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RESUMO

Compostos de selénio sdo substancias organicas que vem apresentando
uma elevada importncia em sintese organica, bem como em quimica
medicinal. Da mesma maneira, cumarinas se mostram bastantes eficientes em
diversos ensaios biolégicos. Tendo em vista a notavel aplicacdo biologica
desses compostos e dos organoselénio, planejou-se, para o presente trabalho,
a sintese e avaliacdo de novas cumarinas funcionalizadas com selénio.

Efetivamente, sintetizou-se uma série de cumarinas contendo
selenoésteres através de uma rota sintética modular, com rendimentos
moderados. Realizou-se, também, a sintese de cumarinas contendo
selenocianatos por meio de uma rota sintética simples e eficiente. O
disseleneto da cumarina, também foi sintetizado, porém em baixo rendimento.
Tais moléculas tiveram sua atividade antioxidante avaliada pelo ensaio GPx-
like.

Os compostos apresentaram atividade antioxidante no ensaio, assim
demonstrando potencial como miméticos da enzima GPx. Tendo destaque o
disseleneto derivado da cumarina que apresentou valores promissores ao
realizar-se o teste biolégico.

Em suma, foi obtida uma série de cumarinas funcionalizadas com
selénio com grande potencial para aplicagdo como farmacos com acgao

antioxidante.

Palavras-chave: Selénio, cumarina, GPx-like, atividade antioxidante.



1. JUSTIFICATIVA

Compostos organosselénio sdo moléculas que apresentam em sua
estrutura uma ou mais ligacdes do tipo carbono-selénio. Este tipo de molécula
possui uma importancia em sintese organica e também em quimica
medicinal.*

Em termos biologicos, o atomo de selénio normalmente é encontrado na
forma do aminoacido selenocisteina (21° aminoacido), no sitio ativo de
algumas selenoenzimas, como por exemplo, as enzimas da familia das
glutationas peroxidases (GPxs). A GPx, juntamente com outras enzimas, atua
no sistema de defesa antioxidante, convertendo as espécies reativas de
oxigénio (EROs), danosas aos organismos, em metabdlitos in6cuos.™® Além de
atuar como antioxidante, varias outras atividades biologicas sao atribuidas aos
compostos organosselénios, como atividade citotdxica, neuroprotetora e anti-
inflamatoria.’

Assim como 0s compostos de selénio, as cumarinas sdo estruturas
privilegiadas e também apresentam elevada importancia na quimica medicinal.
Estes heterociclos se mostram eficientes em diversos ensaios bioldgicos,
dentre os quais, podem ser citadas as atividades antioxidante, antitumoral,
anticolinesterasica, antifingica entre outras.? Tais estruturas podem ser
encontradas a partir do extrato de plantas (Coumarouna odorata) bem como
podem ser obtidas por sintese.

Dessa forma, o desenvolvimento de compostos contendo cumarinas e
selénio, torna-se uma atividade de extrema relevancia, além de ser um tépico
pouco explorado, tanto em sintese organica bem como na investigacao de suas
propriedades medicinais. A sintese dessas estruturas hibridas € importante,
pois envolveria compostos com fungdes como selenoésteres, selenocianatos e
disselenetos,® com propriedades antioxidantes e cumarinas com propriedades
terapéuticas.” Essa conexdo poderia resultar em moléculas com caracteristicas
diferenciadas, como possiveis atividades bioldgicas potencializadas, que é de
extrema relevancia do ponto de vista medicinal. Assim, o presente trabalho visa
a sintese e avaliacdo do potencial biolégico de estruturas hibridas de

cumarinas com grupamentos selenoésteres, selenocianatos e disselenetos.



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1.Compostos de Organosselénio

O atomo de selénio, pertencente ao grupo 16 da tabela periddica, foi
descoberto em 1817 por Jons Jakob Berzelius. Todavia, compostos contendo
selénio foram, durante muito tempo considerados substancias tdxicas
principalmente devido ao desagradavel odor apresentado pelos mesmos.’
Atualmente, sabe-se que ele é um micronutriente essencial a dieta humana e,
além disso, muito vem sendo estudado acerca de sua aplicacdo em sintese
organica e na quimica medicinal.®

Em meados da década de 70, o papel bioquimico do selénio foi
estabelecido devido a descoberta de selenoproteinas, a principio encontradas
em bactérias e posteriormente, em mamiferos.’”® De fato, tais proteinas estéo
envolvidas em uma série de processos fisiologicos, como no sistema
antioxidante, na producado do horménio da tiredide, no sistema imunolégico e
reprodutor, dentre outros.’

O papel biolégico do selénio comecou a ser explorado a partir da
descoberta de que o mesmo faz parte da enzima Glutationa Peroxidase (GPX).
O selénio esta presente na forma de um aminoacido selenocisteina, e
desempenha papel fundamental no sitio ativo da enzima Glutationa Peroxidase
(GPx), conforme representado na Figura 1. A “triade catalitica” da enzima GPx
€ compostas pelos residuos de aminoacidos de selenocisteina, juntamente

com o triptofano (Trp) e a glutamina (Gln) .*°

[ Selenocisteina ] L.A@Z'

] HN._ _NHa

I

H (GIn130)
7 \ y g J
L Arg40—‘;—N\ NH3

<

Figura 1: Representacdo do sitio ativo da GPx.

Fonte: Quim. Nova, v. 31, p. S1-S4, 2008. (adaptada). 10



Entretanto, em sintese organica, o principal método sintético envolvendo
0 selénio é a reacdo de olefinagdo via eliminacdo de selenéxido (Esquema
1),no qual é possivel realizar a formacgéo de carbonilas a,B-insaturadas. Esse
processo, ainda hoje bastante empregado em sintese total descoberto na
década de 70, foi o que impulsionou e popularizou o desenvolvimento da
quimica de compostos organoselénio.’* A reacdo se processa via uma
eliminacao do tipo syn, na qual, no estado de transicéo o selendxido deve estar

co-planar ao hidrogénio em B para que haja a eliminacéo.*?

o] O O o R
I
RSeX Se_ H,0, Se. Hy0, CSe. . _RsSeOH
R R o ===
Via Enol D J
Enolato, H

Enol-éter
Esquema 1: Reacao de Eliminacdo de selendxido.

0}

2.2.Atividade Antioxidante de Compostos de Organosselénio

Os organismos aerébicos obtém energia dos alimentos pelo processo
da respiracdo celular, realizada no interior das mitocondrias, na qual o
oxigénio é reduzido em um processo de transferéncia de um elétron.*®
Durante este processo sdo formadas espécies quimicas como peréxidos 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 d& 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
metabdlitos indcuos. ™

Como mencionando anteriormente, compostos organoselénio
exercem um papel fundamental no organismo, principalmente por
apresentar atividade antioxidante. Essa acdo é devido a presenca do
mesmo no sitio ativo de algumas enzimas antioxidantes, como a tioredoxina

redutase (TrxR) e a glutationa peroxidase (GPx).*°

11



A selenoenzima GPx atua catalisando a reducdo de peroxidos de
hidrogénio e/ou peréxidos organicos (ROOH), consumindo tidis (glutationa
GSH), com formacgao de dissulfeto organico (glutationa oxidada GSSG) e

agua e/ou alcoois, como mostrado no esquema 2.

GPx

2 GSH + 2 H,0, GSSG + 2H,0
Esquema 2: Reagédo de reducao de peroxidos catalisada pela GPx.
Fonte: Methods in Enzymology, v.252, p.38-48, 1995.(adaptada).

No mecanismo da enzima glutationa peroxidase, primeiramente é
proposto que a enzima, na sua forma ativa selenol (Enz-SeH, 3), entra em
reacdo com um equivalente de peréxido, reduzindo-o a agua ou alcool
(dependendo da estrutura do peréxido) e formando o acido selénico (Enz-
SeOH, 4). Este entdo é atacado por um equivalente da glutationa reduzida
(GSH) formando o sulfeto de selenenila (Enz-Se-SG, 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).*’

Enz SeH

GSSG ROOH
ROH

Enz—Se— SG Enz—SeOH

Esquema 3: Ciclo catalitico da enzima glutationaperoxidase.
Fonte: Methods in Enzymology, v.252, p.38-48, 1995.

Entretanto, essa enzima possuir algumas desvantagens que limitam
seu uso terapéutico, tais como: a instabilidade e o alto peso molecular.
Muitos estudos tém proposto a sintese de novos compostos que possam

mimetizar a atividade da enzima GPx. Sendo assim, o design e a sintese de
12



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 namero de moléculas contendo selénio, capazes
de mimetizar a atividade da enzima glutationa peroxidase in vitro. Dentre
elas, uma das mais promissoras é o ebselen (2-fenil-1,2-benzoisoselenazol-
3-(2H)-ona).*® Este heterociclo foi o primeiro mimético sintético da GPx. Nos
altimos anos, o ebselen 1 passou a ser utilizado como composto padréao
para comparar a atividade mimética da enzima GPx de compostos
organoselénio. Devido a promissora atividade GPx- like, varios grupos de
pesquisa tém se dedicado no desenvolvimento de moléculas similares a ele.
O objetivo é elevar a atividade mimética GPx, promovendo a reducéo de
peréxidos as custas de tidis no menor tempo possivel. O disseleneto de
difenila 2, por exemplo, possui uma atividade GPx-like aproximadamente
duas vezes maior que o ebselen.*®

Tanto as selenilamidas ciclicas (como por exemplo o ebselen) e os
disselenetos de diarila sdo atribuidas varias atividades biolégicas, néo
somente atividade antioxidante bem como anti-inflamatéria e antitumoral.
Essas atividades sdo atribuidas a sua capacidade de mimetizar a enzima
GPx ou por outros mecanismos de acdo.? Entretanto, outras classes como
selenocianatos e selenoésteres também vém demonstrando relevante
atividade GPx-like 2%%*

O seleneto 3, também apresenta atividade GPx-like, sendo melhor
catalisador que o padrdo Ebselen. Todavia, o0 selenoéster 4 apresentou
atividade aproximadamente quatro vezes superior ao padrao disseleneto de
difenila 2. Os autores atribuem a atividade a facilidade do grupamento
selenoéster em gerar seu respectivo selenolato. A molécula 5 trata-se de
um selenocianato com atividade antioxidante, a qual apresentou atividade

GPx-like superior ao disseleneto de difenila.?

13
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Figura 2: Estruturas de miméticos da enzima GPx.

2.3.Cumarinas

As cumarinas 7 sdo compostos organicos aromaticos heterociclicos que
representam uma importante classe de compostos fendlicos. Tais moléculas
compreendem uma grande classe de compostos que sao encontrados em todo
o0 reino vegetal. Foi isolado pela primeira vez em 1820, da fava tonca (Dipteryx
odorata Willd, Fabaceae) uma espécie previamente conhecida da classe
“Coumarou”, por isso o0 termo cumarina. As cumarinas encontram-se em niveis
elevados em alguns 6leos essenciais, 6leo de casca de canela em particular,
Oleo de folha de cassia e 6leo de lavanda. Entretanto, a cumarina também
pode ser encontrada em frutas (por exemplo, mirtilo, amora silvestre), cha
verde e outros alimentos, como chicoria. A maioria das cumarinas se
encontram em plantas superiores, com as fontes mais ricas sendo a
Umbeliferona e Rutaceae. Entretanto, as mesmas também podem ser
encontradas em fungos e bactérias.?®%

Essas moléculas tém suas estruturas provenientes de lactonas do acido
o-hidroxi-cinamico (2H-1-benzopiran-2-onas). Podem ser encontradas em
quatro subtipos principais: cumarinas simples, a qual esta ilustrada na figura 3,

furanocumarinas, piranocumarinas e as piranocumarinas substituidas.

CCL
O O

7

Figura 3: Estrutura da cumarina. 14



Cumarinas naturais, bem como sintéticas tém atraido muita atencao
recentemente devido aos resultados satisfatorios das suas atividades
farmacoldgicas. Portanto a sintese destes heterociclos € de grande interesse
do ponto de vista da quimica organica medicinal.

Varios métodos de sintese de cumarinas tém sido empregados e a
escolha dentre eles depende do padrédo de substituicdo desejado. Algumas
metodologias sdo baseadas nas reacBes de Perkin,® Reformatsky,?
Knoevenagel,?’ Wittig e Pechmann.?®%°

Entretanto, outra metodologia para a sintese das cumarinas € o uso de
irradiacdo de micro-ondas (MW) que tem sido reportado como uma excelente
ferramenta na sintese de cumarinas com substituicdo no C-4 e
diidréxicumarinas.*

Dentre as metodologias sintéticas existentes para a obtencdo dos
derivados de cumarinas, destaca-se a condensagédo de Pechmann, por ser um
rota sintética rapida, eficaz que apresenta as devidas possibilidades de
substituicdo no anel.

Essa reacdo se baseia na reacado entre um [(B-cetoéster e um composto
fendlico, na presenca de &cido de Brgnsted ou &cido de Lewis, conforme

Esquema 4.3132

X

S RMOEt S

o O

Esquema 4: Reacdo de Pechmann para sintese da cumarina.
Fonte:Bioorg. Med. Chem. Lett. V.12, p.783, 2002. (adaptada).

2.4. Atividade Bioldgica das Cumarinas

Assim como 0s compostos organosselénio, as cumarinas sédo bastante
exploradas em quimica medicinal e tem suas propriedades biologicas
reconhecidas.*® Tais moléculas possuem uma extensa variedade de atividades

farmacoldgicas como antitumorais, antidiabéticas, antioxidantes,

15



antimicrobianas, anticolinesterasicas, anti-inflamatorias entre outras. Percebe-
se que a inibicdo do estresse oxidativo € um fator que contribui para cada um
desses testes bioldgicos citados anteriormente. Portanto, as cumarinas tém
sido relatadas para impedir a formacdo dessas espécies reativas de oxigénio
evitando o extresse oxidativo. Logo, existe claramente um interesse atual no
desenvolvimento de moléculas com alta atividade antioxidante como
candidatos potenciais a farmacos a serem adotadas contra estas patologias, e
cumarinas se destacam como antioxidantes promissores com interesse

farmacolégico.*

Dentro deste contexto, hidroxicumarinas tém atraido grande interesse
por causa das suas propriedades farmacolégicas potencializadas (Figura
4).Entre estas propriedades, os seus efeitos antioxidantes foram amplamente
estudados, na qual esta relacionada com a posicdo do grupamento hidroxila
ligada a cumarina. Por exemplo, a Umbeliferona 7 (7-hidroxicumarina) € um
antioxidante natural além de apresentar propriedades vaso dilatadoras.®
Estudos revelam que estruturas que apresentam mais grupos hidroxilas
possuem uma atividade antioxidante mais eficaz, conforme na figura 4, os
compostos 8 e 9 tém uma atividade mais pronunciada que o composto 7,

acredita-se ser pelo aumento na densidade eletrdnica no anel aromatico.>®

COOH
/Oii ) )
HO O O HO (@) O HO O @]
7 OH 8 OH 9

Figura 4: Estruturas de hidréxicumarinas com potencial antioxidante.
Fonte: Journal of Molecular Sciences, v. 13, p. 7260-7270, 2012.(adaptada).

Outros estudos também tém demonstrado que cumarinas possuem uma
atividade inibitoria potente no que diz respeito a enzima acetilcolinesterase
(AChE).*® Adicionalmente, a funcionalizacdo do anel aromético de cumarinas
tem levado ao desenvolvimento de analogos que sao capazes de inibir a

agregacgao da proteina beta-amildéide. Ambas atividades estdo relacionadas a

16



patogénese da doenca de Alzheimer e isso demonstra mais uma vertente de

aplicacdo para este tipo de estrutura.®

17



3.0BJETIVOS

3.10bjetivos Gerais

O presente trabalho de conclusdo do curso de bacharel em gquimica tem
como objetivo geral sintetizar e avaliar o potencial antioxidante de novos

compostos derivados de cumarinas funcionalizados com selénio.

3.20bjetivos Especificos

e Sintetizar os materiais de partida: 4-cloro-cumarinas, de acordo com
o procedimento descrito em literatura.

e Obter as selenocumarinas substituidas (selenoésteres,
selenocianatos e disseleneto) através da metodologia proposta e
determinar as melhores condi¢Bes reacionais para a obtencdo dos
compostos alvos

e Identificar os compostos sintetizados através de *H RMN, *C RMN,
e espectrometria de Massas, quando necessario.

e Avaliar a atividade antioxidante dos produtos sintetizados.
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4. METODOLOGIA
4.1. Solventes e Reagentes

e A cumarina que foi utilizada nesse projeto foi sintetizada de acordo com o
item 4.3.1. Os demais materiais de partida (cloreto &cido, selenocianato de
potéssio) foram provenientes de fontes comerciais (Aldrich e Acros).

e Os solventes orgéanicos usados para isolamento e purificagcdo dos
produtos foram de fontes comerciais (Vetec e Synth).

e As purificagbes foram realizadas por recristalizacdo ou cromatografia em
coluna utilizando fase estacionéria de silica gel 0,063 - 0,2 mesh. As fracdes
purificadas foram identificadas por cromatografia em camada delgada (CCD)
utilizando placas de aluminio recobertas por silica gel de marca Whatman, com
0,25 mm de espessura.

e Para identificacdo dos produtos utilizando CCD, foi utilizados alguns
métodos, como revelacdo em camara de iodo, revelacdo em camara de luz
ultravioleta e revelacdo com reagente de vanilina &cida com posterior

aguecimento.

4.2. Equipamentos

e Os rota-evaporadores utilizados para a remocéao dos solventes foram do
tipo M Bichi HB -140.

¢ A linha de vacuo que foi utilizada para a secagem final dos produtos,
esta equipada com uma bomba de alto-vacuo Vacuum brand modelo RD
4,4,3m% h.

e As analises de ressonancias magnéticas nuclear de hidrogénio e
carbono 13 foram realizadas em um espectrbmetro Varian AS-400,
operando em 400 MHz e 100 MHz, e também pelo espectrometro Bruker
operando em 200 MHz e 50 MHz, sendo ambos equipamentos
localizados na Central de Analise do DQ-UFSC.

e Os espectros de massas de alta resolugcéo foram obtidos a partir de um
aparelno Bruker MicrOTOF-Q 1l (Bruker Daltonics, Billerica, EUA)
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operando em modo APPI (Fotoionizacdo a Pressdo Atmosférica) no
CEBIME - Laboratério Central de Biologia Molecular Estrutural da
UFSC.

e Os dados de absorcao de luz ultravioleta foram obtidos a partir de um
espectrofotometro (Cary 60 UV-Vis Spectrophotometer) com arranjo de

diodos, com célula termostatica do LabSelen-UFSC.

4.3. Procedimentos Experimentais
4.3.1 Procedimento geral para a sintese das 4-cloro-cumarinas.

Em um baldo de duas bocas foram colocados os determinados
compostos fendlicos (30 mmol), o 4-Cl-acetoacetato de etila (30 mmol), 45 mL
de H,SO, concentrado. O meio reacional foi resfriado em um banho de gelo a
0°C e ficou sob agitacédo pelo tempo necessario para completa reacdo. Apos o
término da reacdo, na qual foi verificado por cromatografia em camada
delgada, o work-up da reacéo foi feito pela adicdo da mistura reacional a um
becker contendo gelo triturado. O sélido formado foi filtrado e lavado com
porcdes de agua gelada, e posteriormente foi seco sob vacuo.

Os produtos foram utilizados posteriormente sem purificacdo adicional.
Os dados das analises espectroscopicas dos produtos obtidos seguem abaixo.

ol 4-(clorometil)-7-hidréxi-2H-cromen-2-ona (12a)
Rendimento: 63%.

= Caracteristicas Fisicas: Solido amarelo.

HO 0" "Of RMN *H (400 MHz, DMSO - d°): = 4,95 (s, 2H); 6,43 (s,

1H); 6,78 (d, J= 2,4Hz, 1H); 6,87(dd, J= 6,4 e 2,4Hz, 1H): 7,70 (d, J= 6,4,
1H).*C RMN (400 MHz, DMSO - d°®): ¢ = 41,71; 102,87; 109,66; 111,25;
113,51; 126,63; 151,16: 155,54; 160,72.
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cl 4-(clorometil)-7,8-diidréxi-2H-cromen-2-ona (12b)
Rendimento: 40%
Caracteristicas Fisicas: Solido amarelo.

HO 9" "9 RMN *H (200 MHz, DMSO — d®): 6= 4,93 (s, 2H); 6,43 (s,

OH

1H); 6,88 (d, J= 8,7Hz, 1H); 7,20 (d, J= 8,7Hz, 1H).

4.3.2 Procedimento geral para a sintese dos selenoésteres.

Em um baldo de duas bocas, munido de barra magnética de agitacéo,
sob atmosfera de argobnio, foi suspendido o selénio (3,6 mmol) em 10mL de
etanol. A essa suspensdao foi adicionado aos poucos, boroidreto de sédio (7,2
mmol) e apos ocorrer o desprendimento de gas a solugéo tornou-se incolor.
Apoés a adicdo do boroidreto de sédio esperou-se cessar o desprendimento de
gas e adicionou-se o cloreto de acido adequado (3,6 mmol), 0 meio reacional
torna-se alaranjado/vermelho. Ap6s 30 minutos adicionou-se o eletréfilo
adequado (4-cloro- cumarina) (3mmol). A reacao foi monitorada por CCD até o
consumo total do eletrofilo. A mistura reacional foi entdo extraida com acetato
de etila e NH4CI, e a fase organica seca com MgSQO, e o solvente removido sob
vacuo. O produto foi purificado por cromatografia liquida em coluna eluindo-se
com uma mistura apropriada de 40:60 hexano/acetato de etila.

Os dados das andlises espectroscopicas dos produtos obtidos seguem

abaixo.
o) Se-((7-hidréxi-2-0xo0-2H-cromen-4il) metil)
Se)J\©\ 4-metilselenobenzoato (15a)
Rendimento: 64%
B
Caracteristicas Fisicas: Sélido amarelo.
HO 0~ o

RMN *H (200 MHz, DMSO - d°): = 2,37 (s, 3H);
4,41 (s, 2H); 6,33 (s, 1H); 6,73 (s, 1H); 6,84 (d, J= 6,8, 1H); 7,38(d, J= 7,8Hz,
2H); 7,66(d, J= 7,8Hz, 1H); 7,80 (d, J= 7,8Hz, 2H); 10,62 (s,1H).HRMS (APPI)
m/z calculado para CigH1404Se [M+H] 375,0131; encontrado 375,0136.
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o) Se-((7,8-diidroxi-2-oxo-2H-cromen-4-il)metil) 4-
Se)l\©\ metilselenobenzoato (15b)
Rendimento: 40%
Caracteristicas Fisicas: Solido amarelo.
"o OH e RMN *H (200 MHz, DMSO - d°: &= 2,37 (s, 3H);
4,40 (s, 2H); 6,33 (s, 1H); 6,83 (d, J= 8,7Hz, 1H);
7,16 (d, J=8,7Hz,1H); 7,37 (d, J = 8,2Hz, 2H); 7,79 (d,J = 8,2Hz, 2H); 9,37
(s,1H); 10,15(s,1H). RMN *C (200 MHz, DMSO - d°): 6 = 26,42; 29,04; 115,71;
116,17; 117,43; 120,42; 132,28; 135,12; 137,70; 140,20; 148,91; 150,65;
154,92; 159,15; 165,22; 197,51. HRMS (APPI) m/z calculado para C13H1405Se
[M+H] 391,0080; encontrado 391,0084.

o)
Se-((7,8-diidroxi-2-oxo-2H-cromen-4-il)metil)
Se selenobenzoato (15c¢)
X Rendimento: 30%
HO o Yo Caracteristicas Fisicas: Sélido  amarelo.
OH RMN *H (400 MHz, DMSO - d°): 6= 4,43 (s, 2H);

6,35 (s, 1H); 6,84 (d, J= 8,7Hz, 1H); 7,17 (d, J= 8,7Hz,1H); 7,61- 7,53 (m, 5H);
9,39 (s,1H); 10,17 (s,1H).HRMS (APPI) m/z calculado para C;7H12,0sSe [M+H]
376,9924; encontrado 376, 9919.

4.3.3 Procedimento geral para a sintese dos selenocianatos.

Em um baldo de uma boca sob agitacdo magnética, foi adicionado a 4-
cloro-cumarina desejada (3 mmol), o selenocianato de potassio (4,5 mmol) e
15mL de metanol. O meio reacional foi agitado por 24 horas a temperatura
ambiente, o fim da reacdo foi acompanhado por CCD até consumir todo o
material de partida. A mistura reacional foi entdo extraida com acetato de etila e
lavado com agua, e a fase organica seca com MgSO,4 e o solvente removido
sob vacuo.Os produtos foram utilizados posteriormente sem purificacéo
adicional.

Os dados das andlises espectroscopicas dos produtos obtidos seguem

abaixo.
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SeCN| 7-hidroxi-4-(selenocianatometil)-2H-cromen-2-ona
(15d)
X

Rendimento: 91%
HO o~ ~o

Caracteristicas Fisicas: Solido amarelo esverdeado.
RMN 'H (200 MHz, DMSO - d°): d= 4,37 (s, 2H); 6,26 (s, 1H); 6,76 (s, 1H) -
6,85 (d, J= 8,7Hz); 7,86 (d, J= 8,7Hz, 1H); 10,66 (s,1H). HRMS (APPI) m/z
calculado para C1:H7NO3Se [M+H] 281,9664; encontrado 281,9668.

secn| 7.8-diidroxi-4-(selenocianatometil)-2H-cromen-2-ona
(15e)

A
Rendimento: 72%
HO 0~ o

OH
RMN 1H (200 MHz, DMSO - dG): o= 4,37 (S, 2H), 6,27 (S, 1H), 6,83 (d1 J=

8,7Hz, 1H); 7,36 (d, J= 8,7Hz, 1H); 9,43 (s, 1H); 10,18 (s,1H). HRMS (APPI)
m/z calculado para C;:H;NO,Se [M+H] 297,9613; encontrado 297,9618.

Caracteristicas Fisicas: Solido amarelo esverdeado.

4.3.4 Procedimento geral para a sintese do disseleneto

Em um baldo de duas bocas, munido de barra magnética de agitacéo,
sob atmosfera de argdnio, foi suspendido o selénio (0,5 mmol) em etanol. A
essa suspensdao foi adicionado aos poucos, boroidreto de sdédio (1,0 mmol),
neste momento ocorre desprendimento de gas e o meio reacional torna-se
incolor, esperou-se cessar o desprendimento de gas e adicionou-se novamente
selénio (0,5 mmol) o meio reacional torna-se vermelho. Apos acrescentou-se a
4-cloro-cumarina (Lmmol) dissolvida previamente em THF. Deixou-se a mistura
reacional agitando por 72 horas até o completo consumo do material de
partida, monitorada por CCD. A solucdo foi extraida com acetato de etila e
agua, e a fase organica seca com MgSQO, e o solvente removido sob vacuo. O
produto foi purificado por cromatografia liquida em coluna eluindo-se com uma

mistura apropriada de hexano/acetato de etila.
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O dado das anélises espectroscopicas do produto obtido segue abaixo.

Se}_ Disseleneto derivado do 4-(clorometil)-7-hidréxi-2H-
2| cromen-2-ona (15f)

o Rendimento: 20%

HO O O] caracteristicas Fisicas: Solido amarelado
RMN *H (400 MHz, DMSO — d°):8= 4,09 (s, 4H); 5,84 (s, 2H); 6,81-6,69 (m,
4H); 7,76 (d, J=8,7Hz, 2H); 10,56 (s,2H).HRMS (APPI) m/z calculado para

C20H1406Se, [M+H] 297,9613; encontrado 297,9618.

4.4. Teste de atividades antioxidantes dos compostos sintetizados

4.4.1 Avaliacéo da atividade GPx-like

A atividade catalitica como miméticos da enzima GPx dos compostos
sintetizados foi executada de acordo com o método de Tomoda.*® Em cubeta
de quartzo, se adicionou o catalisador de selénio (concentragéo final = 0,2 e
0,1 mM), tiofenol (concentracao final = 5 mM) e MeOH (1 ml) a 25 (x 2) °C.
Programa-se o espectrofotbmetro 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 perdxido de
hidrogénio (concentracao final = 10 mM) e monitorou-se a reacao por mais 150

segundos aproximadamente. Cada andlise foi feita em triplicata.

24



5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Sintese das 4-cloro-cumarinas

Na primeira etapa do trabalho realizou-se a sintese dos materiais de
partida, as 4-cloro-cumarinas, as quais foram obtidas através de uma
condensacdo de Pechmann, onde reagiu-se um composto fenolico 10 com
diferentes substituintes na por¢cado aromatica, 4-cloroacetoacetato de etila 11 na
proporcdo de 1:1 equivalentes, respectivamente, por duas horas sob catalise
acida.*® Apoés o término da reacdo, a mesma foi transferida a um béquer
contendo gelo picado e &gua, onde ocorreu a precipitacdo do produto, que

posteriormente foi filtrado e seco.

Cl
/@\ O O H,SO, AN
+ >
Cl °
HO OH MOB 0°C, 2h HO o
10 11 12 a
63%
Esquema 5: Sintese do material de partida 12a.
Cl
O O X
H,SO,
+
Cl oo on
HO/©\OH \)J\)J\OEJ( 0°C, 2h HO 0 e
OH 1 OH
10 12b
40%

Esquema 6: Sintese do material de partida 12b.

Como mostrado a cima, as sinteses dos materiais de partida foram
realizadas com sucesso e as 4-cloro-cumarinas foram obtidas com rendimentos
satisfatorios, de 40 e 63%. Foram sintetizados duas cumarinas de partida, que
se diferenciam pela quantidade de grupamentos hidroxilas presentes nas
moléculas; tal substituicdo com hidroxilas foi realizada a fim de avaliar a
influéncia desses grupamentos na atividade antioxidante dos compostos

sintetizados.
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As analises das 4-cloro-cumarinas foram feitas com os compostos em seu

estado bruto, a pureza dos compostos foi verificada por CCD e RMN.

5.2. Sintese dos Selenoésteres

Nesta etapa do trabalho foi realizada a sintese das cumarinas
funcionalizadas com selénio contendo a funcdo selenoésteres. Para tanto, foi
utilizada uma metodologia descrita em literatura.*® Empregou-se uma rota
sintética na qual, primeiramente a espécie nucleofilica de selénio NaSeH 13 é
gerada in situ através da reacdo de selénio elementar com boroidreto de sodio
em etanol sob atmosfera inerte. Em seguida foi adicionado ao intermediario 13
o cloreto de acido desejado, obtendo-se assim o selenocarboxilato 14

(Esquemay?).

0]

O)(m o}

EtOH R [SNIC)

Se® + NaBH,4 A [ NaSeH] > /©)J\SeNa
R

r.O
13

Esquema 7: Formacao do intermediario Selenocarboxilato14.

Apoés a formacdo do intermediario 14,0 mesmo reage com a cumarina
adequada promovendo a substituicdo do atomo de cloro, levando a formacgéao
dos produtos (15a-c) como apresentado na tabela abaixo.
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Tabela 1: Sintese dos Selenoésteres.

o (@)
R2 RZ
A > A
12h
HO (@) (@] HO (@) (@]
R’ R
15a-c
# R! R? Produto Rendimento
1 H CHs3 o 64%
0
HO 0o
15a
2 OH CHs3 o 40%
e
HO (OJN O]
OH
15b
3 OH H O 30%
0
A
HO O 0O
OH

15¢

Como pode ser observado na tabela 1, foram sintetizados trés
selenoésteres (15a-c), com diferentes substituintes. De forma geral os
selenoésteres foram obtidos em rendimentos moderados. A presenca dos
grupamentos hidroxila pode ter prejudicado os rendimentos das reacdes, visto
que a presenca dos grupamentos hidroxila tem um carater 4cido pronunciado e
os nucledfilos (selenolatos) possuem um certo carater basico.

Cabe salientar que os produtos formados foram de dificil purificacdo em
coluna cromatogréfica pois os materiais de partida que ndo foram consumidos

na reacdo possuiam o mesmo Rf dos produtos na proporcdo de eluente
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estabelecidas. Apds a purificacdo por cromatografia liquida em coluna, os
selenoésteres foram caracterizados por RMN de H e 13C.

A titulo de exemplo, abaixo se encontra o espectro de hidrogénio do
composto 15b (Figura 5), o qual foi obtido na frequéncia de 200 MHz, em
solvente DMSO-d® e apresenta todos os sinais caracteristicos do composto em

questéao.

o

B3B- 144H
e
N CH3 |
HO (ONe] (\ ‘w r

B3B- 144H

/ / / / 7

b 8 ] )
o N = ]

T T T T T T T
80 78 76 74 72 70 68 6.6
1 (ppm)

g 5 P8 L

1
0.

2,261
1123
111=
7 1se=
3.05=

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
11,5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0f ( 5.5 ) 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.
1 (ppm

Figura 5: Espectro de RMN de hidrogénio do composto 15b em DMSO-d® a 200 MHz.

Na regido de 2,37 ppm encontra-se um singleto referente a metila ligada a
fenila, o qual possui um valor de integracao referente aos trés hidrogénios. Em
seguida é possivel observar um singleto na regido de 4,40 ppm com integral
referente aos dois hidrogénios do CH; alilico. Posteriormente em 6,33ppm um
singleto referente ao hidrogénio vinilico ligado, presente no anel da cumarina.

Na regido de 6,83 ppm observa-se um dubleto (J = 8,7 Hz) referente a
um hidrogénio, ja em 7,16 ppm refere-se a um dubleto ( J = 8,7 Hz) de um
hidrogénio.Ja na regido de 7,37 a 7,79 ppm encontram-se dois dubletos (J= 8,2
Hz) que refere-se aos hidrogénios presentes no anel aromatico que possui o
substituinte metila. Na regido de campo baixo, percebe-se dois singletos um
em 9,37 ppm e outro em 10ppm, que referem-se aos hidrogénios das
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hidroxilas. No espectro de RMN »C, por sua vez, observa-se os sinais

referentes a todos os carbonos do composto 15b (Figura 6).

temp o
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/
-
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OH
15b
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Figura 6: Espectro de RMN de carbono do composto 15b em DMSO-d® a 200 MHz.

Na regido de campo mais alto, em 26,42 ppm, pode ser atribuido ao
carbono metilico, j& em 29,04 ppm, pode ser atribuido ao CH alilico presente
na molécula. Entre 115,71 e 165,52 ppm encontram-se 13 sinais referentes aos
carbonos aromaticos presentes na estrutura. Ja o sinal em campo mais baixo
197,51 refere-se ao carbono da carbonila. Cabe salientar que por RMN de *C
pode constatar-se a fraca interacdo do atomo de selénio com a carbonila
através do efeito mesomérico. Esteres e amidas possuem uma forte interagéo
por efeito de ressonancia e isso pode ser observado nos sinal do carbono
carbonilico destes compostos na regido de campo mais alto do espectro, entre
150 e 170 ppm. Diferentemente, o carbono carbonilico do selenoéster
apresentou um deslocamento quimico em 197,51 comprovando a fraca
interacdo com o carbono da carbonila quando comparado aos ésteres e
amidas.

Os compostos também foram analisados por espectroscopia de massas
de alta resolugdo em modo positivo e com fonte de ionizagcdo APPI, com a qual

foi possivel verificar o pico do ion molecular das cumarinas funcionalizadas
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com selénio com a distribui¢do isotépica caracteristica. E possivel observar na

Figura 7, o espectro de massas expandido do composto 15b, no qual é

observado o pico referente a sua massa encontrada. A massa calculada para
C1gH1405Se [M+H]" era de 391,0080, e o encontrado foi 391,0084.

1

|
\
|
1 3850127
Q*— - A

387.0105

388.00e1
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393,0020

390.0116
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N S T .
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S

+0MS. 0.0.0 dmin ®(2-25)

Figura 7: Espectro de massas de alta resolu¢cdo do composto 15b utilizando fonte de

ionizagédo APPI.

5.3 Sintese dos Selenocianatos

Posteriormente, partiu-se para a sintese das cumarinas contendo

selecianatos, através de uma substituicdo nucleofilica com selenocianato de

potassio. Para a obtencdo das moléculas alvos, reagiu-se a cumarina,

selenocianato de potassio em metanol durante 24 horas, conforme o0s

esquemas 8 e 9 abaixo.

HO
12a

\

Cl

X

O

O

KSeCN, Metanol

t.a, 24hrs

HO

o O

15d
91%

SeCN

X

J

Esquema 8: Rota sintética para obtengéo do selenocianato da cumarinalsd.
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Cl SeCN

N KSeCN, Metanol - \

t.a., 24hrs
HO O (e} HO 0] 0]

OH OH
12b 15e
73%

Esquema 9: Rota sintética para obtencao do selecionato da cumarinalse.

Foram sintetizado dois selenocianatos, com substituintes diferentes na
porcdo do nudcleo cumarinico. Novamente, observou-se um decréscimo no
rendimento quando duas hidroxilas estavam presentes na estrutura. Todavia, a
rota sintética mostrou-se simples e eficiente para ambos os casos, pois
apresentou rendimentos altos. Os produtos ndo precisaram de purificacfes
adicionais, devido ao fato de tanto no CCD, quanto nas analises de RMN o

produto apresentar-se puro.
5.4 Sintese dos Disselenetos

Nessa etapa do trabalho, realizou-se a sintese de disselenetos e para
isso, diversas metodologias foram testadas. A reacao primeiramente foi testada
através da desprotecdo do respectivo selenocianato em meio basico ** para
essa rota sintética adicionou-se o selecianato, e como solvente da reacao
Etanol/H,O (2:1), o produto foi obtido porém, somente tracos do mesmo o qual
tornou-se dificil quantificar, o produto majoritario dessa reacdo € a cumarina

reduzida (esquema 10).

Testou-se entdo a desprotecéo do selenocianato em meio redutor mas

infelizmente a molécula alvo n&o foi alcancada conforme o esquema 11.%2
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SeCN

_ KCO3
EtOH/THF

14h

Tragos

Esquema 10: Rota sintética 1 da desprotecdo do selenocianato.

SeCN

Se
b
N Se®, NaBH, ){ N
EtOH
HO o O 48h HO o "0

15d

Esquema 11: Rota sintética 2 da desprote¢cdo do selenocianato.

Logo, apoOs algumas tentativas sem sucesso para a formacdo do
disseleneto através da desprotecdo do selenocianato, testou-se uma outra
alternativa para a obtencédo da molécula alvo. Partindo-se da cumarina livre de
selénio como material de partida e faz-se reagir com a espécie nucleofilica
Na,Se; na qual é formada quando reagiu-se o Se® com o boroidreto de sédio

durante 72 horas como pode ser visto no esquema 12.

C| Se
>;
N Se°, NaBH, N
EtOH/THF
HO o "0 72h HO o~ o
12a 15f
18%

Esquema 12: Sintese do disseleneto 15f derivado da cumarina.

Todavia, como pode ser observado a molécula alvo foi obtida com um
rendimento de 18%. Isso se deve ao fato da cumarina reduzida ser o produto
majoritario.O produto foi purificado através de coluna cromatografica e
posteriormente analise de RMN foi realizada para a caracterizacdo da
molécula.
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5.5 Teste de atividade antioxidante dos compostos sintetizados

5.5.1 Avaliacdo da atividade GPx-like

Os compostos sintetizados tiveram seu potencial antioxidante como
miméticos da enzima GPx avaliado pelo método de Tomoda,*® o qual utiliza
tiofenol (PhSH) como um substituto da glutationa. Este método consiste no
monitoramento da oxidacdo do tiol ao seu respectivo dissulfeto (PhSSPh),
mediada por peroxido de hidrogénio (H202). A formacdo do dissulfeto €&
verificada por espectrofotometria de UV-vis em 305 nm.

Todos as cumarinas funcionalizadas com selénio foram submetidos ao
teste de atividade GPx-like pelo método de Tomoda, por uma estudante de
nosso grupo de pesquisa (Sumbal Saba). Os resultados podem ser observados

no Gréfico 1 e na Tabela 2. O ebselen (Ebs) foi utilizado como padréo positivo.

Gréfico 1 - Formacédo de PhSSPh catalisada pelos compostos 15a,15b, 15c, 15d, 15e,
15f ,Disseleneto de difenila e Ebselen.
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KRR NN

0 50 100 150 200 250 300
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No Grafico 1 é possivel observar a formacdo de dissulfeto de difenila
(PhSSPh) ap6s a adicdo do H,O, a solugédo reacional contendo o solvente
(1ml), tiofenol (2,0mM) e os catalisadores (0,1mM). E possivel observar que a
concentracdo do PhSSPh aumenta em fungédo do tempo, e que 0S compostos

15e e 15f catalisam a reacdo mais eficientemente.
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Tabela 2 - Atividade GPx-like dos compostos 15a,15b, 15c¢, 15d, 15e, 15f ,
Disseleneto de Difenila e Ebselen.

SH Catalisador (0,1mM) ©\
2 ©/ + HyO, s°S + 2H0
MeOH

Entrada® Catalisador® Tso (Min)©° Eficiéncia Eficiéncia
relativa ao relativa ao
Ebselen Disseleneto

1 j\@ 308.63+(11.01) i i
Se’

;L@\ 201.93+(6.38) i i
Se’
OH

15b

0 276.66+(9.49) - -
Se
HO/Q\/O&O
OH

15¢

4 SeCN  176.644(6.12) - -
LIEL
HO 0" o
15d

5 SeCN  125.79+(4.89) 1.19 -
Qﬁ
HO O [0}
OH
15e
6 se} 69.95+(0.77) 2.15 -
Qﬁ
HO O O
15f
7 EbSelen 150.51+(4.47) 1 -

8 DPDS 56.32+(2.35) 2.67 1 34




4Sob esta condicdo a adicdo de H,0O, na auséncia do composto organosselénio nio
produziu qualquer oxidacéo significativa de PhSH.

®MeOH (1 mL); catalisador (0,2 mM); PhSH (5 mM); H,O, (10 mM)

°T50 é o tempo necessario, em minutos para reduzir a concentracéo do tiol em 50%
apos a adicdo do H,0,.

YDado em parenteses: erro experimental.

Na Tabela 2 é observado os valores de Tsy para os compostos avaliados.
Todos os compostos avaliados apresentaram atividade GPx-like, sendo que
dois deles apresentaram atividade GPx-like superior ao padrao ebselen.

Dentre os dois compostos mais ativos (15e, 15f), o composto 15e
apresentou um valor de Tsg igual a 125.79+(4.89) sendo 1,19 vezes superior ao
padrao ebselen. O disseleneto 15f foi o composto que melhor catalisou a
reacao, apresentando um valor de T5,=69.95+(0.77) mostrando atividade GPx-
like 2,15 vezes superior ao padrao Ebselen, e superior também aos demais

selenocianatos e selenoésteres.
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6. CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSAO

Considerando-se 0s objetivos propostos para o presente trabalho e
analisando-se os resultados obtidos, algumas conclusdes e consideracdes
relevantes podem ser feitas.

O trabalho teve como foco principal a sintese e a avaliagdo antioxidante
de uma série de novas cumarinas funcionalizadas com selénio. Nesse
contexto, pode-se considerar que o projeto foi realizado com sucesso, pois foi
desenvolvida uma rota sintética eficaz para a obtencdo das diferentes
cumarinas contendo a porcéo de selénio. Os produtos desejados foram obtidos
em rendimentos que variaram de 18 a 91%.

Outro aspecto importante do presente trabalho foi a atividade antioxidante
desses compostos, pois apresentaram atividade antioxidante como mimeéticos
da enzima GPx. Com destaque para os compostos 15f e 15e, que
apresentaram valores superiores ao padréo Ebselen.

Como perspectiva, a partir destes estudos preliminares, planeja-se a
sintese de uma classe maior de compostos selenoésteres, selenocianatos e
disselenetos derivados do nucleo cumarinico e a avaliacdo do potencial
antioxidante destes compostos através dos testes de GPx bem como outros
ensaios biolégicos para uma melhor compreensdo da relacdo estrutura-
atividade.

Futuramente, apdés a realizacdo de alguns estudos planeja-se a
publicacdo destes resultados na forma de uma patente, assim como em um

periodico de fator de impacto relevante.
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ANEXOS

Anexo 01: Espectro de RMN *H do composto 12a em DMSO-d®a 200 MHz.
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Anexo 02: Espectro de RMN **C do composto 12a em DMSO-d®a 200 MHz.
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Anexo 03: Espectro de RMN *H do composto 12b em DMSO-d°® a 200 MHz,
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Anexo 04: Espectro de RMN *H do composto 15a em DMSO-d® a 200 MHz
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Anexo 05: Espectro de massas de alta resolucédo do composto 15a utilizando
fonte de ionizag&o APPI.
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Anexo 06: Espectro de RMN *H do composto 15b em DMSO-d® a 200 MHz.
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Anexo 07: Espectro de RMN **C do composto 15b em DMSO-d® a 200 MHz.
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Anexo 08: Espectro de massas de alta resolucéo do composto 15b utilizando

fonte de ionizacdo APPI.
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Anexo 09: Espectro de RMN *H do composto 15¢c em DMSO-d® a 200 MHz.
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Anexo 10: Espectro de massas de alta resolugcédo do composto 15c¢ utilizando
fonte de ionizag&o APPI.
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Anexo 11: Espectro de RMN *H do composto 15d em DMSO-d® a 200 MHz.
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Anexo 12: Espectro de massas de alta resolucéo do composto 15d utilizando
fonte de ionizag&o APPI.
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Anexo 13: Espectro de RMN *H do composto 15e em DMSO-d® a 200 MHz.
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Anexo 14: Espectro de massas de alta resolucdo do composto 15e utilizando
fonte de ionizacdo APPI.
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Anexo 15: Espectro de RMN *H do composto 15f em DMSO-d® a 200 MHz.
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Anexo 16: Espectro de massas de alta resolucédo do composto 15f utilizando
fonte de ionizag&o APPI.
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