% em relacdo ao substrato). Na reacao de
epoxidagao do ciclo-octeno 58 (Esquema 11), o epoxido 59, foi
obtido com rendimento de 95%.

catalisador
(10 mol%) (0] catalisador =

H,0, / CH,Cl,
58 59 95 %

60 R = NO, Me, Cl

Esquema 11. Epoxidagao do ciclo-octeno 58 mediada por
catalisador de selénio.
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Outra descoberta relevante desse autor foi quanto a
natureza eletrénica dos grupamentos ligados ao anel benzénico
do acido seleninico. Na qual, constatou-se que grupos
fortemente retiradores de elétrons apresentaram desempenho
superior quando comparados aos doadores de elétrons.

Desde entdo, vém sendo publicados trabalhos acerca da
aplicagdo de compostos organicos contendo o atomo de selénio
em uma série de reagdes de oxidagao.**%°

221 Selenoxidos em Reagdes de Oxidagao

O interesse na quimica de oxidagao-redugdo de selenetos
e selendxidos vem aumentando, principalmente com relagao as
suas aplicagdes biologicas.*>76:94108107112)  ym interesse
particular em estudar selenoxidos, esta no fato deles serem
sinteticamente uteis, possuirem habilidade de estabilizar centros
anidnicos adjacentes, mesmo sendo instaveis termicamente.'™®

Em vista destas informacbes, selendxidos vém sendo
aplicados como ativadores de H,O,, em varias reagdes de
oxidagdo, em quantidades estequiométricas, na oxidacdo de

sulfetos a sulféxidos, tidis a dissulfetos, dentre outras (Esquema
12)_(41,114,115)

R-SH o R-SS-R

ou , MeOQgeOOMe CHoCl, ou
t.a.
R3P R3P=O
62

ou ou
RS R,S=0
61 63

Esquema 12. Exemplo da utilizagdo de quantidade
estequiométrica de selendxido na oxidacao de tids, fosfinas e
sulfetos.
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Ja em quantidades cataliticas, Detty e colaboradores®®''?

descrevem o uso de selendxidos 64 em reac¢des de bromacgdo de
substratos organicos 65 (Esquema 13), epoxidagcéo de alcenos
67 e oxidagdo de Baeyer-Villiger de aldeidos e cetonas 68
(Esquema 14).

0
}
_Se_
R R
" O,H 64 Br\/c)—\A\O
65 CH,Cl,/pH 6

66
+ H202 + NaBr

Esquema 13. Reagdo de bromagédo de substratos orgénicos
catalisada por selenoxidos.

-

69
67 0 ou
ou ge Ph 9]
o) N )J\
P 64 R “OR;
R 70
0,
68 2.5 mol%

Esquema 14. Reagdo de epoxidacao e oxidacéo de Baeyer-
Villiger catalisada por selenoéxidos.

A melhor atividade desses compostos em reagdes de
oxidacdo com relagdo aos seus analogos, sulféxidos, esta
relacionada & ligacdo selénio-oxigénio que é mais fraca.*"
Nestas reacdes, o mecanismo proposto é este apresentado no
Esquema 15, no qual o selendxido 64 na presenga de agua esta

20



em equilibrio com a espécie dihidréxi selenona 71, que ao reagir
com o H,O,, forma a espécie peridréxi selenona 72, sendo esta
responsavel pela oxidaco dos substratos. 12113

9 H2O R 202 R|
Se. HO-Se-OH HOO-Se-OH
R’ R | |
2 R2 R
64
71

Produto-[O] Substrato-[H]:

Esquema 15. Mecanismo proposto para reagdes de oxidacao
promovidas por selendxidos.

Embora selendxidos sejam comumente descritos como a
espécie ativa quando selenetos sdo usados como miméticos da
enzima GPx, conforme citado anteriormente, nenhum trabalho
até entdo os descreve como catalisadores nessas reacoes.
Assim, planejou-se nesse trabalho estudos envolvendo essas
espécies com vistas na revisdo do mecanismo para selenetos e
selendxidos como miméticos da GPx.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Preparacao dos Selenéxidos 4 — 8

A primeira etapa realizada foi a preparagdo dos
disselenetos 15 e 73a-c (Figura 8). Os disselenetos 15 e 73a-b ja
foram sintetizados pelo nosso grupo de pesquisa.!'® Ja o
disseleneto 73c, foi sintetizado de acordo com a metodologia
descrita por Back e colaboradores.""”

o CF,
C,, O, 0. Cr
S
Se) ® e Se), Se),
15 73a 73b

73c

Figura 8. Disselenetos utilizados na sintese dos selendxidos
deste trabalho.

Com os compostos 15 e 73a-c em méaos, partiu-se para a
sintese dos selenetos 2 e 74a-c. Tratou-se os disselenetos
apropriados, com uma solugdo 1,0 M NaOEt em EtOH sob
atmosfera de argbnio, com o agente redutor boroidreto de sodio
(NaBH,4). Apos refluxo, sob essas condigdes, o anion selenolato
(RSe") é gerado in situ, o qual reage, em seguida, com o brometo
de benzila (Esquema 17). A reagdo ocorreu de maneira
satisfatoria levando aos selenetos 2 e 74a-c em bons e
excelentes rendimentos (Tabela 1).
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1- 1,0 M NaOEt

EtOH
X
R NaBH, R%_\\
Se); 2- BnBr/THF ZSse” > ph
15:R=H :
2:R=H
73a: R = 4-MeO 74a: R = 4-MeO
73b: R = 3,5-CF3 74b: R = 3,5-CF3
73c: R = 2-HOCH, 74c: R = 2-HOCH,

Esquema 17. Sintese dos selenetos 2 e 69a-c.

As estruturas dos selenetos obtidos pela clivagem dos
respectivos disselenetos, bem como os rendimentos dos
mesmos estdo listados na Tabela 1.

Tabela 1. Estruturas e rendimentos dos selenetos 2 e 74a-c.

Reacéo Disseleneto Produto Rendimento(%)?®
G
1 15 Se Pr 90
2
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Continuagao da Tabela 1.

2 73a Sé “Ph

86
74a
CF;
FsC Sé “Ph
74b
e
4 73c Sé “Ph 88
74c

@ Rendimento isolado.

Para obtencdo do seleneto 3, empregou-se uma reagao
de ortolitiaggo,!"'? na qual a amina benzopirrolidina 75 foi tratada
com BuLi sob atmosfera de argbnio e em solugéo de éter etilico
seco, seguida da adigao de selénio elementar. Apds, adicionou-
se a mistura reacional o brometo de benzila, obtendo-se o
seleneto 3 com rendimento de 60 % (Esquema 18).
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() ()

N N
1. Et,0 / BuLi
2. Se0
A
3. BnBr Se Ph
75 3 60%

Esquema 18. Sintese do seleneto 3.

Estes compostos foram, na sua maioria, obtidos puros
apos a extragdo com solvente especifico (diclororometano ou
éter etilico) descrito detalhadamente na Parte Experimental.
Quando necessario, foram purificados através de coluna
cromatografica utilizando hexano/acetato de etila como eluentes.

Determinou-se as estruturas dos selenetos 2, 3 e 74a-c
através de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de
carbono, e para os compostos inéditos 3 e 74c realizou-se as
analises de espectrometria de massas de alta resolugao, cujos
dados estédo apresentados na Parte Experimental.

Em seguida, realizou-se a oxidacdo do atomo de selénio,
para levar a formagédo dos produtos desejados 4-7. Para tal,
submeteu-se os selenetos 2 e 74a-c, previamente sintetizados,
ao tratamento com espécies oxidantes.'? Sobre uma solugéo
dos selenetos 2 e 74a-c em metanol e diclorometano, foram
adicionados 1,2 equivalentes de N-cloro-succinimida (NCS).
Posteriormente, adicionou-se uma solugdo 10 % de hidroxido de
sodio, para obter-se o0s respectivos selendxidos 4-7 em
excelentes rendimentos apos recristalizacao com
hexano/diclorometano na razéo de 4:1 (Esquema 18).
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N 1- MeOH / CH,Cl, X

R—: fo) R
0°C/NCS
Z Sse” >Ph Zse” > ph
2- NaOH O

2.R=H 4:R=H
74a: R = 4-MeO 5: R =4-MeO
74b: R = 3,5-CF; 6: R =3,5-CF;
74c: R = 2-HOCH, 7: R = 2-HOCH,

Esquema 18. Sintese dos selendxidos 4-7.

No entanto, para obter-se o selendxido 8 derivado da
benzopirrolidina, utilizou-se outro procedimento experimental.
Neste caso, adicionou-se sobre a solugdo do composto 3,
dissolvido em diclorometano, a mesma quantidade de solugcdo
saturada de carbonato de potassio. Em seguida, acrescentou-se
a solugdo do agente oxidante, no caso, o acido m-cloro-
perbenzoéico (MCPBA) em diclorometano, para obter-se o
selendxido esperado em bom rendimento (Esquema 19). Em
ambas as reacoes de oxidacdo, ndo necessitou-se de atmosfera
inerte, além do tempo reacional ser curto. A purificagao foi feita
por recristalizacdo com hexano/diclorometano na razéo de 4:1.

! ()

N N
MCPBA
s> Fh CH,Cl, / KoCO; s¢”Ph
0]
3
8

Esquema 19. Sintese do selendxido 8.

As estruturas de todos os compostos sintetizados nesta
etapa, assim como os rendimentos, estéo listados na Tabela 2.
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Obteve-se os compostos listados na Tabela 2, na sua
maioria, puros apos a recristalizacdo em diclometano/hexano.
Quando necessario, purificou-se através de sucessivas lavagens
dos cristais com éter etilico ou hexano.

Tabela 2. Estruturas e rendimentos dos selendxidos 4-8.

Rendimento
Reacdo Seleneto Oxidante Produto
(%)°
i 'Se” “Ph
1 2 NCS o) 98
4
MeO
Se” “Ph
2 74a NCS A 94
5
CF3
3 74b NCS  FiC Se” “Ph 64
o
6

Continuacdo da Tabela 2.
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o
4 74c NCS se Ph 98

5 3 MCPBA ©\) 92
Se” “Ph

@ Rendimento isolado.

Como pode-se verificar, o intuito da sintese dessa gama de
selendxidos é a variagao estrutural dos mesmos, uma vez que
foram sintetizados compostos com grupamentos fortemente
doadores (4-MeOQ) e retiradora (3,5-CF3), de elétrons, diferentes
atomos com potencial quelante (oxigénio e nitrogénio), assim
como, sem nenhum substituinte. Isso nos permitiria uma
avaliagdo profunda da influéncia das estruturas na atividade
como miméticos da GPx.

Cabe ressaltar que os selendxidos sintetizados néao
possuem hidrogénio em posicdo B que levaria a indesejada
reagdo de eliminagdo sin (Esquema 20).('??
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Rﬁ)kx ] )\)k —_— RMX

SePh C_ o sePh
- +

R= CH3 Ph, n- CgH1g
X = OEt

Esquema 20. Mecanismo de eliminacao sin para compostos
de selénio com hidrogénio na posicao f3.

Os selendxidos sdo estaveis quando armazenados sob
refrigeracdo e suas estruturas foram confirmadas através de
analises de RMN de 'H e ®C. Para os selenoxidos inéditos 7 e 8,
adicionalmente, realizou-se as analises de espectrometria de
massas de alta resolugdo, conforme os dados descritos na Parte
Experimental desta Dissertacdo. Cabe ressaltar que para o
selenoxido 7 foi realizado o Raio-X (Anexos), uma vez que, apos
recristalizacéo o cristal obtido se apresentou de forma apropriada
para essa analise.

A titulo de exemplo, ser&o discutidos a seguir os espectros
de "H e "*C do composto 7. A Figura 9 apresenta o espectro de
RMN de 'H, obtido na freqiéncia de 400 MHz e utilizando
DMSO-dg como solvente.
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Normalized Intensity

12 10a-b 11a-b

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 25
Chemical Shift (ppm)

Figura 9. Espectro de RMN "H do composto 7 em DMSO-ds a
400 MHz.

Na regido entre 7,58 e 7,02 ppm encontram-se sinais na
forma de multipletos referentes aos hidrogénios aromaticos.
Esses apresentam valor relativo as integrais somadas de 9H.
Com deslocamento de 6,18 ppm observa-se um tripleto,
proveniente do hidrogénio 12 ligado diretamente ao atomo de
oxigénio. Na regido entre 4,75 e 4,73 ppm encontra-se um
multipleto com integragdo de 2H relativo aos H 10a-b,
pertencentes ao carbono que esta ligado diretamente ao atomo
de oxigénio.

Em campo mais alto observa-se dois dubletos, um
em 4,26 e o outro em 3,81 ppm. Cada um com integragdo para
1H e que podem ser atribuidos aos hidrogénios 11a e 11b,
quimica e magneticamente n&o equivalentes, pois sé&o
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hidrogénios diastereotdpicos. Eles apresentam acoplamento
entre si e o calculo das constantes de acoplamento apresentou
valor de J = 12,0 Hz, condizente com a constante de
acoplamento de hidrogénios geminais que esta na faixa entre 12
e 15 Hz. Este desdobramento ocorre, pois o selénio formando
dupla com o oxigénio € um centro pro-quiral, uma vez que, para
0 mesmo seleneto, o sinal observado referente a esses dois
hidrogénios € um singleto.

No espectro de RMN 'C (Figura 10) obtido na
frequéncia de 100 MHz e utilizando DMSO-ds como solvente,
observa-se os picos esperados para este composto. Como o
composto se resume praticamente em carbonos aromaticos e
mais dois carbonos ligados a heteroatomos, torna-se um
espectro simples de ser analisado.

Portanto, na regido compreendida entre 141,53 e 126,00
ppm encontram-se os sinais referentes aos carbonos dos dois
anéis aromaticos do composto, sendo os mais desblindados
pertencentes aos carbonos aromaticos quaternarios mais
préximos aos heteroatomos.

Observa-se na regido de 63,73 ppm o sinal do
carbono 14, ligado ao oxigénio, e logo a seguir, em 57,84 ppm
aparece o carbono 13 que esta ligado ao atomo de selénio.
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Figura 10. Espectro de RMN "°C do composto 7 em DMSO-ds
a 100 MHz.

3.2 Avaliacdo do Potencial dos Selenetos e Selenéxidos
em Mimetizar a Atividade da Enzima Glutationa Peroxidase
(GPx)

Neste topico serdo apresentados os resultados da
avaliagdo dos selenoxidos e, alguns dos seus respectivos
selenetos, quanto a capacidade de mimetizarem a atividade da
enzima glutationa peroxidase. Cabe salientar que esses testes
foram realizados no laboratério do professor Dr. Faruk José
Nome Aguilera (Laboratdrio de Catalise e Fenémenos Interfaciais
- UFSC).

Utilizou-se os selendxidos 4-8 e selenetos 2-3 em
quantidades cataliticas para promover a reducao de perdxido de
hidrogénio a agua, oxidando tiofenol a dissulfeto de difenila
conforme Esquema 21, seguindo o método descrito por Tomoda
e colaboradores®™ e utilizando o Ebselen 1 como padr&o.
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Selénio 1-8
MeOH

Esquema 21. Redugéo de perdxido de hidrogénio catalisada
por 1-8.

Catalisador de]

2 PhSH + H,0, PhSSPh + 2 H,0

Utilizou-se os compostos como agentes antioxidantes em
quantidades cataliticas de 0,1 mol%, em relagdo a quantidade de
tiofenol. A capacidade de reduzir o peréxido de hidrogénio a
agua foi monitorada espectrofotometricamente através do
aumento da absorgdo de luz ultravioleta em comprimento de
onda de 305 nm, caracteristico do dissulfeto de difenila.®® O
aumento linear da absorbancia, kg, na unidade AA.S'1, onde Aé a
absorbancia em 305 nm, foi observado durante o estagio inicial
da reacdo. Corrigiu-se estes valores em relacdo a reacao
controle (sem catalisador) e converteu-se é)ara as velocidades
iniciais, Vo, nas unidades de pM min™.(""*12% Os valores obtidos
para as velocidades iniciais estao listados na Tabela 3.

Inicialmente avaliou-se os selendxidos 4-8. Dissolveu-se
cada um em metanol a uma concentracao de 400 uM e 25 pL
dessa solugdo contendo o catalisador foram adicionados na
cubeta. Em seguida, adicionou-se 400 pyL de uma solugéo de
tiofenol e metanol a uma concentragdo de 25 mM.
Posteriormente, completou-se o volume de 1 mL, com metanol.
Durante cem segundos, a absorbancia dessa solugédo foi
monitorada para averiguar se o0s selenoxidos por si sO nao
oxidariam o tiofenol a dissulfeto de difenila, e isso ndo ocorreu;
pois nao observou-se um aumento significante da absobéancia
durante este periodo de tempo. Esse procedimento € importante,
pois indica se o composto analisado ndo apresenta atividade da
enzima glutationa oxidase (GOx). A enzima GOx desempenha
papel inverso ao da GPx, formando espécies reativas de oxigénio
a partir de O..

Seguindo o0 mesmo sistema, apdés cem segundos
adicionou-se ao meio reacional 120 yL de uma solugdo 65 mM
de peroxido de hidrogénio em metanol, para avaliar se os
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selendxidos 4-8 poderiam mimetizar in vitro a atividade da
enzima glutationa peroxidase. Considerou-se o0 momento da
adigdo do peroxido tempo igual a zero.

A Figura 11, apresenta o grafico da variagdo da
absorbancia em funcdo do tempo. Nele observa-se um
crescimento linear da absorbancia (formagdo do produto) em
fungdo do tempo logo apds a adicdo do perdxido de hidrogénio,
significando que a concentracdo molar de dissulfeto de difenila
(expressa em uM, para uma solugdo de 1 mL) aumentou
rapidamente. Esse dado indica que o tiofenol foi oxidado a
dissulfeto de difenila.
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Figura 11. Grafico da AAbsorbancia versus Tempo para as
velocidades iniciais de aparecimento do PhSSPh utilizando 1( ),

2(%),3(e®),4(®),5(0),6(7),7( ) e 8(m)como catalisadores.

34

controle



As velocidades iniciais para cada composto testado foram
obtidas a partir da equagédo de Lambert Beer (A = €.b.c), que foi
descrita detalhadamente na Parte Experimental e corrigidas a
partir do controle. Todos esses dados, bem como as suas
velocidades relativas, comparadas com o Ebselen 1, estao
listadas na Tabela 3.

Tabela 3. Atividade dos catalisadores de selénio 1-8* como miméticos da

enzima glutationa peroxidase.

Reac&o Catalisador Vo, UM min*P Vel
1 @) 17,18 £ 0,169 1,0
'N-Ph
Se
1
2 ©\ 5,08 +0,135 0,30
Sé “Ph
2
N
3
19,29 £ 0,189 1,12
Sé “Ph
3
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Continuacdo da Tabela 3.

4 @\ 15,27 £ 0,300 0,89
se” “Ph

MeO
5 13,92 £ 0,155 0,81

6 14,71 £ 0,131 0,86

e
7 16,50 £ 0,189 0,96
se” “Ph

N

8 Ej 51,77 £+ 0,184 3,01
Sle/\Ph
o)

8

a Condigdes das analises: H20; (concentragéo final = 10,4 mM in MeOH),
PhSH (concentragéo final = 10,0 mM em MeOH) e catalisadores de selénio
1-8 (concentragao final = 10,0 yM em MeOH) a temperatura de 276,8 + 0,4

K. ® Valores de vo foram corrigidos a partir da reagéo controle (auséncia de
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catalisador de selénio) e foram feitas as médias das analises em ftriplicata,

sendo o valor * estabelecido como desvio.

O gréafico e a tabela mostram que os selendxidos 4-6
tiveram desempenhos satisfatérios e semelhantes. Para
questdes de comparacdo, utilizou-se o composto Ebselen 1,
obtido comercialmente, como padrao, devido a sua conhecida
atividade como mimético da GPx. Observou-se que os diferentes
substituintes, doadores (4-MeO) e atraentes (3,5-CF3) de
elétrons, apresentam pouco impacto no desempenho dos
selendxidos como catalisadores, ndo proporcionando influéncia
significativa na atividade dos compostos analisados. Enquanto a
atividade do benzil fenil selendxido 4 se aproxima da atividade do
Ebselen, os selendxidos 5, com grupamento doador de elétrons,
e 6, com grupamentos retiradores de elétrons, mostraram-se
também com atividade proxima aquela apresentada por 1
(Reagoes 1,4-6).

Observou-se também, um pequeno crescimento no
desempenho desses catalisadores quando empregou-se o
selenoxido 7. Este ligeiro aumento observado, credita-se ao fato
desse composto possuir o grupamento hidroxila, que pode
quelar-se ao atomo de selénio (Reagao 7). Porém, mais notavel
ainda, foi o aumento na atividade para o selendxido 8, contendo
como grupamento quelante o atomo de nitrogénio. A velocidade
inicial para a formacao do dissulfeto de difenila, com a utilizacéo
desse catalisador foi de 51,77 uM min'1, este foi o catalisador
com melhor desempenho de todos os selendxidos testados,
sendo ele 3 vezes mais eficaz que o Ebselen na conversao do
PhSH para dissulfeto de difenila as custas do H,O, (Reagao 8).

Em adicdo a estes testes realizou-se, sob as mesmas
condigdes, 0s ensaios para os selenetos 2 e 3. Os resultados
obtidos podem ser observados também na Figura 13. As
atividades como miméticos da enzima GPx dos selenetos 2 e 3
foram significantemente menores do que seus respectivos
selendxidos. Porém, destaca-se a atividade do seleneto 3 que foi
maior do que os selendxidos 4-7, isto evidencia a influéncia
imprescindivel da presengca do atomo de nitrogénio como
quelante no catalisador (Reagbes 2-3).
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Portanto, depois dessas analises, pode-se concluir que, no
mecanismo da reacdo de selenetos e selendxidos, os
substituintes do anel ndo possuem influéncia significativa na
atividade mimética desses compostos. Porém uma importante
observagdo nesses experimentos, foi a de que, com
grupamentos quelantes, o desempenho dos mesmos
catalisadores torna-se maior e isso resulta em evidéncias
importantes, no que que diz respeito ao mecanismo da reacgao e
seus intermediarios ativos, como sera discutido a seguir.

3.2.1 Estudo do Mecanismo da Reacdo de Selenetos e
Selen6xidos como Miméticos da Enzima Glutationa
Peroxidase

Como o mecanismo de agao de selenetos e selendxidos
como miméticos da GPx ainda deixa algumas lacunas,
mostradas anteriormente, partiu-se entdo para a elucidacido de
um possivel mecanismo para essas espécies quando
empregadas neste tipo de reagao.

Utilizou-se os compostos de selénio em quantidades
estequiométricas em relagao ao tiofenol, uma vez que sabia-se
que algumas reacbes seriam lentas, principalmente aquelas
envolvendo selenetos, e a observacdo do produto formado,
dissulfeto de difenila, seria dificultada e/ou impossivel de ser
analisada através da técnica utilizada. A capacidade de reduzir o
peroxido de  hidrogénio a agua foi monitorada
espectrofotometricamente através do aumento da absorcédo de
luz ultravioleta em comprimento de onda de 305 nm,
caracteristico do dissulfeto de difenila.®® O aumento linear da
absorbancia, kg, na unidade AA s", onde A é a absorbancia em
305 nm, foi observado durante o estagio inicial da reagéo.
Corrigiu-se estes valores em relacdo a média dos trés ensaios e
convertidos para as velocidades iniciais, vy, nas unidades de uM
min™."® Os valores obtidos para as velocidades iniciais estdo
listados na Tabela 4, a seguir.
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Tabela 4. Reacdes de oxidagdo de PhSH utilizando quantidade

estequiométrica dos compostos 2 ou 4.

Reacao Catalisador Vo, UM min™??
1 - 0,54 + 0,0063
2 2° 2,092 + 0,0020
3 2° 7,109 + 0,0161
4 4P 18.574,400 + 67,26
5 4°d 18.962,400 + 65,81
6 4° 2,021 + 0,044

@Para os valores de v foi feita a média de 3 andlises independentes, sendo
+ 0 desvio padrao. b Condigdes do ensaio: 0,5 equiv. de H>O, (concentragéo
final = 0,5 mM em MeOH); 1 equiv. de PhSH (concentragéo final = 1 mM
em MeOH); 0,5 equiv. do composto de selénio 2 ou 4 (concentragao final =
0,5 mM em MeOH) a temperatura de 276.8 + 0,4 K. ° Condicdes do ensaio:
1 equiv. de H;O; (concentragdo final = 1,04 mM em MeOH); 1 equiv. of
PhSH (concentragéo final = 1 mM em MeOH); 0,5 equiv. do composto de
selénio 2 ou 4 (concentragéo final = 0,5 mM em MeOH) a temperatura de
276,8 + 0,4 K. ° Progresso da reac&o monitorado através do stopped-flow. ©

Reagdo sem a adigédo de H20..
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Apesar das quantidades diferentes, os ensaios realizados
seguiram os mesmos procedimentos. Cabe salientar que embora
o melhor resultado tenha sido obtido com o selendxido 8, devido
a facilidade na sintese e menor custo adotou-se o selendxido 4
como padrdo nas analises uma vez que seriam utilizadas
quantidades equimolar dos substratos.

Inicialmente preparou-se solugbes dos compostos 2 e 4.
Dissolveu-se cada um em metanol a uma concentracdo de 0,5
mM. Em seguida, preparou-se as solugdes de PhSH (1 mM) e
H,O, (1,04 mM e 0,5mM), ambas em metanol. O primeiro
experimento realizado foi o da reagdo controle, ou seja, sem
composto de selénio. Adicionou-se a cubeta 500 yL da solugéo
de PhSH e 500 pL da solugdo de H,0, e o monitoramento
através da espectroscopia na regido UV-Vis mostrou pouca
mudanga na absorbancia em 305 nm, sendo que a velocidade
inicial, vy, obtida foi de 0,54 uM min™’ para ambas as solugdes de
H,0,. Em um préximo teste, para a avaliagdo do comportamento
do seleneto 2 na oxidacao do PhSH frente ao H,0,, adicionou-se
na cubeta, as quantidades das solugbes necessarias para obter-
se em 1 mL as seguintes equivaléncias: 1 equiv. de tiofenol, 0,5
equiv. de peréxido de hidrogénio e 0,5 equiv. de seleneto, para
os ensaios da Reagdo 2; 1 equiv. de tiofenol, 1,04 equiv. de
peréxido de hidrogénio e 0,5 equiv. de seleneto, para os ensaios
da Reagdo 3. Depois de uma hora monitorando a formacdo do
PhSSPh, obteve-se as velocidades iniciais de 2,092 e 7,109 uM
min™ | respectivamente. Para um melhor entendimento as
reacoes e os resultados estdo ilustrados no Esquema 22.

Dando sequéncia aos ensaios, nas mesmas quantidades
citadas anteriormente, analisou-se a reagdo do selendxido 4,
porém o primeiro teste foi realizado na auséncia de perdxido de
hidrogénio, que resultou em uma velocidade inicial de 2,02 uM
min” (Reagdo 6). O segundo teste, agora com quantidade
equimolar de peroxido de hidrogénio, mostrou uma alta taxa de
formacao do produto e o estudo foi realizado através da técnica
do “stopped-flow”. Para estes testes (Reagbes 4 e 5) as
velocidades iniciais foram de 18.574,400 e 18.962,400 uM min™.

Surpreendentemente, a velocidade da reagao de oxidagao
do PhSH usando o seleneto 2 e 2 equivalentes de perdxido de
hidrogénio, em relagédo ao seleneto 2, foi 3,5 vezes mais rapida
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do que a reacgao utilizando o selendxido 4 na auséncia de H,0,
(Reacgoes 3 e 6). Este resultado vem de encontro ao que ja vinha
sendo estudado, em que a etapa de oxidagdo de tidis por
selenoxidos é a etapa rapida da reaczo.'® No entanto, quando
utilizou-se 1:1 de seleneto e H,O,, encontrou-se uma velocidade
inicial muito préxima aquela do selendxido sem H.O,, o que
concluiria-se que a etapa de formacao do selendxido nao seria a
etapa lenta da reacao.

Vo~2 pM min-1

PhSSPh PhSH

x i
o OOH

Ciclo Catalitico Ciclo Catalitico y
QseQ proposto O/SG\O REVISADO O/ileo
u

neste trabalho

)

2 v ‘ c!
Espécie
Ativa
H20, PhSSPh PhSH
Vo~ 7 uM mint Vo ~ 18000 uM mint

Esquema 22. Ciclos cataliticos para selenetos e
selendxidos.

Por outro lado, quando utilizou-se o selendxido 4 e, tanto 1
quanto 2 equivalentes de perdxido de hidrogénio (em relagéo ao
selendxido) um aumento de 9000 vezes em ordem de magnitude
foi observado em ambas as velocidades iniciais da reacao,
comparada com a mesma reagao na auséncia de H,O, (Reagbes
4, 5 vs 6). Embora a habilidade de selendxidos, como reagentes,
em promover a oxidagao de tidis a dissulfetos ser conhecida, (114-
%) os resultados indicam, claramente, que o agente oxidante
ativo nos ensaios de selenetos / selendéxidos como miméticos da
GPx (com excesso ou nao de peroxido) ndo é o selendxido. Esta
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espécie formada é de longe melhor agente oxidante do que
selendxidos.

Adicionalmente, o selendxido 4 ndo é reduzido por 2
equivalentes de PhSH ao respectivo seleneto 2 nas reagdes com
a presenca de 2 ou 1 equivalentes de H,O,. Em concordancia
com essa informacéo, o selenodxido foi isolado puro (tanto com 1
e 2 equivalentes), com aproximadamente 91 % de rendimento,
para ambas, apdés 30 minutos de reacdo (descrito na Parte
Experimental).

Cabe salientar que, mesmo em excesso de peroxido, a
velocidade da reagéo de oxidagao de tidis a dissulfetos ndo teve
mudanga significativa. Isto € mais um indicio de que, quando
selendxidos sao utilizados como catalisadores nesse tipo de
reagdo, o importante para a velocidade da mesma é a formacao
desse intermediario ativo, a qual ocorre somente com um
equivalente de H,O,, ndo influenciando quando este esta em
excesso.

Em virtude de tais evidéncias experimentais, um novo ciclo
catalitico para a atividade de selenetos e selendxidos como
miméticos da enzima glutationa peroxidase foi proposto neste
trabalho (Esquema 23). A sequéncia da reagdo comega com a
oxidagado do seleneto aos selenoxidos 4-8 que na presenga de
agua Produziriam a espécie conhecida como hidroxi selenona
76.1"? Subsequentemente, adiciona-se a 76 H,O, numa etapa
reversivel para produzir o agente oxidante final, peridroxi
selenona 77. A ultima etapa consisteria na reagédo de 77 com
dois equivalentes de tiol, presumidamente via 77ab, para
produzir o dissulfeto e regenerar 71 pra recomegar a sequéncia
do ciclo catalitico. Cabe destacar aqui que realizou-se analises
do pH da reacéo, sendo que antes de adicionar o catalisador de
selénio (solugdo de tiofenol e perdxido de hidrogénio em
metanol) o pH da reagédo foi de 6,2; depois de adicionar o
catalisador e deixar a reagao se completar, o pH medido foi de
5,9. Este ambiente levemente acido favorece a protonacédo do

selendxido, acelerando a formagdo da hidréxi selenona
76 (39,97,118-121)
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Esquema 23. Novo ciclo catalitico revisado para selenetos e
selenoxidos como miméticos da enzima glutationa peroxidase.

Uma vez que a peridroxi selenona 77 é formada, dois
caminhos diferentes para oxidagdo do PhSH podem ser
propostos (Esquema 24). No caminho “A”, o PhSH reage com 77
para produzir 78, o qual reage com outro equivalente de PhSH
para gerar o PhSSPh e 76 para recomegar o ciclo catalitico com
H>O,. Como outra alternativa, no caminho “B”, o PhSH deveria
atacar o oxigénio terminal da espécie 77b, fornecendo 76 e
PhSOH, o qual reage com outro equivalente de PhSH para
produzir PhSSPh. Ambas as propostas séo plausiveis, mas de
acordo com o efeito dos substituintes observados na
performance dos selenoxidos 4-8 o caminho favorecido é o “A”. A
carga negativa desenvolvida no estado de transi¢gdo 77a devido
ao ataque do tiol através do caminho “A”, € mais distante do
atomo de selénio e, consequentemente, menos influenciado
pelos efeitos eletrénicos dos substituintes no momento do
ataque. Adicionalmente, a atividade superior do selenéxido 8
com o nitrogénio como grupo quelante, pode ser explicado pelo
aumento da basicidade do oxigénio em 76. Esta interagdo com o
par de elétrons do nitrogénio resulta em uma reagao mais rapida
de 76 com H,O, para fornecer o agente oxidante ativo, a
peridroxi selenona 77.("?
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PhSH PhSH
77 ——
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PRSH  OH PhéH/Q\‘OH
o AR
\/4 | 3 O‘)
R/S'e\R Sle
2 re ~
Nu R Nu R,
77a 77b

PhSOH + 76
l PhSH

PhS), + H,O

Esquema 24. Sequéncia para oxidagao de PhSH a partir de

77.

Avaliagdes quanto ao efeito causado pela variagcao da
quantidade de catalisador utilizada, bem como a analise dos
resultados em maiores concentragdes para efeito de comparacao

com outros resultados descritos na literatura ainda estdo em
andamento.



4  Conclusbes, Consideracfes Finais e
Perspectivas

Considerando-se os objetivos propostos para este trabalho
e analisando-se os resultados obtidos, algumas consideragdes
finais podem ser feitas frente ao estudo realizado.

Durante o curso de Mestrado o objetivo principal
esteve focado na avaliagdo do potencial mimético da enzima
GPx de compostos organicos de selénio, selenetos e
selendxidos. Concomitantemente a sintese e avaliagdo, os
estudos para a proposicdo de um novo mecanismo para o ciclo
catalitico dessas espécies na reagdo de oxidagdo de tidis a
dissulfetos frente a peroxidos, foi objeto de interesse
permanente.

Do ponto de vista sintético, € possivel concluir que
novos selendxidos, com grupamentos quelantes, foram
sintetizados em bons rendimentos. A estratégia sintética
adotada, além de propiciar o acesso rapido a estes compostos,
ainda foi valiosa pois forneceu-os com bons rendimentos.

No que diz respeito a avaliacdo do potencial
mimético dos compostos sintetizados, inicialmente eles foram
testados como agentes antioxidantes. Esses compostos foram
estudados como miméticos da enzima glutationa peroxidase,
uma importante enzima encontrada em nosso organismo. Os
estudos indicaram que os selendxidos apresentaram capacidade
de atuar como miméticos da GPx, promovendo in vitro, a
oxidagao do tiofenol a dissulfeto de difenila e reduzindo perdxido
de hidrogénio a agua.

Em resumo, neste trabalho é mostrado que a atividade
catalitica de organoselenetos ndo segue o ciclo redox do Se (ll) /
Se (IV) preconizados até entao. Evidéncias cinéticas revelam que
na presenca de H,O,, selendxidos sdo convertidos a peridroxi
selenonas, as quais séo, consideravelmente, melhores agentes
oxidantes que selendxidos. A oxidagdo do tiofenol por
quantidades estequiométricas de peridroxi selenona é mais
rapida do que a oxidacao promovida por selendxidos em 9000
ordens de magnitude. A partir dessas evidéncias, um novo ciclo
catalitico foi proposto. Em ambiente aquoso os selendxidos
formados pela oxidagao inicial dos selenetos estdo em equilibrio
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com as selenonas correspondentes. Na presenca de excesso de
H,O, estas sao convertidas em peridroxi selenonas, as quais sédo
os agentes oxidantes ativos. O desempenho dos catalisadores
nao é afetado pelos diferentes ambientes eletronicos no atomo
de selénio, mas compostos organicos de selénio contendo
grupos com potencial quelante, especialmente nitrogénio,
mostraram ser melhores catalisadores, promovendo a oxidagéo
do PhSH, na presenca de H,O, com uma velocidade 3,01 vezes
maior do que o bem conhecido mimético da GPx, Ebselen 1.

E importante ressaltar, também, que os resultados
desse trabalho resultaram em outros projetos que continuam
sendo objeto de pesquisa em nosso grupo. Novos compostos
com diferentes grupamentos ligados ao atomo de nitrogénio vém
sendo sintetizados e serdo avaliados, assim como o0s aqui
relatados. Outro segmento importante a ser estudado, diz
respeito ao isolamento e caracterizagdo das espécies oxidantes
ativas que participam do ciclo catalitico. Esses estudos poderao
agregar ainda mais valor a este projeto de pesquisa.

Por fim, cabe salientar que o estudo que deu origem
a este documento estad concluido e, em breve sera submetido a
um periddico de nivel internacional.

46



5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Materiais e Métodos

5.1.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear

Os espectros de RMN 'H e RMN *C foram obtidos em
espectrometro Varian AS-400, operando em 400 MHz e 100
MHz, respectivamente (Central de Analises / Departamento de
Quimica — UFSC). As amostras foram dissolvidas em cloroférmio
e dimetilsuféxido deuterados, empregando-se tetrametilsilano
(TMS) como referéncia. Os deslocamentos quimicos (&) estéo
relacionados em parte por milhdo (ppm) em relagdo ao
tetrametilsilano (TMS), utilizado como padrdo interno para os
espectros de RMN 'H e CDCl; para os espectros de RMN '3C.
Nos dados dos deslocamentos quimicos, entre parénteses estédo
a multiplicidade (s = singleto, d = dubleto, dd = duplo dubleto, t =
tripleto, m = multipleto, sl = singleto largo), o numero de
hidrogénios deduzidos da integral relativa e a constante de
acoplamento (J) expressa em Hertz (Hz).

5.1.2 Espectrometria de Massas de Alta Resolucgao

Os espectros de massas de alta resolugdo foram
obtidos a partir de um aparelho Bruker BioApex 70e (Bruker
Daltonics, Billerica, EUA) operando em modo ESI (ion
Electron Spray lonization) no 627 Natural Sciences Complex,
North Campus, Buffalo, New York 14260, USA.

5.1.3 Espectroscopia de Absorgcao UV-Vis

Os dados de absorgao de luz ultravioleta foram obtidos a
partir de um espectrofotdmetro com arranjo de diodos, com
célula termostatica do LACFI — Laboratério de Catalise e
Fenbmenos Interfaciais - UFSC. Os sistemas com alto
desempenho foram realizados em um stopped-flow (modelo SX-
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18MV) e associado a um sistema computacional manufaturado
por Applied Photophysics do Departamento de Quimica — UFSC.

5.1.4  Rotaevaporadores

Para remogdo dos solventes das solugbes organicas,
foram utilizados:

- Rota-evaporador Heidolph VV 2000;

- Rota-evaporador - M Bichi HB -140;

- Linha de vacuo equipada com uma bomba de alto-vacuo
Vacuumbrand modelo RD 4, 4,3 m*/ h.

5.1.5 Determinacao do Ponto de Fuséo

Para medir o ponto de fusdo dos compostos isolados, foi
utilizado um aparelho digital Micro Quimica MQA PF — 301.

5.1.6 Determinacdo da Estrutura de Raio-X do
composto 7%

A determinagao da estrutura de raio-x do composto 7 foi
realizada na Universidade Federal de Santa Maria. Os dados
foram coletados em um difratbmetro com detector de area, do
tipo Bruker APEX Il CCD, com grafite-monocromatico e radiagao
Mo-K,. As estruturas foram salvas diretamente utilizando o
método SHELXS-97. Subsequentes analises do mapa das
diferencas de Fourier forneceram as posi¢cdes dos atomos
diferentes de hidrogénio. Todos os refinamentos foram feitos com
o pacote SHELXL-97. Os dados do cristal e mais detalhes estéo
contidos na Tabela 5 (ANEXOS).

5.1.7  Solventes e Reagentes

Os solventes foram purificados e secos antes de serem
utilizados, conforme técnicas usuais'??. Os reagentes restantes
foram obtidos de fontes comerciais e utilizados sem prévia
purificagao.
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As placas de cromatografia em camada delgada foram
obtidas de fontes comerciais; Silica G/UV3254 (0,20 mm). Utilizou-
se, como método de revelagao, cuba de iodo, luz ultravioleta e
solugdo acida de vanilina.

Para os produtos purificados utilizando cromatografia em
coluna, o material usado foi uma coluna de vidro, gel de silica 60
(230-400 mesh — MERCK) e, como eluente, um solvente ou
mistura de solventes adequados.

Para os produtos purificados pela recristalizagdo, foram
utilizados também uma mistura de solventes adequados.

5.2 Procedimentos Experimentais

5.2.1 Procedimento para a Sintese dos Selenetos 2
e 74a-c1?

Em um baldo de duas bocas munido de condensador de
refluxo, sob atmosfera de argénio, adicionou-se lentamente 0,2
equivalentes de boroidreto de sédio sobre uma solugéo de 1,0 M
NaOEt em EtOH do disseleneto desejado (0,25 mmol de
disseleneto de diarila / mL). Em seguida, refluxou-se esta mistura
até a solugdo tornar-se palida e transparente. Posteriormente,
adicionou-se o brometo de benzila (1,1 equivalentes) dissolvido
em THF e, entdo, refluxou-se a solugcdo “overnight’. Apos,
concentrou-se a mistura reacional e suspendeu-se o residuo em
agua. Extraiu-se trés vezes a fase aquosa com CH)Cl, e
combinou-se a fase organica, secou-se com MgSO, e evaporou-
se 0 solvente. Os selenetos foram oxidados diretamente ao
respectivo selendxido, sem purificagao prévia.

QR
Se Ph Benzil fenil seleneto (2)""'®: Rendimento

Bruto: 90 %. RMN 'H (CDCls, 200 MHz) & = 7,50-7,42 (m, 2H);
7,28-7,14 (m, 8H); 4,10 (s, 2H); RMN ™°C (CDCls, 50 MHz) & =
138,6; 133,5; 130,4; 128,9; 128,8; 128,4; 127,3; 126,8; 32,2.
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Me0\©\
N
Se PhBenzil(4-metoxifenil)seleneto (74a)!""?:

Rendimento Bruto: 86 %. RMN 'H (CDCls, 200 MHz) & = 7,36 (d,
J= 8,6 Hz, 2H); 7,26-7,10 gm, 5H); 6,77 (d, J = 8,6 Hz, 2H); 4,0 (s,
2H); 3,79 (s, 3H); RMN "C (CDCls, 50 MHz) & = 159,6; 139,1;
136,5; 128,8; 128,3; 126,6; 120,0; 114,6; 55,2; 33,2.

CF;

N
FsC Se  Phgenzil(3,s-

bis(trifluorometil)fenil)seleneto (74b)(”2): Rendimento Bruto:
84 %. RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & = 7,78 (s, 1H); 7,73 (s, 2H);
7,32-7,19 (m, 5H); 4,20 (s, 2H); O acoplamento dos atomos de
flior com o carbono no espectro de RMN 3¢, impedem uma
interpretacdo exata dos sinais.

o
sé >

Ph (2-(benzil)fenilseleneto)metanol (74c): Sélido
amarelo. Rendimento Bruto: 88 %. RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & =
7,54-7,11 (m, 9H); 4,58 (d, J = 8 Hz, 2H); 4,06 (s, 2H); RMN "3C
(CDCls, 100 MHz) & = 143,50; 138,76; 135,69; 129,93; 128,96;
128,72; 128,67; 128,50; 127,25; 65,59; 32,94. HRMS m/z
calculado para C14H140Se 278,0204; encontrado 278,01956.

5.2.2 Procedimento para a Sintese do Seleneto
3(112)

Em baldo de duas bocas, sob atmosfera de argbnio e
agitagdo magnetica, adicionou-se a benzilpirrolidina (14 mmol) e
dissolveu-se em 112,5 mL de éter etilico seco. Em seguida,
adicionou-se uma solugéo 2,5 M de n- BuLi (17 mmol) gota a
gota, e a solugéo resultante foi agitada por 24 h a temperatura
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ambiente. Passadas essas 24 h, adicionou-se rapidamente Se
elementar (14 mmol) e entdo, agitou-se a reagéo durante 3 h a
temperatura ambiente. Depois desse tempo, a mistura reacional
foi resfriada a 0 °C e, entdo, adicionou-se, gota a gota, uma
solugao de brometo de benzila (14 mmol) em 15 ml de éter etilico
seco. Posteriormente, agitou-se a solugao resultante durante 2 h
a 0 °C e, subsequentemente, aquecida até a temperatura
ambiente. Apds esse periodo, lavou-se a mistura reacional com
200 mL de agua e separou-se a fase aquosa, a qual foi extraida
com éter (3 x 50 mL). Combinou-se as fases orgéanicas, secou-se
com MgSOy e concentrou-se. Obteve-se um 6leo amarelo, apds
purificagdo através de cromatografia, sendo o eluente uma
mistura de hexano / acetato (85:15).

®

N

N

Se Ph 1.(2-(benzil)benzilseleneto)pirrolidina (3):
Rendimento: 60 %; RMN 'H (CDCl3, 400 MHz) 6 = 7,51-7,48 (m,
1H); 7,34-7,15 (m, 8H); 4,10 (s, 2H); 3,66 (s, 2H); 2,49-2,46 (m,
4H); 1,75-1,72 (m, 4H); RMN ¥c (CDCl3, 100 MHz) & = 141,07;
138,81; 134,04; 131,83; 129,31; 129,21; 128,67; 127,72; 126,94;
126,49; 60,66; 53,64; 31,61; 23,89. HRMS m/z calculado para
C1gH2oNSe 332,0912; encontrado 332,09134.

5.2.3 Procedimento Geral para a Sintese dos
Selenéxidos 4-742)

Em baldo de uma boca sob agitacdo magnética, dissolveu-
se o aril benzil seleneto desejado (0,5 mmol) em uma solugéo 1:1
de MeOH / CH,CI; (10 mL / mmol) e, em seguida, resfriou-se a 0
°C. Posteriormente, adicionou-se N-Clorosuccinimida (1,2
equivalentes) e a mistura resultante foi conduzida sob agitagéo
durante 30 minutos a 0 °C. Apds, dilui-se a mistura reacional com
igual volume de CH,Cl,, e adicinou-se uma solugdo 10% de
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NaOH (10 mL / mmol). Agitou-se a mistura resultante por mais 5
minutos e separou-se a fase orgéanica. Esta foi seca com MgSQO,
e concentrada. Os selenoxidos foram recristalizados com hexano
/ diclorometano (4:1).

s¢”Ph
112),

O Benzil fenil selenéxido (4)"'?: Rendimento
Bruto: 98 %. RMN 'H (CDCls, 200 MHz,) & = 7,50-7,33 (m, 5H);
7,29-7,17 (m, 3H); 6,96-6,93 (m, 2H); 4,18 (d, 1H, J = 12 Hz);
3,94 (d, 1H, J = 12 Hz); RMN "*C (CDCl;, 50 MHz) & = 138,02;
136,92; 131,49; 130,27; 129,99; 129,41; 129,12; 128,76; 127,39;
124,25; 32,52.

L
Se” Ph

I

O Benzil(4-metéxifenil)selenéxido
(5)""?: Rendimento Bruto: 94 %. RMN 'H (CDCl3, 400 MHz) &=
7,32 (d, 2 H, J = 8,8 Hz); 7,25 (m, 3 H); 6,95 (m, 4 H); 4,18 (d, 1
H, J=11,2 Hz); 3,91 (d, 1 H, J = 11,2 Hz); 3,85 (s, 3 H): RMN °C
(CDCl3, 100 MHz) & = 160,9; 136,55; 135,45; 134,59; 128,82;
128,41; 121,98; 114,75; 55,32; 44,26.

CF3

FsC S”e/\Ph

O Benzil(3,5bis(trifluorometil)fenil)selené
xido (6)""?: Rendimento Bruto: 64 %. RMN 'H (CDCls, 400 MHz)
5 =794 (s, 1H); 7,71 (s, 2H); 7,33-7,23 (m, 3H); 6,90-6,87 (m,
2H); 4,33 (d, J = 11,5 Hz, 1H); 3,93 (d, J = 11,3 Hz, 1H); RMN °C
(CDCls, 100 MHz) & = 142,4; 132,4; 129,7; 128,9; 128,8; 128,3;
126,6; 125,0; 121,4; 59,1.
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e
se” >Ph

e
1

O (2-(benzil)fenilselen6xido)metanol ():
Cristal incolor. Rendimento Bruto: 98 %. Ponto de fusdo: 102-104
°C. RMN "H (DMSO-dg, 400 MHz) & = 7,42-7,38 (m, 1H); 7,34-
7,30 (m, 3H); 7,25-7,18 (m, 4H); 7,05-7,02 (m, 2H); 6,18 (t, 1H);
4,75-4,73 (m, 2H); 4,26 (d, J = 12 Hz, 1H); 3,81 (d, J = 12 Hz,
1H); RMN "C (DMSO-ds, 100 MHz) & = 141,53; 140,59; 132,81;
130,87; 130,57; 128,58; 128,10; 127,33; 126,00; 63,73; 57,84.
HRMS m/z calculado para C4H150,Se 295,0232; encontrado
295,02216.

E(>l.122.)4 Procedimento para a Sintese do Selendxido
8

Em baldo de uma boca, sob agitagdo magnética, adicionou
16 mL de uma solugéo saturada de K,CO3; sobre uma solugéo do
seleneto 3 (1,61 mmol) em 16 mL de CH,Cl,. Em seguida,
adicionou-se, gota a gota, uma solugdo de acido m-
cloroperbenzdico (2,0 mmol) em 8 mL de CH,Cl, e agitou-se a
mistura reacional por 3 h em temperatura ambiente. Apos,
acrescentou-se 32 mL de agua. A fase organica foi separada, e a
fase aquosa extraida com CH.CI; (3 x 50 mL). Combinou-se as
fases organicas, secou-se com MgSQO, e evaporou-se o solvente.
O produto obtido foi lavado com hexano (5 x 30 mL), resultando
em um o6leo marrom.
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L)

N

se” “Ph

1

O 1-(2-(benzil)benzilselendxido)pirrolidina (8):
Rendimento Bruto: 92 %. RMN 'H (CDCl3, 400 MHz) 6 = 7,73-
7,71 (m, 1H); 7,35-7,18 (m, 6H); 7,11-7,04 (m, 2H); 4,16 (d, 1H);
3,93 (d, J =12 Hz, 1H), 3,83-3,80 (d, J = 12 Hz, 1H); 3,67 (d, 1H);
2,68-2,63 (m, 2H); 2,49-2,59 (m, 2H); 1,87-1,69 (m, 4H); RMN
¥c (CDCl3, 100 MHz) & = 138,92; 131,38; 130,67; 130,38;
128,53; 128,51; 128,20; 127,69; 127,19; 59,88; 56,26; 53,91;
23,88. HRMS m/z calculado para CisH,,ONSe 348,0861;
encontrado 348,08563.

5.2.5 Procedimento para Avaliacdo da Atividade
Antioxidante dos Selenetos (2) e (3) e Selen6xidos (4-8)
em Quantidade Catalitica e Estequiométrica®'?®

Os experimentos foram realizados em um
espectrofotbmetro com arranjo de diodos, com controle de
temperatura, a 25 °C. Acompanhou-se a formagdo do PhSSPh
em 305 nm e as reagdes iniciaram pela adicao de H,O, a uma
solugdo de metanol contendo PhSH e o respectivo catalisador de
selénio (seleneto ou selendxido). Adicionou-se, 1,04 x 10”° mol de
H,0, (160 pL de uma solugdo 65 mM); 1,0 x 10 mol de PhSH
(400 pL de uma solugdo 25 mM); 1 x 10 mol de catalisador (25
ML de uma solugdo 400 uM) e 415 yL de MeOH. Os valores da
Absorbancia versus Tempo foram diretamente armazenados em
um microcomputador, e as velocidades iniciais foram estimadas
a partir das retas plotadas (AAbs x Tempo) usando um programa
de minimos quadrados; coeficientes de correlagdo foram >0.999
para todos os ensaios cinéticos.

Os sistemas com alta atividade catalitica foram estudados
por meio da técnica do stopped-flow e os experimentos foram
realizados em um stopped-flow modelo SX-18MV, associado
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com um sistema computacional manufaturado por Applied
Photophysics. A unidade de manipulacdo de amostra foi
equipada com duas seringas de unidade que sdo montadas no
interior de um compartimento de banho termostatico a 25 ° C. A
célula de deteccao o6ptica foi criada no comprimento do percurso
de 10 mm. Em uma das seringas foi colocada uma solugéo de 1
mM de PhSH, e na outra seringa, uma mistura de uma solugao
0,5 mM de catalisador de selénio e 1,04 mM ou 0,5 mM de H,O0..
Realizou-se a média de trés corridas, em que cada seringa
injetava 250 uL da solugao.

5.2.6 Recuperacao do Aril Benzil Selendxido (4) Depois
da Reacédo com Pero6xido de Hidrogénio e Tiofenol

O aril benzil selendxido 4 (0,19 mmol) foi dissolvido em 20
mL de metanol. Em seguida adicionou-se o peroxido de
hidrogénio (0,42 mmol e 0,20 mmol) e a mistura reacional foi
agitada por 5 minutos a temperatura ambiente. Passado este
tempo, adicionou-se 0,4 mmol de PhSH. A reacgéo foi agitada
durante 30 minutos, em seguida evaporou-se o solvente. O
sélido resultante foi lavado 5 vezes com 20 mL de hexano. O
selenoxido foi isolado com rendimento em torno de 91% para
ambos 0s ensaios.

5.3 Calculos Realizados para Obtengdo das
Velocidades Iniciais®?12®

Considerando que o grafico é dado por Absorbancia versus
Tempo.

A = €.b.c; onde A; é a absorbancia da solugdo de PhSSPh
em 305 nm no tempo t, b € o caminho ¢6tico (1 cm), ¢ é a
concentragédo (mol/L) do produto (PhSSPh) formado no tempo te
€ € a absortividade molar do PhSSPh naquele comprimento de
onda (L.mol".cm™).

A = [produto}:.€produto-b; derivando esta equagdo em fungdo
do tempo (eixo x):

dAy/dt =d[produto]/dt.e; como velocidade €& dada pela
derivada da [concentrag&o]/tempo, isolando:

(dAydt)/e = d[produto]/dt = velocidade em M.s™
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7 ANEXOS

7.1 Espectros e Dados selecionados
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Anexo 1. Espectro de RMN 'H do composto 2 em CDCl; a 200
MHz.
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Anexo 2. Espectro de RMN *C do composto 2 em CDCl; a 50 MHz.
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Anexo 3. Espectro de RMN 'H do composto 74a em CDCl; a 400
MHz.
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Anexo 4. Espectro de RMN *C do composto 74a em CDCl; a 100
MHz.
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Anexo 5. Espectro de RMN "H do composto 74b em CDCl; a 200
MHz.
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Anexo 6. Espectro de RMN 'H do composto 74c em CDCl; a 400
MHz.
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Anexo 7. Espectro de RMN *C do composto 74c em CDCl; a 100
MHz.
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Anexo 8. Espectro de RMN 'H do composto 3 em CDCl; a 400
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Anexo 9. Espectro de RMN "*C do composto 3 em CDCl; a 100
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Anexo 10. Espectro de RMN 'H do composto 4 em CDCl; a 200
MHz.
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Anexo 11. Espectro de RMN 3C do composto 4 em CDCl; a 50
MHz.
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Anexo 12. Espectro de RMN 'H do composto 5 em CDCI3 a 400
MHz.
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Anexo 13. Espectro de RMN ®C do composto 5 em CDCl; a 50
MHz.
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Anexo 14. Espectro de RMN "H do composto 6 em CDCl; a 400
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Anexo 15. Espectro de RMN *C do composto 6 em CDCl; a
100 MHz.
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Anexo 16. Espectro de RMN 'H do composto 7 em DMSO-d® a 400
MHz.
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Anexo 17. Espectro de RMN "*C do composto 7 em DMSO-d® a 100
MHz.
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Anexo 18. Espectro de RMN "H do composto 8 em CDCl; a 400

MHz.
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Anexo 19. Espectro de RMN *C do composto 8 em CDCl; a
100 MHz.
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Anexo 20. Espectro de RMN "H (CDCl3; 400 MHz) para o composto
4 recuperado depois da reagado de oxidagao do PhSH com H,0..
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Anexo 21. Espectro de HRMS do composto 74c.
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Anexo 22. Espectro de HRMS do composto 7.
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Anexo 23. Espectro de HRMS do composto 3.
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Anexo 24. Espectro de HRMS do composto 8.
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Anexo 25.Estrutura Cristalina obtida para o composto 7.
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Tabela 5. Dados do cristal e refinamentos da estrutura obtida do

composto 7.
Identification code
Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Volume

z

Density (calculated)
Absorption coefficient

F(000)

Crystal size

mm?3

Theta range for data collection

Index ranges

90

p212121

C14 H14 O2 Se
293.21

150(2) K

0.71073 A
Orthorhombic
P2(1)2(1)2(1)

Unit cell dimensions
a = 4.76300(10) A
a=90°

b = 11.2526(2) A
B=90°
c =22.7956(5) A
y =90°
1221.76(4) A3
4
1.594 Mg/m3
3.059 mm-1
592
0.28 x 0.20 x 0.12

1.79 to 28.36°.
_2<=h<=6, -



15<=k<=14, -29<=I<=30
Reflections collected
Independent reflections
0.0258]

Completeness to theta = 28.36°
Absorption correction

Max. and min. transmission
Refinement method

squares on F2

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F2

Final R indices [I>2sigma(l)]
0.0489

R indices (all data)

0.0497

Absolute structure parameter

Largest diff. peak and hole
e.A-3

12087
3057 [R(int) =

99.8 %
Gaussian
0.7103 and 0.4813

Full-matrix least-
3057/0/154

1.060

R1=0.0200, wR2 =

R1=0.0219, wR2 =

0.00
0.432 and -0.350

Anexo 26. Tabela com dados do cristal e refinamentos da estrutura

obtida do composto 7.
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