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RESUMO

A presente tese de Doutorado descreve o desenvolvimento de uma nova
metodologia sintética para a obten¢do de 3-selanil-isoflavondides a partir da reagao
de ciclizagdo de 2’-hidroxifenilenaminonas, empregando disselenetos como fonte de
grupos de organosselénio e acido tricloroisocianurico (TCCA) como mediador
ambientalmente amigavel. Foram avaliados dezessete conjuntos de condigdes
reacionais a fim de se determinar qual seria o conjunto mais eficiente para a reagao
estudada. Dentre os parametros avaliados encontram-se as proporcoes
estequiométricas entre os reagentes, o solvente reacional utilizado, o tempo
reacional e a temperatura, obtendo-se rendimentos de até 95%. A avaliagédo do
escopo reacional da metodologia produziu vinte e dois exemplos de 3-selanil-
isoflavonas, utilizando as condicdes reacionais preestabelecidas com rendimentos
de 34% a 95%. Por fim, todos os compostos obtidos foram submetidos a ensaios de
inibicdo enzimatica in vitro da main protease (MP©) do SARS-CoV-2, resultando em

valores de inibigdo a 200 mmol/L que variaram de 49% a 94%.

Palavras-chave: sintese organica; quimica verde; selénio; flavonoides, TCCA



ABSTRACT

The present Doctoral thesis describes the development of a new synthetic
methodology for obtaining 3-selanyl-isoflavonoids through the cyclization reaction of
2'-hydroxyphenyl-enaminones, using diselenides as a source of organoselenium
groups and trichloroisocyanuric acid (TCCA) as an environmentally friendly mediator.
Seventeen sets of reaction conditions were evaluated to determine the most efficient
set for the studied reaction. Among the evaluated parameters are the stoichiometric
proportions between the reagents, the solvent used, the reaction time, and the
temperature, achieving yields of up to 95%. The evaluation of the reaction scope of
the methodology produced twenty-two examples of 3-selanyl-isoflavones, using the
pre-established reaction conditions with yields ranging from 34% to 95%. Finally, all
the obtained compounds were subjected to in vitro enzymatic inhibition assays of the
main protease (Mpro) of SARS-CoV-2, resulting in inhibition values at 200 mmol/L
ranging from 49% to 94%.

Keywords: organic synthesis; green chemistry; selenium; flavonoids
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1. INTRODUGAO

Moléculas organicas contendo selénio em sua estrutura sao notérias por
suas atividades bioldgicas com grande potencial terapéutico, tais como anti-cancer
(DENG et al., 2022; RAMOS-INZA et al., 2022), antioxidante (STRALIOTTO et al.,
2013), antibacteriano (MACEGONIUK et al., 2016), anti-Alzheimer (SCHEIDE NETO
et al., 2020), entre outros. Por conta disso, muitos esforgcos sao constantemente
direcionados a producdo de novas metodologias que visem a obtencdo de
compostos organicos selenilados, sobretudo de metodologias que apresentem baixo
impacto ambiental (CHUAI et al., 2021).

As flavonas (4H-cromen-4-onas), por sua vez, constituem uma classe de
compostos heterociclicos oxigenados que sdo comumente encontrados em diversas
matrizes de origem natural, mas que também podem ser obtidos por vias sintéticas
(GASPAR et al., 2014). Compostos contendo esse nucleo estrutural ja
demonstraram serem ativos biologicamente, apresentando atividades como
antioxidante e anti-inflamatoria (CHEN, Hongxia; OLATUNJI; ZHOU, 2016), anti-
cancer (PATIL et al., 2021; YAN et al., 2017), antimicrobiana (PRAKASH; KUMAR,;
PARKASH, 2008), antidepressiva (DESIDERI et al., 2016), entre diversas outras
(GASPAR et al., 2014; KARAK, 2019). Nesse contexto, embora existam registros
literarios de metodologias para a obtencdo dessa classe de compostos, poucas
delas se destacam como alternativas ambientalmente sustentaveis, alinhadas aos
principios da Quimica Verde (FENG et al., 2019; GODOI et al., 2011; RAFIQUE et
al., 2017).

A Quimica Verde, por sua vez, representa uma disciplina no ambito das
ciéncias quimicas dedicada a concepgao de produtos e processos que sejam mais
seguros e menos prejudiciais ao meio ambiente. O termo "Quimica Verde",
juntamente com os doze principios fundamentais que constituem os alicerces dessa
area do conhecimento, foi inicialmente proposto por Paul Anastas em 1997
(ANASTAS, P.T.; WARNER, 1997). No cenario atual, a Quimica Verde ocupa uma
posicao destacada entre os temas de pesquisa mais relevantes, especialmente em
face do significativo impacto ambiental resultante da atividade humana nas ultimas
décadas.

Por conseguinte, considerando a relevancia medicinal das flavonas e dos

compostos organosselénio, acredita-se que hibridos moleculares que combinem
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essas caracteristicas estruturais possam exibir atividades biologicas de interesse. Ja
existem relatos na literatura reportando que hibridos moleculares da Quercetina, um
flavonoide natural, funcionalizados com selénio demonstraram atividade inibitéria da
main protase (MP®), uma das enzimas de replicagdo do virus SARS-CoV-2
(MANGIAVACCHI et al., 2021).

O SARS-CoV-2 é um patégeno viral pertencente a classe dos beta
coronavirus capaz de infectar seres humanos, causando sintomas respiratérios
semelhantes aos da gripe comum, podendo variar de quadros simples a complexos
(HU, Ben et al., 2020). Esse agente etiolégico foi o causador de um evento
pandémico de grandes proporgdes, sendo a maior pandemia registrada no século: a
Pandemia da Covid-19, onde pelo menos 7 milhdes de pessoas perderam suas
vidas (COVID-19 DEATHS | WHO COVID-19 DASHBOARD, [s. d.]).

Felizmente, o uso de imunizagdo em massa por meio de campanhas de
vacinagao no mundo inteiro estabilizou a situagdo do espalhamento descontrolado
da Covid-19, efetivamente extinguindo a situagdo de pandemia no comecgo de 2023.
Apesar disso, casos ativos da doenca continuardo a ocorrer indefinidamente no
mundo, fato que revela a necessidade de novas alternativas terapéuticas que
possam ser utilizadas no tratamento das formas mais graves da doenca.

Nesse sentido, um alvo terapéutico de interesse a ser levado em
consideragao para o desenvolvimento de novos farmacos contra a Covid-19 é a
main protease (MP™), também conhecida como C3LP©°, do SARS-CoV-2. Essa
enzima € uma protease envolvida na producao de proteinas virais ndo estruturais e
que, se inibida, impossibilita a continuidade do ciclo de infecgao viral. Ja existe um
medicamento disponivel comercialmente, sob o nome de Paxlovid, que utiliza
justamente essa estratégia de inibicdo da C3LP™ como mecanismo de agdo (AMANI;
AMANI, 2023; NIRAJ et al., 2022).

Tendo tudo isso em vista, o presente estudo descreve o desenvolvimento de
uma nova metodologia sintética com o propédsito de obter hibridos moleculares do
tipo 3-selanil-isoflavonoides (Figura 1), proporcionando uma alternativa as
abordagens ja documentadas na literatura e que seja alinhada aos principios da
Quimica Verde. Além disso, os compostos obtidos deverdo ser testados como
potenciais inibidores da enzima viral MP©, tendo em vista os recentes precedentes
literarios que demonstraram o grande potencial dessa classe de hibridos

moleculares como possiveis farmacos contra a Covid-19 (MANGIAVACCHI et al.,



2021; PANDEY et al., 2021; WEGLARZ-TOMCZAK et al., 2021).

Figura 1. llustracdo das 3-selanil-isoflavonas

Porcao Flavonoide

&

____________

3-selanil-isoflavona

Fonte: Elaborado pelo autor
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. COMPOSTOS FLAVONOIDES

2.1.1. Estrutura e Importancia Medicinal dos Compostos Flavonoides

Os compostos flavonoides sdo um grupo de compostos heterociclicos
oxigenados de alta relevancia bioldgica que se encontram presentes em uma grande
variedade de produtos naturais (KAMBOJ; SINGH, 2021). Existem dois grandes
grupos de compostos flavonoides presentes na natureza, que se diferem entre si
estruturalmente pela posicéo do grupamento fenila ligado ao anel 4H-chromen-4-ona
(Esquema 1).

Se o grupamento fenila estiver ligado a posicéo 2 do anel 4H-chromen-4-ona
ele sera pertencente ao grupo das Flavonas (2), sendo a Diosmina (2a) um classico
exemplo de molécula contendo esse nucleo estrutural que ja demonstrou diversas
atividades bioldgicas de interesse como anti-inflamatéria, antioxidante, entre outras
(HUWAIT; MOBASHIR, 2022).

Ja caso o grupamento fenila se encontre ligado a posi¢céo 3 do anel, ele sera
pertencente ao grupo das Isoflavonas (3), sendo a Biocanina A (3a) um exemplo de
composto Isoflavonoide natural que também ja demonstrou possuir atividades

biolégicas de interesse como anticancer (KRIZOVA et al., 2019).

Esquema 1. Compostos Flavondides e Isoflavonéides com exemplos.

(o) (o) (0]
5
(0] 7 Zs o~ 2 (0] Ph
3-fenil-4H-chromen-4-ona 4H-ch 14 2-fenil-4H-chromen-4-ona
Isoflavona < rorrjlen- -ona Flavona
3 2

OMe
7
OH O O Glicosideo
HO I (0]

Biocanina A (3a) Diosmina (2a)
(KRIZOVA et al., 2019). (HUWAIT, MOBASHIR, 2022)

OH

Fonte: elaborado pelo autor.
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Além desses exemplos, diversos outros compostos flavondides ja
demonstraram apresentar atividades biolégicas importantes (Figura 1), tais como
antioxidante e anti-inflamatoria (CHEN, Hongxia; OLATUNJI; ZHOU, 2016), anti-
cancer (PATIL et al., 2021; YAN et al., 2017), antimicrobiana (PRAKASH; KUMAR,;
PARKASH, 2008), antidepressiva (DESIDERI et al., 2016), entre diversas outras
(GASPAR et al., 2014; KARAK, 2019). Tendo isso vista, muitas metodologias
sintéticas ja foram desenvolvidas visando tanto a construgdo desses heterociclos,

bem como a sua funcionalizag&o.

Figura 1. Alguns compostos flavonéides com suas atividades biolégicas associadas.

cl o OH
OH O O o HN-N
Z{ SN D—Aril
| P | S ’
cl o N2 N |
I HO o 0~ “OH

Antidepressivo Anti-cancer Antimicrobiano
(DESIDERI et al., 2016) (YAN et al., 2017) (PRAKASH; KUMAR; PARKASH, 2008)

Fonte: elaborado pelo autor.

2.1.2. Métodos Sintéticos para a Construcido de 4H-cromen-4-onas e
Compostos Flavonoides:

Um dos primeiros trabalhos buscando a sintese de compostos flavondides
consiste na reagdao de ciclizacdo de deoxibenzoinas (4a-j), desenvolvida
inicialmente em 1992 por Lévai e Sebok (LEVAI; SEBOK, 1992) e aprimorada por
Liu e colaboradores alguns anos mais tarde (LI, Wanmei; LIU; ZHANG, 2008).
Neste segundo trabalho, os autores reportam o uso de catalise basica, sendo a 4-
dimetilaminopridina (DMAP) a mais eficiente, em ortoformiato de ftrietila (TEOF)
com aquecimento de 100 °C por 4 horas (Esquema 2). Foram obtidos dez
exemplos de isoflavonas (3b-k) pela metodologia, todas com rendimentos

superiores a 90%.
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Esquema 2. Trabalho de obtencéao de isoflavonas de Liu e colaboradores.

o
AN DMAP (2 mol%)
R ———— R--
= TEOF, 100 °C
OH 4h (0]
da-j 3b-k

10 exemplos
rendimentos de 90 a 95%

Fonte: elaborado pelo autor baseado no trabalho de Liu e colaboradores.

Outra estratégia de sintese alternativa para a construgdo do esqueleto
estrutural 4H-chromen-4-ona (1), desenvolvida mais recentemente, consiste no uso
de 2’-hidroxifenilenaminonas em reacbes de ciclizagdo empregando sistemas
variados. Um exemplo desse tipo de estratégia € o trabalho desenvolvido por
Balakrishna e colaboradores (BALAKRISHNA et al., 2018), onde os autores partem
do referido material de partida (5a-t) para obter as 4H-chromen-4-ona (1a-t)
(Esquema 3). Para tanto, foi utilizado sistema empregando anidrido fosférico (T3P®)
e micro-ondas, sob aquecimento, por 10 minutos. Puderam ser obtidos vinte
exemplos de cromonas utilizando a metodologia, com rendimentos variando de 70%
a 95%.

Esquema 3. Trabalho de obtencado de 4H-cromen-4-onas (1a-t) de Balakrishna e

colaboradores.

O O i \/\”/O\g/\/
' | |
Ny N T3P N . 0.0
R_-/ I 90 °C, 10 min R—-/ | : T3P®= o-"
OH Microondas (o) . H
5a-t 1a-t E

20 exemplos
rendimentos de 70% a 95%

Fonte: elaborado pelo autor baseado no trabalho de Balakrishna e colaboradores.

Alguns anos apos, em 2020, Fu e colaboradores descreveram novamente o
uso de 2’-hidroxifenilenaminonas (5) para a obtencdo de compostos flavonoides.
Entretanto, diferentemente do trabalho de Balakrishna, o produto final obtido

consistia de 3-vinil-4H-chromen-4-onas (7a-0’), e ndo de 4H-chromen-4-onas (1).
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A estratégia empregada pelo grupo de Fu para esse fim consistiu de associar
um sistema capaz de converter as 2’-hidroxifenilenaminonas (5) a derivados
ciclizados com iodo na posigédo 3, as 3-iodo-4H-chromen-4-onas (Intermediario IV
no Esquema 4). Esse derivado iodado, por sua vez, reage juntamente aos alcenos
(6a-v) assistido pelo catalisador Pd(PPhs)4, em uma reagdo de acoplamento do tipo
Heck, para finalmente gerar os produtos 3-vinil-4H-chromen-4-onas (7a-0’). Ao final,
foram obtidos quarenta e dois exemplos de 3-vinil-4H-chromen-4-onas, empregando
uma enorme diversidade estrutural de alcenos. Foram usados vinte e dois alcenos
terminais e vinte alcenos internos, com rendimentos indo de 18% a 83% (FU et al.,
2020).

Esquema 4. (A) Trabalho de obteng¢ao de 3-vinil-4H-cromen-4-onas (7a-0’) de Fu e

colaboradores; (B) Mecanismo reacional proposto pelos autores.

(A) 0
Pd(PPh;), (5 mol%)
N7 W NallTBHP .
R |+ r1"X~R"® "NaHco,/DCE
OH R4 100 °C
5a-k 6a-v 7a-o'
42 exemplos
rendimentos de 18 a 83%
B
() 6a-v 7a-o'
o} Reacéao TBHP
| de Heck l
R | I . .
o BuO- + OH
_ (V) SET
NT ‘BuO-ou OH"
-
0 5 = 5a-k
|
R ()
7

(o]
NS
N
W |
(0] OH OH
N~ (1
i I
OH .
OH

(1

Fonte: (A) e (B) Elaborado pelo autor baseado no trabalho de Fu e colaboradores.
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Por fim, existem ainda relatos na literatura descrevendo a obtencdo de uma
outra classe de cromonas funcionalizadas, as 3-selanil-4H-chromen-4-onas (9),
também chamadas de 3-selanil-isoflavonas, por meio da mesma estratégia de
ciclizacdo de 2’-hidroxifenilenaminonas (5). Um exemplo disso é o trabalho
desenvolvido por Rafique e colaboradores (Esquema 5), onde os autores utilizaram
disselenetos organicos como fonte de grupos organocalcogénio e iodato de potassio
(KIOs) como catalisador. Isso, juntamente com o uso de baixas quantidades
estequiométricas de (glicerol, confere ao trabalho uma caracteristica de
sustentabilidade. Ainda assim, vale ressaltar que a necessidade do uso de altos
tempos (8h) e temperaturas de reagao (100 °C) sao as principais deficiéncias dessa
metodologia sintética. Por fim, os autores reportaram a obtencdo de quarenta e
cinco exemplos de diferentes 3-selanil-isoflavonas (9a-s’) com rendimentos de 39%
a 90% (RAFIQUE et al., 2017). Vale a pena ressaltar que esse € o trabalho de maior
significancia para a producao do presente trabalho de doutorado, tendo em vista que

se trata da mesma reagao que se buscou realizar.

Esquema 5. Trabalho de obtencao de 3-selanil-isoflavonas (9a-s’) descrito por

Rafique e colaboradores.

o (0]
R1
Z N~ KIO; (10 mol%) R |
R | + R R’ Glicerol (5 eq.)
OH 8a-v 100°C, 8 h o
5a-k 9a-s'

45 exemplos
rendimentos de 39 a 90%

Fonte: elaborado pelo autor baseado no trabalho de Rafique e colaboradores.

2.2. COMPOSTOS ORGANOSSELENIO

2.2.1. Relevancia Bioloégica dos Compostos Organosselénio

O selénio € um elemento metaloide, pertencente ao grupo dos calcogénios,
que é capaz de formar compostos estaveis com o carbono. Compostos organicos
contendo atomos de selénio, também denominados compostos organosselénio,
constituem uma grande classe de moléculas estruturalmente diversas, que ja

demonstraram possuir um grande potencial quanto a o seu valor biolégico.
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Esse elemento pode ser encontrado no sitio ativo da enzima glutationa
peroxidase (GPx) na forma de um aminoacido de nome selenocisteina, juntamente
com outros dois residuos de glutamina e de triptofano (Figura 2), que juntos formam
a “triade catalitica” da GPx (BHOWMICK; MUGESH, 2015). Essa familia de enzimas
tem como fungdo a reducdo de espécies reativas de oxigénio (ERQO’s) que séao
eventualmente produzidas ao longo dos processos oxirredutivos celulares, e que,
caso se acumulem na célula, podem danificar as estruturas celulares e ocasionar a
morte da mesma (JAIN, 2017).

Figura 2. Sitio ativo da enzima glutationa peroxidase com sua triade catalitica.

Glutamina er

(o) NH
HN._
H (o)
Selenocisteina
HN T H
]
(0) Triptofano

NH

Fonte: Elaborado pelo autor baseado no trabalho de Musgesh (BHOWMICK; MUGESH, 2015)

O ciclo bioquimico de funcionamento da GPx envolve ciclos de oxidacao e
reducao de um tiol biolégico denominado glutationa (GSH). A enzima acopla a
reducado das ERO’s a oxidagdo desse tiol biolégico (GSH), que resulta na formagao
da glutationa oxidada (GSSG) (Esquema 6A).

O mecanismo pelo qual ocorre essa reagdao enzimatica se inicia com a
oxidagao do grupamento selenolato presente no sitio ativo da enzima (ESeH) pelo
peréxido de hidrogénio, transformando-o em seu acido selenénico correspondente
(ESeOH) (Esquema 6 — Etapa i.). Em seguida, o acido selenénico passa por um
ataque nucleofilico do enxofre da glutationa (Esquema 6 — Etapa ii.), resultando na
formacdao de uma ligagdo Se-S que covalentemente une a glutationa a enzima
(ESeSG). A glutationa vinculada a enzima sofre, entdo, o ataque de uma segunda
molécula de glutationa, levando a formacédo da glutationa oxidada (GSSG) e a
restauracao do sitio ativo da enzima ao seu estado original (ESeH) (Esquema 6 —
Etapa iii.) (BHOWMICK; MUGESH, 2015).
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As glutationas oxidadas (GSSG) geradas ao longo desse ciclo catalitico sao
entdo novamente reduzidas a sua forma de tiol (GSH) por meio da acédo da enzima

glutationa redutase, para poderem voltar a atuar dentro do ciclo catalitico da GPx.

Esquema 6. Ciclo bioquimico da GPx e seu mecanismo reacional

o]
N~ %
H,O ou ROH H GSH
OH
(ESeOH)
H,O0
H,0, ou ROOH i i.
A A
H H
H SG
(ESeH) i (ESeSG)
GSSG GSH

(Glutationa Redutase)

NADP* NADPH

Fonte: elaborado pelo autor baseado no trabalho de Mugesh e colaboradores.

Compostos organosselénio de origem sintética, tais como selenetos,
disselenetos e selenoxidos, possuem uma capacidade similar a da enzima GPx de
promover a oxidacdo de tidis a dissulfetos, ao passo que reduz peroxido de
hidrogénio a agua. Ou seja, esses compostos podem atuar potencialmente como
anti-oxidantes no meio intracelular ao emular a acdo da enzima GPx (NASCIMENTO
et al., 2012; SARMA; MUGESH, 2008).

Ademais, essa importante classe de moléculas ja demonstrou apresentar
outras atividades biolégicas de interesse (Figura 3) como anti-inflamatéria
(PARNHAM; SIES, 2000), anti-Alzheimer (SCHEIDE et al., 2020), antidepressiva
(VICTORIA et al, 2014), anti-viral (MANGIAVACCHI et al., 2021), entre outros
(NOGUEIRA; BARBOSA; ROCHA, 2021).
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Figura 3. Alguns compostos organosselénio com atividades bioldgicas conhecidas

10 1" 12
Inibidor da MP™® do SARS-CoV-2 Agao Antidepressiva Acdo Anti-Alzheimer
(MANG|AVACCH| etal., 2021) (V|CTOR|A etal., 2014) (SCHE|DE etal., 2020)

Fonte: elaborado pelo autor.

Adicionalmente, descobriu-se que duas enzimas importantes na replicagao
viral do novo coronavirus (SARS-CoV-2), a main protease (MP°) e a papain-like
protease (PLP™), possuem uma sulfidrila (SH) em seu sitio ativo pertencente a um
residuo de aminoacido cisteina, que é vital para o funcionamento adequado dessas
proteases (HU, Qing et al., 2022). Dessa forma, moléculas organicas contendo
selénio ou enxofre se mostram como excelentes candidatos a inibidores dessas
enzimas, uma vez que tais compostos podem formar ligagdes covalentes com o
atomo de enxofre presente no sitio ativo da mesma.

Nesse sentido, um exemplo de composto que apresenta esse tipo de
inibicdo € o Ebselen (Esquema 7), um composto de selénio bastante conhecido e
que ja possui uma grande variedade de atividades biolégicas reportadas (AZAD;
TOMAR, 2014; KIL et al., 2007; MACEGONIUK et al., 2016; SINGH et al., 2013).
Essa molécula vem se mostrando um inibidor bastante eficiente das enzimas MP™ e
PLP? do SARS-CoV-2, sendo inclusive empregada como controle positivo em
ensaios de inibicdo enzimatica (ALl et al., 2023; WEGLARZ-TOMCZAK et al., 2021).
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Esquema 7. (A) Estrutura do Ebselen, um importante inibidor covalente da MP™; (B)

Mecanismo reacional de inibigdo das proteases virais MP™© e PLP™,

C-O

Ebselen
13
Inibidor covalente da enzima MP™ do SARS-CoV-2
(WEGLARZ-TOMCZAK et al., 2021)

(A)

Fonte: (A) elaborado pelo autor; (B) elaborado pelo autor baseado na estrutura cristalina da PLP™
inativada pelo Ebselen (WEGLARZ-TOMCZAK et al., 2021).

Por fim, os compostos organosselénio, além de suas notaveis aplicagdes na
area bioldgica e medicinal ja citadas, também desempenham papéis cruciais como
intermediarios sintéticos, catalisadores, na quimica de materiais e em diversos
outros segmentos de pesquisa e tecnologia (BACK, 2011; CHUAI et al., 2021;
LENARDAO; SANTI; SANCINETO, 2018; SANTI; SANCINETO, 2020).

2.2.2. Estrutura, Reatividade e Sintese dos Compostos Organosselénio
Compostos organicos contendo selénio podem se apresentar de diversas
formas, dando origem a grupamentos funcionais distintos, cada qual com o seu
conjunto de caracteristicas e reatividade particulares (Figura 4). Existem diversas
similaridades entre a quimica dos compostos organosselénio e a quimica de outros

compostos organicos contendo outros atomos de calcogénio, como o enxofre e
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telurio. Diversos grupamentos funcionais selenados tém seus congéneres com
atomos de enxofre, como os selenois, selenetos e disselenetos, que sao analogos
aos tidis, sulfetos e dissulfetos, respectivamente. Entretanto, algumas propriedades

dos compostos de selénio os diferem de seus analogos enxofre.

Figura 4. Alguns grupamentos funcionais dos compostos organosselénio.

RSeH RSeR’ R R' RSeCN
Selenol Seleneto Disseleneto Selenocianato
(o)
. I
(1] I 1]
RSeR’ (0] RSeOH RSeOH
Selenodxido Selenona Acido Selenénico Acido Seleninico

Fonte: elaborado pelo autor.

Por exemplo, os valores médios de entalpia de dissociagao de ligagcdes C-Se
(590,4 + 5,9 kJ.mol") sdo menores que os observadas para ligagdes C-S (713.3
1.2 kJ.mol") nos compostos sulfurados, o que de modo geral resulta numa maior
facilidade na clivagem das ligacdes C-Se quando comparadas a ligagdes C-S (CRC
HANDB. CHEM. PHYS., 2014).

Além disso, os selendis tendem a apresentar valores de pKa menores que
seus respectivos tidis, devido ao seu raio atdbmico maior e alta polarizabilidade.
Dessa forma, os selendis sdo mais acidos que seus tidis correspondentes e se
encontram na forma de selenolato em meios aquosos com pH > 6 (BACK, 2011).
Vale ressaltar também que diferentemente dos tidis, que sao relativamente estaveis,
0os selendis reagem prontamente com o oxigénio atmosférico para formar seus
respectivos acido selenénico e seleninico, que sao facilmente convertidos aos seus
disselenetos correspondentes (JAIN, 2017). Essa é, de fato, a forma mais
amplamente empregada de obtencéo de disselenetos presente na literatura.

Os disselenetos de organoila, por sua vez, destacam-se dos demais
grupamentos funcionais de organosselénio principalmente devido a sua grande
versatilidade para o uso em sintese (SONEGO et al., 2023). A principal rota sintética
utilizada na obtengdo desse grupamento funcional consiste, primeiramente, no
preparo dos seus selendis correspondentes por meio de uma reagdo de
transmetalagdo do reagente de Grignard, empregando selénio metalico (Esquema
8A). Os selendis obtidos, por sua vez, reagem com O oxigénio atmosférico
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(Esquema 8B), sendo finalmente oxidados aos seus respectivos disselenetos (JAIN,
2017).

Esquema 8. (A) Formacao de selendis a partir do reagente de Grignard; (B)
Oxidacgao dos selendis aos seus disselenetos correspondentes.
MgBr MgBr

Br
Mg°® H*
@ @ e @ o @
OH
(B) © 120, @ Phell_ phseseph

Fonte: elaborado pelo autor

Selenol

De modo geral, os disselenetos sao reagentes sélidos (apesar de alguns se
apresentarem na forma de 6leos), estaveis na auséncia de luz, de facil preparo e
manuseio. Além disso, a ativagdo desses reagentes no meio reacional pode se dar
de diferentes formas para gerar espécies nucleofilicas, eletrofilicas ou radicalares de
organosselénio.

Caso o disseleneto seja associado a espécies redutoras, como por exemplo
com o uso de borohidreto de sdédio (NaBH4), eles serdo convertidos aos seus
selendis/selenolatos correspondentes e apresentardo carater nucleofilico. Um
exemplo do uso desse tipo de estratégia € o trabalho desenvolvido por Perin e
colaboradores (Esquema 9), onde os autores utilizam NaBH4 em polietilenoglicol de
baixo peso molecular (PEG-400) para gerar as espécies nucleofilicas de selénio
(selenol/selenolato). Esses intermediarios entdo reagem com ligacdes duplas
conjugadas a grupamentos retiradores de elétrons (14a-e), obtendo-se diferentes
selenetos como produtos finais (15a-h). Ao total, oito exemplos de selenetos foram
sintetizados por meio da metodologia descrita, com rendimentos indo de 20 a 93%
(PERIN et al., 2013).
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Esquema 9. Trabalho envolvendo espécies nucleofilicas de selénio desenvolvido

por Perin e colaboradores.

/EWG PEG-400, NaBH H FWG
—_ -400, NaBH,
R R > R %—’
* 50 °C, N, H
14a-e 8a-d 15a-h

8 exemplos
rendimentos de 20 a 93%

Fonte: elaborado pelo autor baseado no trabalho de Perin e colaboradores.

Por outro lado, os disselenetos de organoila podem gerar espécies
eletrofilicas de selénio quando submetidos a condigbes reacionais oxidantes. Essas
espécies podem assumir caracteristicas catidnicas (RSe"), radicalares (RSe), ou
neutras (RSeX), a depender do tipo de sistema utilizado.

Um exemplo ilustrativo de sistema oxidante empregado na ativagao de
disselenetos € o uso de eletrolise. Nesse contexto, 0 anodo do sistema €& capaz de
abstrair um elétron dos orbitais P n&o-ligantes do disseleneto, o que resulta em um
cation radical instavel. Esse cation, por sua vez, sofre homdlise da ligacdo Se-Se,
levando a formacgao de duas espécies eletrofilicas de selénio distintas: uma radicalar
(RSee) e outra catidbnica (RSe+) (MARTINS et al., 2019).

Uma metodologia sintética que usa esse tipo de estratégia é o trabalho
desenvolvido por Scheide e colaboradores (Esquema 10A). Nesse trabalho, os
autores reportam o uso de um sistema eletrolitico em célula ndo-divida, com o uso
de eletrodos de platina, para ativar disselenetos a suas formas eletrofilicas. Uma vez
ativados, os disselenetos reagem com diferentes 2-alil-naftéis ou 2-alilfendis (16a-j),
para entdo gerar seus respectivos selanildihidrofuranos (17a-r). Foram obtidos
dezoito exemplos de produtos por meio da metodologia, com rendimentos de 31% a
99% (SCHEIDE et al., 2020)

O mecanismo reportado pelos autores (Esquema 10B) para essa reagao se
inicia com a oxidacao anddica do disseleneto e a subsequente formacao das duas
espécies eletrofilicas de selénio, uma catidbnica e uma radicalar. Cada um desses
intermediarios eletrofilicos de selénio possui sua propria rota mecanistica com
diferentes etapas, mas que culminam na formagdo do mesmo produto final de

reagao, os selanildihidrofuranos (17a-r).
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Esquema 10. (A) Trabalho de obteng¢ao de selanildihidrofuranos (17a-r) de Scheide

e colaboradores; (B) Mecanismo reacional proposto pelos autores.
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Fonte: (A) e (B) adaptados do trabalho de Scheide e colaboradores.

Uma outra estratégia alternativa para ativagdo de disselenetos as suas formas
eletrofilicas € o uso de sistemas fotoquimicos. Nesse sentido, existem duas
principais possibilidades, uma na qual ha a presenca de um fotocatalisador (PC), e
uma na qual o préprio disseleneto absorve os fotons incididos no sistema (PROTTI;
FAGNONI, 2022).

No primeiro caso, o fotocatalisador (PC) em questdo pode absorver a energia
dos fétons incididos e ser levado ao seu estado eletronico excitado (PC’). Apds
isso, essa espécie pode transferir sua energia ao disseleneto e promové-lo ao seu
respectivo estado excitado (RSeSeR’), o qual sofre homolise da ligagdo Se-Se para
resultar em dois equivalentes molares do radical RSee. Esses radicais podem

reagir diretamente por vias radicalares, ou serem oxidados a sua forma catiénica na
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presenga de oxigénio molecular e subsequentemente reagir junto a nucledfilos.
Esse mesmo padrdo de reatividade pode decorrer da excitagcdo direta do
disseleneto pela luz com comprimentos de onda entre 465 a 475 nm, sem a
necessidade do intermédio do fotocatalisador (Esquema 11A) (PROTTI; FAGNONI,
2022).

Outra possibilidade de atuacado do fotocatalisador € por meio de reag¢des do
tipo Single Electron Transfer (SET) a partir do seu estado excitado. Nesse caso, o
PC’ abstrai um elétron dos orbitais P ndo ligantes de um dos atomos de selénio,
resultando na conversao do disseleneto ao seu cation radical correspondente. Esse
cation, por sua vez, pode reagir diretamente junto a nucledfilos, ou ainda passar por
um processo de homolise para gerar duas outras espécies eletrofilicas de selénio,
uma catibnica e uma radicalar. Vale ressaltar que o uso desse tipo de estratégia
pode demandar o uso de espécies oxidantes a fim de restaurar o fotocatalisador
reduzido de volta a sua forma neutra (Esquema 11B) (PROTTI; FAGNONI, 2022).

Esquema 11. Estratégias fotoquimicas para a ativagéo de disselenetos.
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Fonte: elaborado pelo autor

Um exemplo de trabalho que faz uso de um agente fotossensibilizante (PC)

para o fim de ativar disselenetos &€ o trabalho desenvolvido por Zhang e
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colaboradores (Esquema 12). Os autores desse estudo reportam o uso de um
complexo metélico de Iridio (FirPic) como fotocatalisador, juntamente com
disseleneto, para funcionalizar uma grande variedade de diferentes heteroarenos
como inddis, imizaddis, imidazopiridinas, entre outros. No total, foram obtidos
cinquenta exemplos de diferentes heteroarenos selenilados por meio da
metodologia, com rendimentos de 35 a 95% (ZHANG et al., 2017).

Esquema 12. (A) Trabalho de selenilagdo de heteroarenos de Zhang e
colaboradores; (B) Estrutura do fotocatalisador utilizado; (C) Mecanismo reacional

proposto pelos autores.
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Fonte: adaptado do trabalho de Zhang e colaboradores.

Ja um exemplo de trabalho que utiliza a ativagcao de disselenetos por meio
da irradiagéo direta de luz sobre os mesmos é a selenilagdo de indois e outros
heteroarenos desenvolvida por Lemir e colaboradores (Esquema 13). Nesse
trabalho, os autores reportam o uso de um sistema fotoquimico empregando LED’s
azuis (467 nm) de 3 W de poténcia para a ativagéo direta de disselenetos, sem a

presenga de um fotocatalisador, e subsequente reagdo com inddis para gerar seus
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derivados selenilados. Sao reportados dezesseis exemplos de 3-selanilindoéis (20a-
q) sintetizados pela metodologia, com rendimentos de 24% a 89% (LEMIR et al.,
2019).

Esquema 13. Trabalho de selenilagdo sem fotocalisador de Lemir e colaboradores.
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Fonte: elaborado pelo autor baseado no trabalho de Lemir e colaboradores.

Por fim, uma ultima maneira de se gerarem espécies eletrofilicas de selénio é
por meio da reagcdo de disselenetos ou selendis/selenolatos com reagentes de
halogénio eletrofilico, onde o atomo de halogénio em questdo se encontra deficiente
em elétrons. O produto dessas reagdes resultara em espécies eletrofilicas de selénio
do tipo RSeX, onde X é um atomo de halogénio podendo ser F, Cl, Br ou I. O atomo
de selénio nessas espécies se encontra deficiente de elétrons por conta de estar
ligado a um atomo mais eletronegativo que ele proprio, tornando-o, dessa forma,
suscetivel a ataques por nucledfilos. Apesar disso, algumas dessas espécies sao
estaveis e podem ser isoladas na forma de compostos puros, como por exemplo o
PhSeBr (BACK, 2011).

Um exemplo de metodologia que faz uso dessa estratégia € o trabalho de
sintese de 3-selanilbenzo[b]furanos desenvolvido por Xavier e colaboradores
(Esquema 14). Os autores utilizam um reagente de fluor eletrofilico denominado
SelectFluor®, juntamente de disselenetos, a fim de promover a formagédo das
respectivas espécies eletrofilicas de selénio fluoradas (RSeF). Esses intermediarios,
que sao gerados in situ, reagem com ligacdes triplas presentes em 2-
alquinilanioséis, culminando no processo de fechamento do ciclo benzo[b]furano
funcionalizado com selénio. No total, doze exemplos de 3-selanilbenzo[b]furanos
foram sintetizados empregando a metodologia com rendimentos variando de 52 a
97% (DIEM FERREIRA XAVIER et al., 2020).
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Esquema 14. (A) Trabalho de sintese de 3-selanilbenzo[b]furanos de Xavier e
colaboradores; (B) Estrutura do SelectFluor®; (C) Mecanismo reacional proposto

pelos autores.
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Fonte: (A), (B) e (C) elaborados pelo autor baseado no trabalho de Xavier e colaboradores.

2.2. SARS-COV-2 E A COVID-19

2.2.1. Histérico e Situagao Atual da COVID-19 No Mundo

O ano de 2019 foi marcado pelo surgimento de um novo patégeno viral da
classe dos B-coronavirus, capaz de infectar humanos com uma alta taxa de
transmissibilidade: o SARS-CoV-2, um virus que viria a ser conhecido pelo nome de
“Novo Coronavirus”. Os primeiros relatos de infeccdo pelo novo coronavirus
ocorreram em Wuhan, na China, em dezembro de 2019. Surpreendentemente, ja em
11 de margo de 2020 a Organizacdao Mundial da Saude (OMS) declarou situacao de
Emergéncia de Saude Publica de Importancia Internacional (ESPIl) — a “Pandemia
do Novo Coronavirus”, poucos meses apos os primeiros relatos de casos da doenca
(CDC MUSEUM COVID-19 TIMELINE | DAVID J. SENCER CDC MUSEUM | CDC,
[s. d.]).

No Brasil, a primeira detecgado de caso ativo da COVID-19 se deu no dia 26

de fevereiro de 2020, na cidade de Sao Paulo — SP, ao passo que rapidamente
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Nnovos casos comecaram a aparecer por toda a extensao territorial brasileira
(ROMANO; CHEBABO; LEVI, 2020). Até o final do ano de 2020 ja haviam sido
registrados mais de 7 milhdes de casos notificados da doenga, com cerca de 190 mil
mortos em decorréncia da mesma (COVID-19 CASOS E OBITOS, [s. d.]).

Felizmente, foi também ja no mesmo ano em que se iniciaram os primeiros
esforgos internacionais visando a produgdo de vacinas capazes de imunizar a
populagcdo contra a infeccdo pelo SARS-CoV-2. Atualmente, mais de 5,5 bilhdes de
pessoas no mundo ja receberam pelo menos uma dose de imunizante contra a
COVID-19, sendo mais de 13 bilhdes de doses aplicadas no total (COVID-19
VACCINES | WHO COVID-19 DASHBOARD, [s. d.]).

O fim da situacdo de pandemia ocasionada pelo novo coronavirus so veio a
ocorrer oficialmente no dia 5 de maio de 2023 — trés anos apods seu inicio. Segundo
dados da OMS, foram contabilizados mais de 770 milhdes de casos de COVID-19
no mundo todo entre os anos de 2020 e 2023, sendo 37 milhdes destes no Brasil
(COVID-19 DEATHS | WHO COVID-19 DASHBOARD, [s. d.]). Foram contabilizados
quase 7 milhdes de obitos no mundo por consequéncia direta da doenga, um
numero bastante expressivo e que ilustra bem o impacto causado pelo SARS-CoV-2
na sociedade. S6 no Brasil, mais de 700 mil pessoas perderam suas vidas por
consequéncia direta da COVID-19 (CORONAVIRUS BRASIL, [s. d.]).

Apesar do fim oficial da pandemia do novo coronavirus declarada pela OMS,
infeccbes e mortes ocasionadas pelo virus seguem ocorrendo ao redor do mundo, e
continuardo a acontecer. Hoje, a classificagao oficial da COVID-19 é de doenca
endémica. Isso é, uma doenga que apresenta casos recorrentes em uma populagao,
mas sem que haja um grande numero de casos ativos de uma unica vez.

Dessa forma, ainda ha a necessidade de se buscarem novos farmacos e
estratégias terapéuticas para o controle dos casos ativos da COVID-19 que
continuarao a surgir, evitando possiveis 6bitos e melhorando a recuperacado desses

pacientes de modo geral.

2.2.2. Morfologia e Fisiopatologia do SARS-CoV-2

Os coronavirus constituem uma classe de patégenos virais bastante comum,
sendo responsaveis por cerca de 10 - 30% dos casos de infeccbes do trato
respiratorio superior em humanos. Mesmo antes do surgimento do SARS-CoV-2,
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quatro espécies de coronavirus ja eram consideradas endémicas, sendo as mesmas
denominadas HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-OC43 e HCoV-HKU1. Além disso,
outras trés espécies virais de origem zoonoética passaram a infectar humanos nas
ultimas duas décadas: o SARS-CoV, que ocasionou uma epidemia na China em
2003; e o MERS-CoV, que teve sua origem em 2012, no Oriente Médio, e que ainda
causa surtos eventuais na regiao; e o proprio SARS-CoV-2, causador da pandemia
da COVID-19 (HU, Ben et al., 2020).

O SARS-CoV-2 pertence a subfamilia denominada [(-coronavirus, e €
bastante similar a outros virus pertencentes a essa classe em termos de sua
morfologia e fisiopatologia. Morfologicamente, o referido virus & constituido de
quatro proteinas estruturais (S, E, M e N), que sdo as proteinas que de fato fazem
parte da estrutura do virion; quinze proteinas n&o-estruturais (NSP), as quais
desempenham diversas fungbes distintas; e de seu material genético, que se
encontra codificado na forma de uma fita de RNA. As NSP’s desempenham uma
grande variedade de tarefas importantes para a sobrevivéncia e replicagdo do
SARS-CoV-2, mesmo sem fazerem parte da estrutura do virus. (LAMERS;
HAAGMANS, 2022; PARASHER, 2021).

Figura 5. Morfologia basica do SARS-CoV-2
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Fonte: Elaborado pelo autor utilizando BioRender.com

O mecanismo de infecgao celular do SARS-CoV-2 é bastante similar ao dos
demais membros da familia ao qual esse virus pertence. Em um primeiro momento,
a proteina spike (S) do virus se liga a enzima conversora de angiotensina Il (ACE2)
presente na membrana celular da célula hospedeira. Apds isso, ocorre a clivagem
do complexo formado pela primeira subunidade da proteina spike (S1) e a ACE2 por

meio de uma protease de membrana (TMPRSS2), que resulta na liberacdo da
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segunda subunidade da proteina spike (S2). Por conseguinte, a proteina spike
ativada (S2) se liga a membrana fosfolipidica da célula hospedeira, o que culmina no
processo de endocitose do capsideo viral. Uma vez dentro da célula, o material
genético do virus é liberado dentro da matriz celular, que comeca entdo a ser

replicado.

Figura 6. Mecanismo simplificado de infec¢ao e sintese proteica do SARS-CoV-2 na

célula hospedeira.
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Fonte: Elaborado pelo autor utilizando BioRender.com

Apos isso, o material genético viral migra até o reticulo endoplasmatico
rugoso para dar inicio a sintese das proteinas virais, tanto estruturais (E, N, S, M),
quanto nao estruturais.

O processo de sintese das proteinas nao-estruturais do SARS-CoV-2 se da
na forma de duas longas fitas polipeptidicas, denominadas pp1a e pp1b, que
deverao ser clivadas por proteases virais em pontos especificos da cadeia para

resultar em um total de 15 proteinas n&o estruturais. As enzimas responsaveis por
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esses processos de clivagem dos peptideos formados sao denominadas papain-like

protease (PLP™) e main-protease (MP™), também denominada C3LP™.

2.2.3. Main Protease (MP°) do SARS-CoV-2: Um Importante Alvo

Farmacolégico para o Tratamento da COVID-19

A main protease (MP®) do SARS-CoV-2, como citado anteriormente, € uma
importante cisteino protease empregada no processo de producéo de proteinas virais
nao-estruturais (NSP’s) dentro da célula hospedeira. Sem a presenca dessa enzima,
as cadeias polipeptidicas resultantes do processo de traducdo do RNA viral (pp1a e
pp1ab) ndo serdo clivadas, impedindo, dessa forma, a continuidade do processo de
replicacao viral.

Estruturalmente, a MP™® encontra-se geralmente na forma de um dimero
(Figura 7A), onde cada um dos seus protdbmeros possui trés dominios proteicos
(Figura 7B). O peso molecular da sua forma monomérica € de 34,21 kDa e sua
cadeia polipeptidica é constituida de 306 aminoacidos, sendo 12 deles residuos de
cisteina (HU, Qing et al., 2022).

Figura 7. (A) Estrutura da forma dimérica da MP™. (B) Estrutura dos protémeros da

MP™© com seus trés dominios.
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Protémero 1 Protémero 2

Fonte: elaborado pelo autor utilizando Protein Data Bank (BERMAN et al., 2000).

A funcao proteolitica da MP® se da por meio da clivagem de ligagbes

peptidicas entre o aminoacido glutamina e a sequéncia de aminoacidos serina,
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alanina e glicina (GIn|Ser-Ala-Gly, onde | indica o local de clivagem). O sitio ativo
dessa enzima, responsavel por sua agao catalitica, se encontra situado entre os
dominios proteicos 1 e 2, e possui uma diade catalitica que consiste de um residuo
de histidina (His41) e um residuo de cisteina (Cys145) (HU, Qing et al., 2022).

Figura 8. (A) Sitio ativo da enzima MP™ destacando a diade catalitica. (B) Supeficie

molecular do sitio ativo da Mp™

(8)

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o Protein Data Bank (BERMAN et al., 2000).

O mecanismo molecular pelo qual se da a agao da MP® se inicia com o
reconhecimento da sequéncia de aminoacidos a ser clivada (GIn-Ser-Ala-Gly) pela
cavidade catalitica da enzima. Uma vez formado o complexo proteico enzima-
substrato, o residuo de cisteina presente no sitio ativo da enzima ataca a carbonila
pertencente ao aminoacido glutamina (Esquema 15 — Etapa ii.), gerando um
intermediario tetraédrico que sofre a eliminagdo do grupamento amino (Esquema 15
— Etapa iii.) para gerar o tioéster correspondente. Com esse processo, 0 primeiro
peptidio (Peptideo 1) é liberado do sitio ativo da enzima, enquanto o segundo
peptideo permanece ligado covalentemente a MP™. Apds isso, uma molécula de
agua ativada pelo residuo de aminoacido His41 ataca a carbonila do tioéster
formado nas etapas predecessoras (Esquema 15 — Etapa iv.), resultando na
subsequente eliminagdo do tiolato pertencente a MP™. Dessa forma, ocorre a
eliminacao do segundo peptideo (Peptideo 2) e a restauragdo do sitio ativo da
enzima para que a mesma possa reiniciar seu ciclo catalitico (Esquema 15 — Etapa
v.) (LI, Xin; SONG, 2023).
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Esquema 15. Mecanismo molecular de agdo da main protease (MP™).
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Fonte: adaptado do trabalho de Hu e colaboradores.

Dadas as naturezas do sitio ativo da MP® e do seu mecanismo de agéo,
algumas estratégias distintas podem ser empregadas na elaboragdo de potenciais
inibidores para essa enzima. Dessa forma, atualmente existem quatro grandes
classes de inibidores da main protease do SARS-CoV-2 reportadas na literatura: os
inibidores covalentes peptidomiméticos reversiveis (ICPR); os inibidores covalentes
peptidomiméticos irreversiveis (ICPI); os inibidores covalentes nao-peptidomiméticos
reversiveis (ICNR); e, por fim, os inibidores ndo-covalentes e nao-peptidomiméticos
(INCN).

Os inibidores covalentes peptidomiméticos sdo aqueles nos quais a estrutura
do inibidor apresenta grupos amida em sua estrutura, simulando, dessa forma, a
estrutura de um pequeno peptideo. Eles ainda sao classificados quanto ao
mecanismo de inibicdo enzimatica pelo qual operam. Caso 0 mecanismo seja
reversivel o inibidor sera classificado como ICPR. Ja no caso a inibicdo enzimatica se
dé de forma irreversivel o inibidor sera classificado como ICPI.

Por fim, os inibidores enzimaticos da MP™ que ndo apresentarem estrutura
analoga a de um pequeno peptideo serado classificados como néo-peptidomiméticos,
podendo ainda ser do tipo covalente e reversivel, sendo classificado como ICNR; ou

do tipo nao-covalente, classificado como INCN.
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2.3. QUIMICA VERDE

A crescente degradagdao ambiental provocada pela acdo humana e a
exploragdo excessiva de recursos nao-renovaveis tém gerado uma série de
impactos negativos no ecossistema global, como secas, inundag¢des, e outros
eventos climaticos extremos. Estes fenbmenos nao apenas afetam a biodiversidade
e a qualidade de vida das populagbes atuais, como também podem vir a
comprometer o bem-estar das geragdes futuras.

Neste contexto, o conceito de Quimica Verde surgiu no inicio da década de
noventa, utilizado primeiramente por Paul Anastas e John Warner (ANASTAS, P.T.;
WARNER, 1997), justamente visando propor uma nova forma de se realizarem os
estudos em Quimica, levando em consideracdo o impacto que 0s mesmos causam
ao meio ambiente, procurando minimiza-los sempre que possivel.

A Quimica Verde é definida, portanto, como uma subarea da quimica e
engenharia quimica que se preocupa em desenvolver novos produtos e processos
que mitiguem ou minimizem o impacto ambiental causado pela raga humana no
planeta. Em outras palavras, a Quimica Verde esta voltada ao aspecto de
sustentabilidade no desenvolvimento de produtos e processos quimicos.

Tendo esse objetivo em vista, Anastas e Warner desenvolveram, em 1998,
os doze principios fundamentais da Quimica Verde (ANASTAS, P.T.; WARNER,
1997; ANASTAS; BEACH, 2007), que se encontram numerados e descritos na
Tabela 1.

Tabela 1. Os Doze Principios da Quimica Verde

# Principio Descrigao

E preferivel ndo produzir residuos/produtos téxicos

| Prevengéo a ter de trata-los depois

As metodologias sintéticas devem procurar
[l Eficiéncia Atémica incorporar 0 maximo possivel de atomos em seus
produtos, evitando subprodutos e afins

Metodologias sintéticas devem ser 0 menos
1] Sintese Segura perigosas, envolvendo o minimo possivel
reagentes que possam ser tOxicos ou perigosos
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Devem-se procurar por produtos mais seguros,
tanto para o homem quanto para o meio ambiente

Deve-se evitar o uso de solventes, reagentes e
aditivos perigosos.

Deve-se procurar minimizar o uso de energia nos
processos, procurando empregar, sempre que
possivel, temperatura e pressdo ambientes.

Deve-se priorizar o uso de fontes de matéria prima
renovaveis, como produtos de biomassa.

Deve-se, sempre que possivel, evitar o uso de
derivatizagcbes como grupamentos protetores e
afins.

Deve-se sempre priorizar por
utilizem catalise ao invés de
quantidades estequiométricas.

processos que
reagentes em

Devem-se evitar nao

biodegradaveis.

produtos que sejam

A analise do processo em tempo real, prevendo e
prevenindo a formagdo de poluentes e produtos
toxicos, devera ser realizada sempre que possivel.

Deve-se sempre procurar minimizar a possibilidade
de acidentes, procurando desenvolver sistemas
mais seguros.

Fonte: Elaborado pelo autor

E importante mencionar que a classificacdo de um processo ou produto com

base nos que os principios postulados por Anastas e Warner ndo é algo binario, cujo

resultado é “verde” ou “nao verde". O intuito na concepcgao desses doze principios &

de tentar desenvolver processos e produtos cada vez mais sustentaveis, sem

prejudicar sua eficiéncia. Na imensa maioria dos casos, € praticamente impossivel

que se alcance aderéncia a todos os principios. Mesmo assim, cada avango na

direcdo de minimizar o impacto causado pela raga humana no planeta é valido, e
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produzir novas metodologias sintéticas buscando a aderéncia a alguns desses doze
principios € um caminho viavel para esse fim.

Alguns exemplos de estratégias bastante empregadas atualmente na
concepgao de processos sintéticos mais sustentaveis sdo a fotocatalise (PROTTI;
YOON; HAN, 2021), que usa energia luminosa para ativar espécies no meio
reacional, podendo inclusive utilizar de luz solar para esse fim (SUN et al., 2022); e a
eletrossintese organica (CHEN, Season S. et al., 2024), que é capaz de promover
processos redox de forma limpa e controlada, sem a necessidade de agentes
oxidantes ou redutores no meio. O uso dessas estratégias de entrega de energia na
ativacado de espécies quimicas in situ pode substituir o uso de reagentes ou permitir
que sejam empregados em menor quantidade.

Entretanto, uma outra alternativa a essas estratégias citadas € o uso de
reagentes mais estaveis, seguros e de mais facil manuseio, mas que ainda assim
mantenham as caracteristicas de reatividade adequadas a execucao de reacgdes
quimicas de forma seletiva. Um exemplo de reagente que possui essas qualidades &

o acido tricloroisocianurico (TCCA), que sera discutido a seguir.

2.3.1. Acido Tricloroisocianurico (TCCA)

O 4&cido tricloroisocianurico (TCCA) é um composto orgéanico clorado
pertencente a classe das N-cloroimidas e N-cloroamidas, sendo largamente
empregado como agente alvejante e desinfetante devido as suas propriedades
oxidante e anti-microbiana. Trata-se de um composto insoluvel em agua, tendo sua
solubilidade na faixa dos 10 g.L"', mas que lentamente sofre hidrélise para gerar
espécies em solugdo como o acido hipocloroso (HOCI) e o cloro molecular (Cl2), que
sdo o0s reais responsaveis pela fungcdo bactericida atribuida ao TCCA em meio
aquoso (TILSTAM; WEINMANN, 2002).

O primeiro relato de sintese do acido tricloroisocianurico data de 1902,
sendo realizado por Chattaway e Wadmore. Os autores reportam o uso de cloro
molecular gasoso e do sal potassico do acido isocianurico para obter o TCCA de
forma quantitativa (CHATTAWAY; WADMORE, 1902). Essa metodologia ainda se
mostra como uma opg¢ao viavel para a produgéo industrial do acido hoje em dia. A
rota sintética total parte da uréia, promovendo sua conversdo ao acido isocianurico
com cloreto de zinco. O acido produzido é entao solubilizado em um meio basico de

hidroxido de sodio, gerando o sal sodico do acido cianurico no meio, que é entao
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finalmente convertido ao TCCA empregando cloro molecular gasoso (HANDS;

WHITT, 1948).

Esquema 16. Rota de obtencdo do TCCA a partir da uréia.
¢l

H
(o) N (0] (o) N (0]
(0]
Y'Y Y'Y
HON SNH ZnCl HN. _NH NaOH _N N.
N, = TN =g ety e
(0] (o)
Uréia Acido Isociandrico Acido Tricloroisociantrico
24 25 26

Fonte: elaborado pelo autor

Dentro do contexto da quimica organica sintética, o TCCA se apresenta como
um reagente bastante versatil e vem recebendo crescente atencdo devido a sua
estabilidade, baixa periculosidade, e reatividade controlada para o uso em reagdes
quimicas seletivas. Seu principal uso se da em reac¢des de cloragdo, servindo como
equivalente sintético para o synthon CI* (GASPA et al., 2019). Dessa forma, o TCCA
pode reagir junto a diferentes nucledfilos para resultar em seus respectivos produtos

de cloracédo (Esquema 17).

Esquema 17. Estrutura e reatividade do TCCA.

_ . -
cl cl cl
OYNYO o_ _N* o o) /NH/O
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N_ _N * O ONKOUNE 8 L — — NX _N + Cl
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o o o
TCCA 26' FH
26
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(o} o)
> Y
_N*_NH
cl

Fonte: elaborado pelo autor

A eletrofilicidade dos atomos de cloro na estrutura do TCCA pode ser
atribuida ao carater retirador de elétrons da carbonila adjacente ao nitrogénio. A

ressonancia com a ligagdo n da carbonila reduz a densidade eletrénica sobre o
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nitrogénio, levando a polarizacdo da ligacdo on-cy e atribuindo ao TCCA sua
reatividade caracteristica (GASPA et al., 2019) (Esquema 17 - Estrutura 26°).

Outra caracteristica do TCCA que o torna interessante na perspectiva da
quimica organica sintética é a sua estequiometria de reagdo. Um mol de acido
tricloroisocianurico é capaz de fornecer trés equivalentes molares de cloro
eletrofilico, podendo ser utilizado na propor¢ao de 1:3 com relagdo ao nucledfilo de
escolha. Portanto, menores quantidades desse reagente s&o necessarias quando
comparadas a outros reagentes de cloragao organicos, que geralmente so fornecem
um equivalente molar de atomos de cloro (Figura 9). Dessa forma, o TCCA se
mostra como uma alternativa para reagcbes de cloragdo com excelente eficiéncia
atbmica, especialmente tendo em vista que o subproduto gerado, o acido
isocianurico, pode ser reciclado e reconvertido a TCCA (MENDONCA; MATTOS,
2014).

Figura 9. Estruturas de trés agentes de cloragao organicos
o]

N, ﬂ\

'N _CN
N—ClI N’ N

\

o

N-clorosuccinimida (NCS)  1-clorobenzotriazol t-butil-N-clorocianamida
27 28 29

Fonte: elaborado pelo autor

Um exemplo de trabalho recente que emprega o TCCA, bem como outros
acidos tri-haloisocianuricos, em reacdes de halogenagao seletivas € o desenvolvido
por Neto e colaboradores, em 2020. Nesse trabalho, os autores reportam o uso de
diferentes acidos tri-halocianuricos como reagente primario de halogenacéo,
substituindo hidrogénios aromaticos de diferentes imidazo-heteroarenos por cloro,
de forma seletiva (Esquema 18A). Os autores reportam um mecanismo idénico para
a transformagéo, onde os atomos de halogénio eletrofilicos sofrem o ataque do
composto heterociclico diretamente (Esquema 18B). Foram obtidos 33 exemplos de
imidazo-heteroarenos halogenados com rendimentos variando de 25 a 97%, sendo a
maioria dos mesmos imidazopiridinas (NETO et al., 2020).
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Esquema 18. (A) Trabalho de halogenacao de heteroarenos de Neto e

colaboradores; (B) Mecanismo proposto pelos autores do trabalho.

(A)
X
3 (0] rll o "
{paonte “,:\«ﬁR D G I “[\&R
~ S - ~ ~ >
........... =N X \n/ X 30 min, t.a. Sceeea----""T"N
Heteroarenos © 31a-q"
30a-r TXCA (0,35 eq.) 9
33 exemplos
X=Cl,Brel rendimentos de 25 a 97%

30a l

31a

Fonte: elaborado pelo autor baseado no trabalho de Neto e colaboradores

Outra possivel maneira pela qual o TCCA pode fornecer atomos de cloro em
reacdes de cloragdo é por meio de vias radicalares. Isso ocorre porque a ligagao o(-
cy do TCCA pode ser clivada homoliticamente na presenga de luz com o
comprimento de onda adequado, formando radicais cloro (Cle). Diversas
metodologias sintéticas descritas na literatura utilizam essa reatividade do TCCA
para diferentes fins, tanto como agente halogenante, quanto como agente oxidante
(GASPA et al., 2019; MENDONCA; MATTOS, 2014; TILSTAM; WEINMANN, 2002).

Um exemplo bem sucedido na utilizagdo do TCCA em reacbes de cloracao
radicalares é o desenvolvido por Motati e colaboradores, em 2018 (Esquema 19).
Neste trabalho, os autores reportam o uso de TCCA, bem como outros acido tri-
haloisocianuricos, a fim de se promoverem reacdes de halogenagéo régio-seletivas
de quinolinas 8- substituidas. O mecanismo proposto pelos autores foi descrito como

radicalar, tendo em vista experimentos realizados na presenca de inibidores
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radicalares, que reduziram substancialmente os rendimentos observados para a
reacao quando presentes no meio reacional. Foram obtidos mais de 65 exemplos
de quinolinas halogenadas com uma ampla faixa de rendimentos, indo de 2% até
99% (MOTATI; UREDI; WATKINS, 2018).

Esquema 19. Trabalho de halogenagao de quinolinas desenvolvido por Motati e

colaboradores

X X
[
O~ _N__O
N Y F  _Mech, ta. N
= + - » =
(0] G
32a-z TXCA (0,4 eq.) 33a-n’
> 65 exemplos
X=Cl,Brel rendimentos de 2% a 99%

Fonte: elaborado pelo autor baseado no trabalho de Motati

Além disso, outra possibilidade para o uso do TCCA em sintese € como um
reagente ativador de outras espécies quimicas no meio reacional, gerando
intermediarios clorados reativos in situ. Um exemplo disso € o uso do TCCA
associado a reagentes de organocalcogénio, como dissulfetos e disselenetos, para
gerar espécies eletrofilicas de calcogenetos organicos. Essas espécies, por sua vez,
podem reagir junto a nucledfilos diversos para resultar em produtos de calcogenagao
seletiva.

Nesse sentido, o trabalho desenvolvido por Bldodorn e colaboradores, em
2022, é um excelente exemplo do uso de TCCA como reagente ativador de
compostos de organosselénio. Os autores reportam a obtencdo de 3-selanil-
benzo[b]calcogenofenos por meio de reagdes de ciclizagdo de 2-alquinilaniséis ou
seus congéneres de enxofre e selénio. O papel desempenhado pelo TCCA nessa
reacao € o de promover a formagao in situ do reagente eletrofilico de selénio
(R?SeCl), que por conseguinte sofre o ataque da ligagéo tripla para formar o ion
selenbénio. A formagdo do heterociclo 3-selanil-benzo[b]calcogenofeno ocorre
através do ataque intramolecular do heteroatomo (X) a um dos carbonos do ion
selendnio. Os autores obtiveram 24 exemplos de produtos por meio da metodologia,
em rendimentos que foram de 63% a 98% (BLODORN et al., 2022).
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Esquema 20. (A) Trabalho de sintese de 3-selanil-benzo[b]calcogenofenos de

Blédorn e colaboradores; (B) Mecanismo reacional proposto pelos autores.

(A)
R RZ
// TCCA
+ R2SeSeR?  ——— N—R
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X=0.S. Se 24 exemplos
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(B)
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34a-j P 2
J > R
R25eSeR? 2 2 R25eCI — ©\/\ng
1 >
8a-j XR X

35a-x

Fonte: elaborado pelo autor baseado no trabalho de Blédorn

Por fim, pode-se concluir que o acido ftricloroisocianurico € um reagente
bastante versatil dentro do contexto da quimica organica sintética, possuindo boas
caracteristicas de sustentabilidade. Ele esta alinhado aos principios da Quimica
Verde, especificamente aos principios | (Prevencao), Il (Eficiéncia Atdmica), Il

(Sintese Segura) e V (Uso de Solventes e Auxiliares Seguros).
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem por objetivo geral o desenvolvimento de uma nova
metodologia sintética para a obtengcdo de hibridos moleculares 3-selanil-
isoflavonoides a partir da ciclizagdo de 2’-hidroxifenilenaminonas, empregando
disselenetos organicos como fonte de selénio, e acido tricloroisocianurico (TCCA)
como mediador ambientalmente adequado (Esquema 21). Além disso, os
compostos obtidos por meio da nova metodologia terdo sua atividade inibitoria frente

a MP do SARS-CoV-2 avaliadas por meio de ensaios de inibigdo enzimatica.

Esquema 21. Representagao esquematica do objetivo geral do trabalho.

i RS U
WN/ TCCA R" Cliy Sy v Atexico
R + Rl RI R :

OH | Condigdes OI ! OJ\N/&O /Seguro

)
2'-hidroxifenilenaminonas disselenetos 3-selanil-isoflavonas ' Cl {Estavel
1 1 11 ; TCCA

otenciais Inibidores da
do SARS-CoV-2

Fonte: elaborado pelo autor

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar o uso do TCCA com agente mediador da reagdo de selenilagédo de 2’-

hidroxifenilenaminonas (I) com disselenetos de diorganoila (II).

b) Efetuar estudos sistematicos de otimizagcao dos parametros reacionais a fim de se
determinarem as melhores condi¢des para a reagao, com principal foco no
rendimento do produto de interesse, quantidade utilizada do agente mediador e

identidade do solvente empregado.
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c) Avaliar a abrangéncia de escopo da reagao por meio da variagdo da estrutura dos

substratos empregados.

d) Caracterizar todas as 3-salenil-isoflavonas (III) obtidas através da metodologia
por meio de RMN de 'H e RMN de **C, ponto de fusdo e espectrometria de massas

de alta resolugdo (HRMS), quando necessario.

e) Realizar estudos mecanisticos para propor um mecanismo reacional plausivel

para a transformagao.

f) Avaliar o potencial de todas as 3-selanil-isoflavonas (III) para atuar como
inibidores da enzima MP© do SARS-CoV-2, através de ensaios in vitro que serdo
realizados por um grupo de pesquisa parceiro, seguindo protocolo previamente

estabelecido na literatura.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. DESENVOLVIMENTO DE UMA NOVA METODOLOGIA SINTETICA PARA A
OBTENGCAO DE 3-SELANIL-ISOFLAVONOIDES

4.1.1. Otimizagao dos Parametros Reacionais da Metodologia

4.1.1.1. Testes Iniciais e Caracterizagdo do Produto Illa

Inicialmente, foram escolhidos os materiais de partida 3-(dimetilamino)-1-(2-
hidroxifenil)prop-2-en-1-ona (Ia) e o dissleneto de difenila (IIa) para serem utilizados
como compostos modelo nos estudos de otimizagdo dos parametros reacionais da
metodologia. O primeiro solvente reacional a ser avaliado foi o etanol, baseando-se
nos resultados de otimizacdo obtidos em outros trabalhos na literatura que
empregaram acidos tri-haloisocianuricos (NETO et al., 2020). A escala de reagéo
escolhida para os estudos de otimizagao foi de 0,1 mmol do reagente Ia e foram
empregadas quantidades estequiométricas tanto do disseleneto (0,5 eq. — 50 umol),
quanto do mediador TCCA (0,35 eq. — 35 pymol) nesse primeiro teste reacional. O
tempo de reacgao inicial foi estimado ao se acompanhar o andamento da mesma por
meio de CCD, onde constatou-se que com cerca de 25 minutos outros produtos
minoritarios comegaram a surgir. Pdde-se observar a formagdo de apenas um
produto majoritario até o tempo de reagao de 25 minutos, que foi isolado por coluna
cromatografica com silica gel (fase estacionaria) e hex:AcOEt 9:1 (fase moével). O
produto isolado foi identificado como sendo a 3-(fenilselanil)-4H-cromen-4-ona (I11a)
por meio de ressonancia magnética nuclear de préton e carbono (RMN de 'H e "*C),
sendo que a identidade do produto foi confirmada ao comparar o espectro obtido
com o ja reportado na literatura para esse composto (RAFIQUE et al., 2017). Ainda
assim, pbde-se realizar a comparagao direta entre os espectros de hidrogénio
(Figura 10) e de carbono (Figura 11) do produto obtido com os do material de
partida original.

O espectro de hidrogénio do material de partida Ia (Figura 10A) exibe sinais
relevantes que merecem ser discutidos em maior detalhe. Destaca-se o sinal em
13,97 ppm, referente ao hidrogénio fendlico (Hd), que se encontra em um
deslocamento quimico pouco convencional para esse tipo de hidrogénio - que
geralmente é observado entre 4 e 8 ppm. Isso ocorre em razdo da formagéo de um

estado conformacional ciclico onde o oxigénio da carbonila adjacente se liga ao
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referido hidrogénio por meio de uma ligagao de hidrogénio intramolecular (Esquema
22A). Essa ligacdo entre o hidrogénio e a carbonila resulta na abstracdo de
densidade eletrénica do hidrogénio, que, portanto, se apresenta em uma regido de
maior deslocamento quimico por perder parte de sua blindagem eletrostatica. Esse
sinal deixa de ser observado no produto final, uma vez que esse hidrogénio ndo se

encontra presente na estrutura do mesmo.

Esquema 22. (A) Estado conformacional ciclico de Ia; (B) Estruturas de

ressonancia de Ia.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Outros sinais de interesse no espectro de hidrogénio de Ia sdo os dois sinais
alquilicos, em 2,97 e 3,15 ppm (Ha e Ha). Em uma primeira analise, esses dois
grupos de hidrogénios parecem ser quimicamente equivalentes na estrutura da
molécula. Entretanto, ressalta-se que o par de elétrons livre do atomo de nitrogénio
na verdade encontra-se parcialmente comprometido em ressonancia com o sistema
T composto pela ligagdo dupla e a carbonila, como evidenciado pela estrutura de
ressonancia iii. no Esquema 22B. Dessa forma, uma ligacdo de ordem fracionaria é
formada entre o atomo de nitrogénio e o atomo de carbono da dupla adjacente, o
que confere uma maior rigidez rotacional a essa ligagao. Dessa forma, cada um dos
grupos de hidrogénios alquilicos fica restrito a um ambiente quimico ligeiramente
distinto, fato que resulta na diferenciacdo dos sinais no espectro de hidrogénio.
Esses sinais também nao se fazem mais presentes no espectro do produto final,



54

tendo em vista a ocorréncia da eliminagao do grupamento dimetilamino ao longo do
mecanismo reacional.

Por fim, destacam-se os dois sinais de hidrogénio vinilicos em a e B a
carbonila (Hc e Hb, respectivamente). Ambos os sinais se apresentam na forma de
dupletos com uma constante de acoplamento de 12 Hz, que é caracteristica para
esse tipo de sistema. O hidrogénio a (Hc) se encontra em uma regido de menor
deslocamento quimico, enquanto o hidrogénio B (Hb) se encontra em uma regido de
maior deslocamento quimico. Essa disposicédo de sinais pode ser explicada por meio
da estrutura de ressonancia ii. no Esquema 22B, onde o carbono a encontra-se
dotado de uma carga negativa, que denota uma maior densidade eletrénica sobre o
mesmo; e o carbono [ se encontra ligado duplamente a um atomo de nitrogénio
carregado positivamente, que denota uma menor densidade eletrénica sobre esse
carbono. Vale ressaltar que o sinal referente ao hidrogénio Hc deixa de se fazer
presente no espectro do produto final, tendo em vista que o mesmo é substituido
pelo grupamento de organoselénio; ao passo que o hidrogénio Ha deixa de se
apresentar na forma de um dupleto, uma vez que ndo ha mais a presenca do
hidrogénio adjacente para que ocorra o acoplamento.

No espectro de RMN de 'H do produto IIIa podem ser atribuidos dois sinais
caracteristicos: o simpleto em 7,91 ppm (s, 1H), que pode ser atribuido ao
hidrogénio ligado a posi¢céo 2 do anel 4H-cromen-4-ona, tendo em vista que esse é o
unico hidrogénio na estrutura do composto sem hidrogénios adjacentes que
resultariam em um acoplamento; e duplo dupleto em 8,25 ppm (dd, J = 8.2, 1.7 Hz,
1H), que pode ser atribuido ao hidrogénio ligado a posi¢ao 5 do anel 4H-cromen-4-
ona, tendo em vista a multiplicidade observada para o sinal e o fato de o mesmo se
encontrar sob o efeito retirador de elétrons da carbonila, encontrando-se, dessa

forma, mais desblindado que os demais sinais aromaticos observados.
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Figura 10. Espectros de RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) dos compostos Ia e Illa.
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Fonte: elaborado pelo autor

Ja ao se observar o espectro de carbono do material de partida Ia algumas

atribuicbes de sinais puderam ser realizadas (Figura 11A). Destacam-se o sinal em
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191,5 ppm, referente ao carbono carbonilio (Cd); 0 sinal referente ao carbono
fendlico (Ce) em 162.9 ppm; os sinais referentes aos carbonos vinilicos em a (Cc) € 8
(Cb) a carbonila em 90,0 e 154,7 ppm, respectivamente, que foram atribuidos tendo
em vista o efeito eletrbnico ja descrito anteriormente para os sinais de hidrogénio
ligados a esses carbonos (Esquema 22B — Estrutura ijii.); e os sinais alquilicos Ca e
Ca2 que ndo se apresentam como equivalentes tendo vista o fendbmeno ja descrito
também para os sinais de hidrogénio ligados a esses carbonos (Esquema 22B -
Estrutura ii.).

No espectro de carbono do produto IIla algumas observagdes também
puderam ser realizadas (Figura 11B). Inicialmente, observa-se uma mudanga no
deslocamento quimico do sinal referente ao carbono carbonilico de 191,5 ppm para
175,2 ppm (Ce). Essa mudanga pode ser atribuida ao fato desse carbono passar a
constituir um heterociclo aromatico, que aumenta a blindagem eletrostatica sobre
esse nucleo de carbono. Além disso, destacam-se os dois sinais dos carbonos
ligados ao oxigénio no heterociclo: Ca em 156,3 ppm, que apresenta menor
intensidade por ser um carbono quarternario; e Cc em 155,7 ppm, que apresenta
maior intensidade no seu sinal por ainda possuir um hidrogénio ligado a si. Por fim,
destacam-se os sinais dos carbonos Ca e Cpb em 1295 e 133,8 ppm,
respectivamente, que apresentam as maiores intensidades no espectro de carbono

devido a equivaléncia de dois nucleos de carbono em cada uma dessas posigdes.
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Figura 11. Espectros de RMN de "*C (100 MHz, CDCl3) dos compostos Ia e IIla.
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Fonte: elaborado pelo autor
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4.1.1.2. Otimizagéo das Quantidades Molares de TCCA e do Disseleneto

Uma vez confirmada a estrutura do produto final por meio das analises
de RMN de 'H e "3*C, calculou-se o valor de rendimento obtido nesse primeiro teste
reacional, que foi de 55%. Dessa forma, deu-se inicio ao processo de otimizacao
dos parametros reacionais, a comecar pelas proporgcdes estequiométricas dos
reagentes.

Foi avaliado o uso de excesso do reagente Ila (Tabela 2 - Entradas 1 a 4), e
do mediador TCCA (Tabela 2 - Entradas 5 e 6). Com esses experimentos foi
possivel constatar que a eficiéncia da reagcdo nédo é alterada com quantidades
maiores de disseleneto, e que, portanto, 0 mesmo pode ser empregado na sua
razao estequiométrica de 0,5 eq, tendo em vista que cada mol de disseleneto pode
gerar até dois moles da espécie eletrofilica de selénio (PhSeCl). Ja com o aumento
da quantidade do mediador TCCA o rendimento da reagdo apresentou um
decréscimo substancial. Esse resultado pode ser atribuido a possiveis reagdes
paralelas que podem ocorrer em concentragées maiores do reagente, como reagdes
de cloragao e oxidacdo. Dessa forma, as quantidades étimas dos reagentes Ila e do
mediador TCCA foram estabelecidas como sendo as suas quantidades

estequiométricas dos mesmos (Tabela 2 - Entrada 4).
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Tabela 2. Estudos de Otimizagao das Propor¢des Estequiométricas de Ia e de

TCCA.
(0] (0]
S N~ Ph
| + PhsesePh —JCCA |
EtOH (0,05 M)

OH t.a, 25 min 0

Ia IIa IIIa
Entrada Ia TCCA Rendimento (%)
(equiv.) (equiv.)

1 1,5 0,35 55
2 1 0,35 56
3 0,75 0,35 56
4 0,5 0,35 55
5 0,5 0,5 50
6 0,5 1 39

[a] Rendimento do produto Illa isolado por cromatografia em coluna

Fonte: elaborado pelo autor

4.1.1.3. Avaliagdo de Solventes Reacionais
Posteriormente, foram avaliados oito solventes reacionais distintos com
diferentes caracteristicas estruturais, todos especificados na Tabela 3. Dentre todos
os solventes avaliados, o etanol (Tabela 3 — Entrada 1) se destacou como o mais
eficaz na promocgao da reacdo estudada, que fora justamente o primeiro solvente
escolhido para iniciar o processo de otimizacdo da metodologia. Apesar disso,
outros solventes também se mostraram capazes de gerar o produto esperado, como
a acetonitrila (Tabela 3 — Entrada 3), o dioxano (Tabela 3 — Entrada 2), e o
tetrahidrofurano (Tabela 3 — Entrada 4), mesmo que em rendimentos inferiores ao
obtido para o etanol.
Ja quando se tentou utilizar glicerol, agua e polietilenoglicol (Tabela 3 -
Entradas 5 a 7) constatou-se a formacgédo de tragos ou nenhuma formacgédo de
produto. Isso provavelmente se deu por conta da completa insolubilidade dos

materiais de partida nesses solventes de carater muito polar. Surpreendentemente,
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a reacgao realizada em acetato de etila (Tabela 3 — Entrada 8) também forneceu
apenas tragcos do produto, apesar de ser plenamente capaz de solubilizar os

materiais de partida.

Tabela 3. Estudos de Otimizagao do Solvente de Reacéao

(0]
= N~ TCCA Ph
OH | + Ph Ph Solvente (0,05 M) 0
t.a, 25 min
Ia IIa IIIa
Entrada Solvente Rendimento (%)

1 Etanol (EtOH) 55
2 Dioxano 36
3 Acetonitrila (MeCN) 46
4 Tetrahidrofurano (THF) 26

5 Glicerol Tracos[®

6 Agua (H,0) N.R.[PI

7 Polietilenoglicol (PEG) N.R.[P]

8 Acetato de Etila (EtOAc) Tracos[d

[a] Rendimento do produto Illa isolado por cromatografia em coluna. [b] Nenhum produto foi
detectado por CCD. [c] Produto detectado por CCD em pouca quantidade.

Fonte: elaborado pelo autor

4.1.1.4. Otimizagcdo do Tempo e Temperatura de Reagéo

Na sequéncia, foram avaliados o tempo e a temperatura de reagao e suas
influéncias sobre o rendimento da mesma. Verificou-se que tempos de reacao
maiores do que 25 minutos, que era o tempo de reagao que vinha sendo empregado
até entdo, foram deletérios ao rendimento da reagao (Tabela 4 — Entrada 1). Isso
indica que o produto final IIIa ndo é estavel nas condi¢gbes do sistema reacional, e
que tempos menores de reagdao podem ser favoraveis por minimizar-se a perda de
produto por meio desse processo de degradacéo.

Dessa forma, ao se diminuir o tempo reacional para apenas 10 minutos foi
possivel observar um aumento substancial no rendimento da reacao, de 55% para
68% (Tabela 4 — Entrada 3). Esse aumento foi ainda maior para a reagao realizada

em apenas 5 minutos, resultando em um rendimento de 78% (Tabela 4 — Entrada
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4), mas que estatisticamente se aproxima bastante do resultado obtido para 10
minutos.

Por fim, ao se empregar um aquecimento brando de apenas 50 °C, por
apenas cinco minutos de reacdo, o produto IIla pode ser obtido em 95% de
rendimento (Tabela 4 — Entrada 5). Esse resultado foi elencado como o mais

eficiente no processo de otimizagéo.

Tabela 4. Estudos de Otimizagado do Tempo e da Temperatura Reacionais

(o) (o)
= NT Ph
| + PhsesePh _—JCCA |
EtOH (0,05 M)

OH T (°C), t (min) o

Ia I1a 1I1a
Entrada Tempo Temperatura Rendimento (%)l
(min) (°C)

1 50 t.a. 26
2 25 t.a. 55
3 10 t.a. 68
4 5 t.a. 78
5 5 50 95

[a] Rendimento do produto Illa isolado por cromatografia em coluna.

Fonte: elaborado pelo autor

Dessa forma, o conjunto final de condigbes reacionais que se mostrou o mais
eficiente em promover a reacdo estudada consistiu no uso de quantidades
estequimétricas dos reagentes Ila (0,5 eq.) e do TCCA (0,33 eq.), etanol como
solvente reacional e aquecimento de 50 °C, por apenas cinco minutos (Esquema
23).

Esquema 23. Representacdo das Condi¢gdes Reacionais Otimizadas

0 % 0
= N Ph
| + PhsesePh _TCCA _ |
OH EtOH (0,05 M) o

50 °C, 5 min
Ia IIa IIla
95%

Fonte: elaborado pelo autor
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4.1.2. Determinacao do Escopo Reacional
Uma vez estabelecidas as condi¢cbes reacionais mais eficientes no processo
de sintese de Illa, prosseguiu-se para a determinagcdo do escopo reacional da
metodologia. Para tanto, variou-se a estrutura dos materiais de partida, tanto na
por¢ao enaminona (I), quanto na porgéo disseleneto (II), avaliando a influéncia que
diferentes substituentes teriam no rendimento da reacdo. Inicialmente, fixou-se o
disseleneto de difenila (IIa), que foi entdo submetido as condi¢gbes reacionais

previamente determinadas juntamente com diferentes 2’-hidroxifenilenaminonas (I).

4.1.2.1. Determinagdo  do  Escopo  Reacional  Referente as  2’-
hidroxifenilenaminonas (I)

Foram avaliadas onze 2’-hidroxifenilenaminonas (Ia-k) com diferentes
caracteristicas estruturais, contendo grupamentos doadores e retiradores de elétrons
ligados ao anel aromatico da enaminona (Esquema 25). De modo geral,
grupamentos retiradores de elétrons (I1Ib-g) demonstraram resultados ligeiramente
superiores, na média, quando comparados a grupamentos doadores de elétrons
(IITh-k). Essa observacao pode ser atribuida ao fato de que as enaminonas com
grupamentos doadores de elétrons sao mais propensas a reacdes paralelas de
substituigdo eletrofilica aromatica (SEAr) com o cloro eletrofilico presente no meio,
em comparagdo as enaminonas com grupamentos retiradores de elétrons. As 2’-
hidroxifenilenaminonas, em particular, possuem duas posicoes reativas para reagdes
de SEAr — nas posicdes orto e para ao grupo fendlico — devido ao efeito mesomérico
exercido pelo par de elétrons do oxigénio fendlico, conforme ilustrado no Esquema
24. No entanto, a presenga de grupamentos retiradores de elétrons ligados ao anel
fendlico tende a reduzir a nucleofilicidade dessas posicdes, diminuindo a
probabilidade de reagdes paralelas. Essas reagbes, caso ocorram, consumiriam
parte do TCCA presente no meio, reduzindo sua disponibilidade para a formacéo do

produto desejado, e reduzindo também, portanto, o rendimento observado.
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Esquema 24. Estruturas de ressonancia de Ia evidenciando as posi¢cdes ativadas

para SEar.
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Fonte: elaborado pelo autor

De modo geral, a metodologia mostrou-se eficiente para compostos
contendo halogénios como substituintes, com destaque para aqueles que possuem
flior em sua estrutura (II1d e Ille), os quais apresentaram os melhores resultados
da série, atingindo rendimentos em torno de 80%. Substituintes halogénios como
cloro e bromo também foram bem tolerados, embora tenham resultado em
rendimentos inferiores aos de seus analogos fluorados.

A reacao também ocorreu na presenca de substituinte fortemente retirador
de elétrons ligado ao anel aromatico das 2’-hidroxifenilenaminonas, como o
grupamento NO:2 (IIlg). Esse substituinte € o mais eletroretirador da série por
excercer sua influéncia através de efeito mesomérco, resultante da ressonancia dos
pares de elétrons do anel aromatico com o grupamento nitro, e através de efeito
indutivo, resultante da alta eletronegatividade do atomo de nitrogénio. Por fim, foi
possivel ainda obter-se um exemplo contendo um substituinte com hidrogénio
ionizavel em sua estrutura (IIlj), apesar do baixo rendimento de apenas 36%, € um
exemplo com sistema 1T estendido na forma de um anel naftilico (I1IKk).

De modo geral, os rendimentos dessa primeira etapa de determinagdao do
escopo reacional variaram de 36% até 95%, sendo que a média geral dos

rendimentos ficou na faixa dos 70%.
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Esquema 25. Escopo Reacional com Diferentes 2’-hidroxifenilenaminonas (Ia-k)

(0]
R Z N/ + Ph Ph TCCA (o 35eq.)
| EtOH (o 05 M)
OH 50 °C, 5 min
Ia-k Ila IIIa-k
(o) (0]
Cl Ph
I
(0]
o, 0,
I1a, 95% IIIb, 63% Illc, 76%
(o) (0] (0]
F Ph Br
I I I
(0] F (0] (0]
I11d, 81% IIle, 80% I11f, 60%
(0] (0]
Ph H,;C Ph MeO
I I
(0] (0]
lllg, 69% IITh, 54% 1114, 53%
(o)
Of*f )
111, 36% 111k, 61%

Fonte: elaborado pelo autor

4.1.2.1. Determinagao do Escopo Reacional Referente aos Disselenetos (II)

ApOs isso, prosseguiu-se a determinagcéo do escopo reacional da metodologia
relativo ao reagente de organosselénio (II). Para tanto, fixou-se a 2'-
hidroxifenilenaminona nao substituida (Ia), e foram utilizados diferentes disselenetos
organicos (Ila-1), empregando as condigbes reacionais previamente estabelecidas.
No total, doze diferentes exemplos de 3-selanilisoflavondides (IIIl-v) foram obtidos

ao longo dessa etapa de determinagao do escopo reacional (Esquema 26).
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Esquema 26. Escopo Reacional com Diferentes Disselenetos (I1a-i)

(0] (0]
N7 . Reeser  TCCAL3Sea) o
| EtOH (0,05 M)
OH (0)

50 °C, 5 min
Ia IIb-1 II11-v
(0] (o) (o] Cl
: :o: ©\F C :o: ©\CI C :o: ©
1111, 72% IIIm, 63% IIIn, 58%
(o) (o) OMe (0]
(0] (0] (0] OMe
IITo, 58% lIp, 51% 1lq, 54%
o) o) ‘ o)
CLy CLY Ly
I 1)
(@] ©\CH (o) O (0] /
. 3
IIIr, 48% IIs, 34% I11t, 86%
i \/© I
m m ~ NN
(0] (o)
IITu, 38% v, 71%

Fonte: elaborado pelo autor

Inicialmente, foram testados disselenetos fenilicos contendo halogénios tanto
na posigao para (Il e IIIm), quanto na posicdo orto (I1Im), apresentando
rendimentos que ficaram na faixa de 60%. Além disso, pdde-se obter ainda mais um
exemplo contendo um grupamento fortemente retirador de elétrons, o trifluorometil
(CF3), na posicao meta (I11o), em 58% de rendimento.

Do mesmo modo, disselenetos fenilicos contendo grupamentos doadores de
elétrons também foram avaliados frente a metodologia. Dessa forma, obtiveram-se
exemplos com grupamento metdxi ligado nas posi¢cdes 2- e 4- do anel fenilico do

disseleneto, com rendimentos de 51% (Illp) e 54% (1llq), respectivamente. Foi
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ainda obtido um exemplo contendo um grupamento metil ligado a posi¢ao para do
anél fenilico do disseleneto, fornecendo um rendimento de 48% (IIIr).

Em linhas gerais, constatou-se que os rendimentos obtidos para os exemplos
contendo grupamentos doadores de elétrons se mostraram ligeiramente inferiores,
na media, quando comparados aos exemplos contendo grupamentos retiradores de
elétrons. Essa observacao é condizente com o esperado, tendo em vista que os
reagentes de organosselénio atuam como eletrofilos dentro do sistema reacional
estudado. Dessa forma, substituintes que retirem densidade eletronica do anel
aromatico ligado ao atomo de selénio podem aumentar o carater eletrofilico do
mesmo, aumentando sua reatividade e resultando em rendimentos maiores
empregando as mesmas condi¢oes.

Ao se tentar obter um exemplo empregando o disseleneto a-naftilico (IIIs),
observou-se uma queda substancial no rendimento da reagao, que ficou na faixa dos
34%. Esse decréscimo pode ser possivelmente atribuido ao fato do disseleneto a-
naftilico ndo ser soluvel no meio etandlico utilizado, o que se da devido ao seu
carater apolar. Essa mesma observacdo pdde ser realizada ao empregar o
disseleneto benzilico, que também apresentou uma baixa solubilidade em etanol, e
forneceu o produto (IIIu) em apenas 38% de rendimento.

Ja quando o disseleneto 2-tiofénico foi empregado, o rendimento da reacéo se
mostrou o mais elevado de todos nesta segunda etapa de determinagdo do escopo
reacional, atingindo cerca de 86% (II1t). Esse resultado pode ser atribuido ao fato de
o anel tiofénico apresentar uma polaridade maior quando comparado aos derivados
fenilicos, o que faz com que o seu disseleneto correspondente seja mais soluvel em
sistemas de solvente polares, como no caso do etanol. Ademais, foi possivel se
obter um ultimo exemplo empregando o disseleneto de dibutila (ITlv), um disseleneto
de carater alquilico, em 71% de rendimento.

Por fim, ao final das duas etapas de determinac&o do escopo reacional foram
obtidos, no total, 22 exemplos de 3-selanil-isoflavonoides, com rendimentos que
variaram entre 34% e 95%. Dessa forma, péde-se demonstrar a robustez da
metodologia desenvolvida, que foi capaz de gerar produtos contendo uma grande

variedade de diferentes grupamentos funcionais.
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4.1.3. Estudos Mecanisticos
Uma vez concluidos os estudos de determinagao do escopo reacional para a
metodologia, prosseguiu-se a realizagdo de experimentos planejados com o intuito

de se obterem indicios acerca do mecanismo pelo qual a reagcdo se processa.

4.1.3.1. Estudos em Atmosfera de Reacdo Modificada

Em um primeiro momento, dois experimentos foram realizados empregando
atmosferas de reacdo modificadas. No primeiro deles, a reacdo foi realizada
mantendo todos os parametros reacionais previamente estabelecidos, mas com uma
atmosfera reacional de gas argénio. O intuito desse experimento foi verificar se o
oxigénio ou a agua presentes no ar atmosférico teriam algum papel dentro do
mecanismo reacional. Entretanto, o rendimento observado nesse primeiro estudo foi
de 92% (Esquema 27), que é bastante semelhante ao que é observado quando a
reacao € realizada sem modificagdo na atmosfera de reagdo. Logo, conclui-se que
nenhum dos componentes do ar atmosférico desempenha qualquer papel dentro do

mecanismo reacional.

Esquema 27. Estudo Mecanistico com Atmosfera de Reagao de Argdnio.

(o) (0]
= N/ Ph
| + Ph ph _TCCA (0.33eq.) |
OH EtOH (0,05.M) o
50 °C, 5 min
Ia Ila Arg) I11a

92%

Fonte: elaborado pelo autor

No segundo estudo, foi adotada uma atmosfera de reagdo contendo gas
oxigénio puro. Este experimento teve como objetivo investigar se o processo
reacional segue um mecanismo reacional radicalar. Isso € motivado pelo fato de que
0 oxigénio molecular € uma espécie birradicalar, caracterizada por possuir dois
elétrons desemparelhados em seus orbitais de fronteira. Assim, a presenca de
radicais ao longo do mecanismo de reagao poderia levar a sua rapida reagao com o
oxigénio molecular presente no meio, o0 que poderia interromper o andamento da
reagao. Portanto, caso isso ocorresse, seria esperada uma redugao significativa no

rendimento da reag¢ao. No entanto, o rendimento observado neste experimento foi de
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93% (Esquema 28), indicando que é pouco provavel que haja a formacédo de

especies radicalares ao longo do mecanismo reacional.

Esquema 28. Estudo Mecanistico com Atmosfera de Reagéo de Oxigénio.

o o)
S N/ Ph
| + Ph ph _TCCA(033eq) |
OH 50°C. Bmin 0
Ia Ila O3(g) Ila
93%

Fonte: elaborado pelo autor

4.1.3.2. Reagdo na Presenca de Inibidor Radicalar

Ainda assim, outro experimento foi realizado a fim de se confirmar a provavel
natureza ibnica do mecanismo reacional. Nesse experimento, empregou-se o
conjunto de condigdes reacionais pré-estabelecidas, sem atmosferas de reagao
modificadas, mas com a presencga de 4 equivalentes molares do inibidor radicalar
(2,2,6,6-tetrametil-piperidi-1-nil)oxil (TEMPO). Essa €& uma espécie organica
radicalar, estavel nas condicbes ambientes, que é capaz de reagir prontamente com
outras espécies radicalares presentes no meio e atrapalhar a progressdo normal da
reacdo. Dessa forma, caso o mecanismo de reagdo passe pela formagao de
intermediarios radicalares, espera-se observar um decréscimo no rendimento da

mesma quando na presenca do referido inibidor radicalar (TEMPO).

Esquema 29. Experimento Conduzido na Presencga de 4 equivalentes de TEMPO.

0 (o] . .
O TEMPO (4 eq.) Ph ! 0
| + Ph Ph TCCA (0.33 eq.): | é N
OH 505C. & min 0 5
Ia Ila Ila +  TEMPO
90% :

Fonte: elaborado pelo autor

Entretanto, o rendimento observado para o experimento conduzido na nessa
condicao se manteve praticamente inalterado, atingindo a faixa de 90% (Esquema
29). Esse resultado confirma a natureza ibnica do mecanismo de reacdo, que,

portanto, ndo deve passar pela formagao de radicais no meio reacional.
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4.1.3.3. Avaliagdo da Sequéncia das Etapas de Reagao
Por conseguinte, mais estudos foram realizados a fim de se determinar qual
a sequéncia das etapas do mecanismo reacional. Inicialmente, foram levantadas

duas hipoteses mecanisticas plausiveis para a transformacao.

Esquema 30. Hip6teses Mecanisticas (A) e (B) para a Reagao de Formacéao das 3-

selanilisoflavonas

(A)
(o) (o) (o)
S e H Ph
'i‘ H* | TCCA +Ph Ph |
OH (0] (0]
4H-cromen-4-ona
Ia | AY I1a
B) o 0 o]
® Ph
NN~ TCCA +PhsesePh .
,i, h ; - HN(Met),
OH (o)
OH N
. I1a
Ia lon Selendnio

Fonte: elaborado pelo autor

Na primeira delas (Esquema 30A), a (ciclizagdo das 2'-
hidroxifenilenaminonas (I) ocorre primeiro, promovida pelo meio acido gerado pela
mistura TCCA + Etanol, para apenas depois ocorrer sua funcionalizacdo com o
reagente de organosselénio.

Ja na segunda hipdétese mecanistica (Esquema 30B), o composto I reage
primeiramente com o reagente eletrofiico de selénio, resultando em um
intermediario catibnico ja proposto anteriormente na literatura (SONEGO et al.,
2023), denominado fon Selenénio. Esse intermediario reacional sofre entdo o ataque
nucleofilico intramolecular do oxigénio fendlico para formar o produto final (IIla),
apods a subsequente eliminacdo da dimetilamina e restauracdo da aromaticidade do
sistema.

Dessa forma, foi realizado um teste reacional empregando a 4H-cromen-4-
ona (IV) como material de partida no lugar da 2’-hidroxifenilenaminona (Ia), com o
intuito de verificar qual das duas sequéncias reacionais, A ou B, é a correta. Com

esse experimento foi possivel verificar se o heterociclo ja ciclizado seria passivel de
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funcionalizagdo com o reagente de organosselénio, utilizando as condicdes

reacionais estabelecidas (Esquema 31).

Esquema 31. Tentativa de Selenilagao Direta da 4H-cromen-4-ona (IV)

(0] (o)
H Cl
| + Ph Ph TCCA (0.33 eq.): I
EtOH (0,05 M)
o 50 °C, 5 min o
v I1a \%

70%

Fonte: elaborado pelo autor

Entretanto, o uUnico produto observado para esse teste reacional foi a 3-
cloro-4H-cromen-4-ona (V), e nao o produto selenilado (IIIa). Esse resultado indica
que a hipotese mecanistica A possivelmente nao ocorre, e, portanto, a 2’-
hidroxifenilenaminona (Ia) deve primeiramente reagir com a espécie de

organosselénio para sé entdo ocorrer o fechamento do anel 4H-cromen-4-ona.

4.1.3.4. Proposta Mecanistica

Tendo em vista os estudos mecanisticos realizados, foi possivel elaborar
uma proposta de mecanismo plausivel para a reacdo estudada (Esquema 32). O
mecanismo proposto se inicia com a formagdo da espécie eletrofilica de selénio
(PhSeCl) por meio da reagao do disseleneto de difenila com o TCCA (Etapa i.).

Por conseguinte, ligacdo dupla da 2’-hidroxifenilenaminona (Ia) ataca o
atomo eletréfilico de selénio (Etapa ii.), resultando na formagao do cation selendnio
correspondente. Esse cation, por sua vez, sofre o ataque nucleofilico intramolecular
do oxigénio fendlico para fechar o heterociclo (Etapa iii.), que na sequéncia passa
pelo processo de prototropismo, no qual o hidrogénio anteriormente ligado ao
oxigénio fendlico migra para o nitrogénio proximo, resultando em um grupamento
amoénio que pode ser mais facilmente eliminado.

Apos isso, ocorre a eliminacdo do grupamento aménio na forma de
dimetilamina, que € assistida pelo par de elétrons do oxigénio adjacente por gerar
um carbocation estabilizado (Etapa iv.). Por fim, ocorre a abstracao do préton a

carbonilico (Etapa v.) que resulta na formagao no produto final Illa.
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Esquema 32. Proposta de Mecanismo Reacional para a Metodologia Desenvolvida.

Acido
Ciandri
TCCA ianurico Ia o I?h 0
a0 Ph
N”
Ph Ph - PhSeCl > | — _
IIa i. ii. OH iii. O™ °N
- H |
+
H
/"!\

IIIa

Fonte: elaborado pelo autor

4.2. ENSAIOS DE INIBIGAO ENZIMATICA FRENTE A Mpro DO SARS-COV-2.

Todos os exemplos de 3-selanil-isoflavonas obtidos ao longo da
determinacdo do escopo reacional da metodologia foram submetidos a ensaios de
inibicdo enzimatica in vitro frente a enzima Mpro do SARs-CoV-2. Esses estudos
foram realizados em parceria com os Laboratérios de Quimica de Produtos Naturais
(LQPN — DQ/CFM) e de Protozoologia (PROTO — MIP/CCB) da UFSC e conduzidos
pela estagiaria de pos-doutorado Dra. Carime L. Mansur Pontes.

A determinacédo dos percentuais de inibicdo enzimatica dos compostos foi
realizada por meio de ensaios colorimétricos, utilizando a enzima Mpo € um
substrato peptidico cromogénico de fonte comercial, cuja sequéncia de aminoacidos
€ Thr-Ser-Ala-Val-Leu-GIn-pNA. A enzima, quando misturada a esse peptideo,
passa a efetuar sua acao proteolitica clivando a ligacao peptidica entre o aminoacido
glutamina (GIn) e o agente cromogénico p-nitroanilina (pNA).

A pNA enquanto ligada ao peptideo ndo absorve luz na faixa de
comprimentos de onda da luz visivel. Isso ocorre em razdo de o par de elétrons do
nitrogénio estar parcialmente comprometido em ressonancia com a carbonila da
glutamina. Uma vez que a ligagéo peptidica € clivada, o par de elétrons do nitrogénio
passa a ser conjugado ao sistema aromatico de forma mais efetiva, o que resulta em
uma mudanca no seu perfil de absorgédo luminosa, que passa a ter um Amax em 405

nm. Dessa forma, pode-se determinar o quanto do substrato adicionado inicialmente
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foi clivado pela enzima por meio de Espectroscopia UV-Vis, medindo a absorbancia

do sistema nesse comprimento de onda (Esquema 33).

Esquema 33. Principio de Funcionamento do Ensaio de Inibicdo da Mpro

0 ,--=-.
Thr-Ser-Ala-Val-Leu-Gin—4.”  m__
NH —° 5 Thr-Ser-Ala-Val-Leu-GIn +

; _N?
‘ . oo

Fonte: elaborado pelo autor

Portanto, caso haja a presenca de algum composto em solugdo capaz de
inativar total ou parcialmente a enzima presente no meio, esse processo de clivagem
nao ocorrera em sua totalidade. Isso resultara em uma menor concentragdo de pNA
no meio quando comparado ao controle negativo, onde apenas a enzima e o
substrato estdo presentes sem o potencial inibidor enzimatico, o que se traduzira em
uma menor absorbancia do sistema em 405 nm. Ou seja, quanto maior for a
atividade inibitéria do composto a ser avaliado, menor sera a absorbancia do
sistema final nessa faixa de comprimento de onda.

A metodologia empregada ao longo desses ensaios foi realizada em acordo
com as instrucdes do fabricante dos insumos utilizados (Sigma-Aldrich) com
algumas adaptacoes, e as diluicbes foram realizadas de forma que a concentragao
final dos compostos avaliados fosse de 200 pyM. Foram utilizados como controle
positivo de inibicdo o composto Ebselen na concentracéo final de 10 uM, e como
controle negativo um sistema sem a presencga de potenciais inibidores enzimaticos.
Todas as determinagdes dos percentuais de inibicdo das 3-selanil-isoflavonas foram
realizadas em ftriplicata, tendo seus valores de desvio padrdo da medida
determinados.

Apesar de todos os 22 compostos terem sido submetidos aos ensaios de
inibicdo enzimatica, apenas 7 desses, os compostos Illa, I11d, IIle, I1Th, Illo, IlIp e
Illq, puderam ter seus valores de inibicado a 200 uM determinados (Tabela 5). Isso
se deu em virtude de os demais dos compostos serem insoluveis no sistema de
solventes utilizado nesse protocolo (10% DMSO/H20). Dessa forma, o sistema final

contendo esses compostos apresentou aspecto turvo em razao da presenca de
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precipitado, o que inviabilizou a leitura correta dos valores de absorbancia nesses

Ccasos.

Tabela 5. Dados de Inibicdo Enzimatica das 3-selanil-isoflavonas Frente a Mpro

Cédigo Estrutura % de Inibigaol@ DPIb]

0
e @f‘]/ @ 0% ]
0
0
F
Imd | O 90,37% 6,5%
0

0
Ile | © 93,14% 8,16%
F 0
0
H;C
IIh | O 90,97% 0,72%
0
0

CF,
Ilo | Ol 78,82% 11,07%
0
0 OMe
TIp m ]ij 94,22% 3,08%
0
0
I1lq ©\)J]/ O\ 63,18% 35,96%
(o) OMe
0

[a] % de inibigdo dos compostos a 200 uM, realizado em triplicata; [b] Desvio padrédo dos valores de
inibicao; [c] Controle positivo de inibicdo enzimatica, determinado na concentragéo de 10 uM.

Fonte: elaborador pelo autor
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Ao se analisarem os resultados de inibigdo obtidas para esses sete
compostos, péde-se observar que alguns dos mesmos possuem caracteristicas
estruturais similares. Os compostos IIld e IIle sdo ambos compostos fluorados em
suas porg¢des heterociclicas, diferindo entre si apenas quanto a posi¢do na qual o
atomo de fluor se encontra ligado. Algo similar ocorre entre os compostos Illo e IIlp,
onde ambos possuem substituintes metoxila ligados ao anel aromatico da porcao
organosselénio nas posigdes orto e para, respectivamente.

Tais observagdes podem indicar que esses grupamentos funcionais tem a
capacidade de favorecer ativamente as interagdes intermoleculares entre esses
compostos e a enzima, melhorando seus desempenhos como inibidores da mesma.
Essa hipotese é corroborada pelo fato de o composto Illa, que € o exemplo sem
substituintes, ndo ter apresentado qualquer atividade inibitéria. Ainda, se destacam
as inibicdes observadas para os compostos Illo e IIlIp, que também demonstraram

uma boa capacidade de impedir a agao proteolitica da Mpro.
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1. CONSIDERACOES GERAIS

5.1.1. Solventes e Reagentes

Os materiais de partida 2’-hidroxifenilenaminonas (Ia-k) e os disselenetos
organicos (Ila-s) foram preparados por meio de metodologias ja descritas na
literatura.

Todos os demais solventes e reagentes foram obtidos de fontes comerciais
(Aldrich, Merck, Fluka, Nuclear, Synth) e utilizados sem processos de purificagao

prévios, a nao ser quando explicitamente indicado.

5.1.2. Remocgao de Solventes Organicos

A remocédo de solventes foi realizada empregando rotaevaporadores da
marca Buchi (Buchi® Rotavapor® RIl), associado a uma bomba de vacuo da mesma
marca (Vacuum Pump V100) com controlador de vacuo (Interface 1100). Para a
completa remocgao de residuos de solventes os compostos foram submetidos a alto-
vacuo em uma linha equipada com uma bomba da merca Emerson (Modelo
CA55KXDJW-2137).

5.1.3. Métodos Cromatograficos

O monitoramento das reagdes foi realizado através de Cromatografia em
Camada Delgada (CCD), usando placas de aluminio recobertas com silica gel
contendo indicador florescente (F254) com absor¢dao em 254 nm da marca Merck,
com 175 - 225 ym de espessura e particulas com 9,7 a 11,7 um de didmetro e 0,74 -
0,84 ml/g de volumes de poro. A visualizagao das placas de CCD foi realizada por
meio de lampadas ultravioletas (Marca Spectroline®, Modelo EF-140G) de 254 nm e
365 nm para a irradiacdo da placa. Foi empregada também uma solugéo de vanilina
sulfurica como método de revelagdo complementar.

As cromatografias em coluna (CC) foram realizadas empregando silica gel
flash da marca MACHEREY-NAGEL (270 — 400 mesh) como fase estacionaria, e
diferentes solugdes de acetato de etila e n-hexano como fases modveis, com

propor¢des variando de acordo com a polaridade observada para cada composto.
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5.1.4. Métodos Analiticos de Caracterizagao de Compostos Organicos

Os pontos de fusao foram determinados empregando um fusidmetro MQAPF—
301 da marca MicroQuimica®, que foi utilizado sem calibragao prévia.

Os espectros de RMN 'H e RMN '3C foram obtidos em espectrometro Bruker
Avance DRX 400, operando em 400 MHz para hidrogénio e 100 MHz para carbono,
respectivamente (Central de Analises / Departamento de Quimica — UFSC). As
amostras foram dissolvidas em cloroférmio deuterado (CDCIs) ou em dimetilsulféxido
deuterado (DMSO-ds), ambos contendo 0,01% V/V de tetrametilsilano (TMS) como
padrao interno. Os deslocamentos quimicos () estdo relacionados em parte por
milhdo (ppm) em relagédo ao TMS (0 ppm), e entre parénteses estdao a multiplicidade
(s = simpleto, d = dupleto, dd = duplo dupleto, t = tripleto, m = multipleto, sl =
simpleto largo), o numero de hidrogénios deduzidos da integral relativa e a constante
de acoplamento (J) expressa em Hertz (Hz).

Os espectros de massas de alta resolugdo (HRMS) foram obtidos em um
espectrometro de massas da marca Bruker (Modelo micrOTOF-Q Il), e foram
realizados junto ao Laboratério de Biologia Molecular Estrutural (LABIME), localizado
no Departamento de Bioquimica na UFSC. O equipamento foi operado com fonte de
ionizacdo no modo positivo usando o método de ionizagdo quimica em electrospray
(ESI+) e com obtengao de razdes massa/carga (m/z) na faixa de 100 — 1000 m/z. As
razbes massal/carga obtidas se encontram reportadas juntamente da tedrica

calculada para a formula molecular do composto em analise.
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5.2. PARTE EXPERIMENTAL

5.2.1. Preparacgao das 2’-hidroxifenilenaminonas (Ia-k):

A sintese de todas as 2’-hidroxifenilenaminonas (Ia-k) foi realizada seguindo
um procedimento ja descrito previamente na literatura (Esquema 34) (AKRAM;
BERA; PATIL, 2016):

Esquema 34. Sintese das 2’-hidroxifenilenaminonas (Ia-k)

(o) (o)
\
\ 0 . = N/
R + N—< Tolueno (An|dro)= R |
OH / /0 90 °C, 24 h OH

IVa-k A\ Ia-k

Fonte: elaborado pelo autor

O sistema experimental montado para a sintese das 2’-
hidroxifenilenaminonas (Ia-k) consistiu de um baldo de fundo redondo equipado com
uma barra de agitagdo magnética e um condensador de refluxo. Inicialmente, foram
adicionados 5 mmols de acetofenona correspondente (IVa-k) e 5 mL de tolueno
anidro ao frasco reacional. A mistura foi agitada até a completa dissolugdo da
acetofenona. Em seguida, foram adicionados 1,1 equivalentes (5,5 mmols) de
dimetilacetal de N,N-dimetilformamida (V) em uma unica por¢do. O sistema foi
mantido sob agitacdo e aquecido a 90 °C por até 24 h, até que se constatasse o
consumo total da acetofenona, verificado por cromatografia em camada delgada
(CCD).

Uma vez concluida a reacéao, o tolueno foi removido do sistema por meio de
destilacdo a baixa pressao (rotaevaporador) para fornecer o bruto reacional. O
composto Ia pdde ser obtido na sua forma pura por meio de recristalizacdo em
etanol a quente. Os demais compostos (Ib-i) foram isolados do bruto reacional por
meio de cromatografia em coluna empregando gel de silica como fase estacionaria e

diferentes misturas de acetato de etila e hexano como fases moéveis.
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o Dados de Caracterizagado das 2’-hidroxifenilenaminonas (Ia-i):

3-(dimetilamino)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona (Ia):

Rendimento: 77%; Aspecto Fisico: Sdlido Verde; p.f.

E I~ t 121,2 - 122,1 °C; RMN de "H (200 MHz, CDCl3) &: 13,97 (s,
: | 1 1H); 7,89 (d, J = 12.0 Hz, 1H); 7,70 (d, J = 8,0, 1,7 Hz, 1H);
1 OH 1

: ' 7,46 — 7,23 (m, 1H); 7,01 — 6,77 (m, 2H); 5,78 (d, J = 12,0

Hz, 1H); 3,19 (s, 3H); 2,97 (s, 3H). RMN de **C (50 MHz,
CDCl3) 5 191,5; 162,9; 154,7: 133,9; 128,2; 120,3; 118,2; 117,9; 90,1; 45,3; 37,4.

1-(5-cloro-2-hidroxifenil)-3-(dimetilamino)prop-2-en-1-ona (Ib):

FTTTSTmmmssoomssmees 1 Rendimento: 50%; Aspecto Fisico: Sodlido Amarelo;

CI Z~y~+ RMN de "H (400 MHz, CDCIs) 5: 14,02 (s, 1H); 7,84 (d, J
: on |+ =12,0 Hz, 1H); 7,60 (d, J = 2,6 Hz, 1H); 7,25 (dd, J = 8,8;
: : 2.6 Hz, 1H): 6,84 (d, J = 8,9 Hz; 1H); 5,62 (d, J = 12,0 Hz,

.................... ' 1H): 3,14 (s, 3H); 2,92 (s, 3H). RMN de **C (100 MHz,
CDCl3)5 189,9; 161,4; 155,3; 133,5; 127,6; 122,5; 121,1; 119,6; 89,6; 45,5; 37,5.

1-(3,5-dicloro-2-hidroxifenil)-3-(dimetillamino)prop-2-en-1-ona (I¢):

yooTTTTTTT LT ' Rendimento: 50%; Aspecto Fisico: Solido Amarelo;
RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) &: 14,98 (s, 1H); 7,88 (dd, J
=11,9; 3,1 Hz, 1H); 7,52 (t, J = 2,4 Hz, 1H); 7,41 (t, J =
2,3 Hz, 1H); 5,61 (dd, J = 11,9; 3,1 Hz, 1H); 3,21 (d, J =
__________ IC__, 2,5 Hz, 3H); 2,98 (d, J = 2,5 Hz, 3H). RMN de **C (100
MHz, CDCIs) &: 189,1; 157,6; 155,9; 133,1; 133,1; 126,1; 123,2; 122,1; 121,6; 89,4;
45,7; 37,7,

1-(5-fluor-2-hidroxifenil)-3-(dimetillamino)prop-2-en-1-ona (Id):

"""""""""" ' Rendimento: 77%; Aspecto Fisico: Sdlido Verde; RMN
de 'H (400 MHz, CDCIs) 6: 13,70 (s, 1H); 7,89 (d, J = 12,1
Hz, 1H); 7,35 (dd, J = 9,6; 3,1 Hz, 1H); 7,08 (ddd, J = 9,2;
7,9; 3,1 Hz, 1H); 6,88 (dd, J = 9,1; 4,8 Hz, 1H); 5,65 (d, J
= 12,1 Hz, 1H); 3,20 (s, 3H); 2,98 (s, 3H). RMN de "*C
(100 MHz, CDCIs) 6: 190,3 (d, Jec-F = 2,5 Hz); 159,0 (d, Jcr = 235,9 Hz); 155,2; 154,7

2
\
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(d, Jc-F = 2,5 Hz); 121,1 (d, JcF = 22,6 Hz); 120,1 (d, Jc-F = 5,8 Hz); 119,1 (d, JcF =
7,3 Hz); 113,4 (d, Jcr = 24,6 Hz); 89,77, 45,5; 37,5,

3-(dimetilamino)-1-(4-fluor-2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona (Ie):
"""""""""" i Rendimento: 60%; Aspecto Fisico: Solido Verde; RMN
de 'H (400 MHz, CDCIs) 6: 14,47 (d, J = 1,4 Hz, 1H); 7,88
(d, J =12,1 Hz, 1H); 7,68 (dd, J = 8,9; 6,5 Hz, 1H); 6,61
(dd, J = 10,6; 2,6 Hz, 1H); 6,53 (id, J = 8,5; 2,6 Hz, 1H);
__________ !9________. 5,67 (d, J = 12,1 Hz, 1H); 3,20 (s, 3H); 2,97 (s, 3H). RMN
de *C (100 MHz, CDCIs) &: 190,5; 166,1 (d, Jcr = 252,2 Hz); 165,3 (d, Jc-r = 14,0
Hz); 154,8; 130,1 (d, Jcr = 10,0 Hz); 117,1; 105,8 (d, Jc-F = 22,4 Hz); 104,6 (d, Jc-F =
23,1 Hz); 89,7; 45,4; 37 4.

2
\

1-(5-bromo-2-hidroxifenil)-3-(dimetillamino)prop-2-en-1-ona (If):
""""""""""" Rendimento: 70%; Aspecto Fisico: Solido Verde; RMN

! Br _ N/E de "H (400 MHz, CDCl3) 5: 14,00 (s, 1H); 7,90 (d, J = 12,1
] |+ Hz, 1H); 7,77 (d, J = 2,5 Hz, 1H): 7,42 (dd, J = 8,8; 2,4 Hz,
! OH !

: i 1H); 6,84 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 5,68 (d, J = 12,0 Hz, 1H);

.................... + 3,22 (s, 3H); 3,01 (s, 3H). RMN de **C (100 MHz, CDCl3) d:
190,0; 161,9; 155,3; 136,4; 130,6; 121,8; 120,2; 109,6; 89,7; 45,6; 37,6.

1-(5-nitro-2-hidroxifenil)-3-(dimetillamino)prop-2-en-1-ona (Ig):
pTTTTmTmmmmmmmmmemmes i Rendimento: 62%; Aspecto Fisico: Solido Verde; RMN
de 'H (400 MHz, CDCIs) &: 15,27 (s, 1H); 8,61 (d, J =2,8
Hz, 1H); 8,22 (dd, J = 9,2; 2,8 Hz, 1H); 7,97 (d, J = 11,9
Hz, 1H); 6,97 (d, J = 9,2 Hz, 1H); 5,78 (d, J = 11,9 Hz,
fmmmmmmmmmmmmmmmmne ' 1H); 3,27 (s, 3H); 3,07 (s, 3H). RMN de *C (100 MHz,
CDCIs) 6: 189,4; 168,9; 156,2; 138,9; 128,9; 124,7; 119,2; 119,0; 89,2; 45,8; 37,9.

"""":O"-
z
]
I g/
\
—=
\
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1-(5-metil-2-hidroxifenil)-3-(dimetillamino)prop-2-en-1-ona (Ih):

pToTTTTTomTEmmmameEes Rendimento: 57%; Aspecto Fisico: Sdélido Amarelo;

§H3C\©\)%N/i RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 13,77 (s, 1H); 7,87 (d, J
on | = 12,1 Hz, 1H); 7,48 (d, J = 2,2 Hz, 1H); 7,17 (dd, J = 8,4,
5 : 2,2 Hz, 1H); 6,84 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 5,77 (d, J = 12,1 Hz,
b e v 1H); 3,18 (s, 3H); 2,98 (s, 3H); 2,30 (s, 3H). RMN de **C

(100 MHz, CDCIs) &: 191,5; 160,7; 154,7; 134,9; 128,2; 126,9; 119,9; 117,9; 90,1;
45,4, 37,5; 20,7.

1-(5-metoxi-2-hidroxifenil)-3-(dimetillamino)prop-2-en-1-ona (li):
""""""""""" i Rendimento: 55%; Aspecto Fisico: Solido Verde; RMN
de 'H (400 MHz, CDCIs) &: 13,47 (s, 1H); 7,86 (d, J =
12,0 Hz, 1H); 7,18 (d, J = 3,0 Hz, 1H); 6,99 (dd, J = 8,9;
3,0 Hz, 1H); 6,87 (d, J = 9,0 Hz, 1H); 5,70 (d, J = 12,1
---------------------- ' Hz, 1H); 3,78 (s, 3H); 3,16 (s, 3H); 2,94 (s, 3H). RMN de
3C (100 MHz, CDCIs) &: 190,5; 167,3; 165,4; 164,8; 154,8; 130,2; 117,1; 105,9;
104,7; 89,7; 45,4; 37 4.

D
o
"o é:
I
\
—_Z
\

5.2.2. Preparacao dos Disselenetos de Organoila (I1a-):

5.2.2.1. Preparacéo dos Disselenetos Fenilicos (lla-j):

Os disselenetos de organoila fenilicos foram obtidos por meio de uma
metodologia sintética classica empregando o reagente de Grignard (Esquema 35)
(REAGENTS FOR SYNTHESIS OF ORGANOSELENIUM COMPOUNDS:
DIPHENYL DISELENIDE AND BENZENESELENENYL CHLORIDE, 1979).

Esquema 35. Preparacgao dos Disselenetos Arilicos (Ila-j)

Br +

1. Mg®, THF anigro, A 2
2. R

R >
3. H+, OZ(atm)

Ila-j

Fonte: elaborador pelo autor
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O sistema utilizado para a sintese dos disselenetos arilicos consistiu de um
baldo de trés bocas com fundo redondo (300 mL) equipado com uma barra de
agitagdo magnética e um condensador de refluxo. A esse sistema foi feita a adicéo
de 50 mmols de Mg®e 30 mL de THF anidro. Por conseguinte, o brometo de arila foi
adicionado na forma de uma solugdo do mesmo em THF anidro (50 mmols de
bromoareno em 20 mL de THF), sendo adicionado gota a gota utilizando um funil de
adicdo de liquidos, sob atmosfera inerte. Apds o término da adi¢cado, o sistema foi
mantido sob agitagcdo em temperatura ambiente por cerca de uma hora. Em seguida,
50 mmols de Se® (200 mesh) foram adicionados em pequenas porgdes, ao longo de
30 minutos. Com o término da adicido do selénio elementar, novamente o sistema foi
mantido sob agitagédo por cerca de 12 h. Em seguida, foram adicionados 100 mL de
uma solucdo aquosa saturada de cloreto aménio e 30 mL de etanol absoluto. O
sistema foi mantido sob forte agitagdo magnética por cerca de 4 h, a temperatura
ambiente, resultando na oxidacdo dos selendis obtidos a seus respectivos
disselenetos. A mistura resultante foi filtrada e extraida com acetato de etila em trés
por¢cdes de 100 mL, sendo entdo o total das fases organicas seco com sulfato de
sodio anidro e o solvente de extragdo removido por destilagdo a presséo reduzida
em um rotaevaporador. Por fim, a purificagcdo dos disselenetos se deu por meio de
recristalizacdo em n-hexano quente. Os rendimentos obtidos para os diferentes

disselenetos sintetizados por meio dessa via variaram de 50% até 70%.

5.2.2.2. Preparacéo do Disseleneto de Benzila (11k):
O disseleneto de benzila (IIk) foi preparado por meio de uma metodologia
previamente descrita na literatura (Esquema 36) (KRIEF; DEROCK, 2005).

Esquema 36. Preparagao do Disseleneto de Benzila (I1k)
©/\Br NaBH,, ©/\ -)E
—_—
EtOH, DMF
0°C Ik

Fonte: elaborado pelo autor

Em um baldo de fundo redondo equipado com barra de agitagdo magnética,
foram adicionados 50 mmols de NaBHa4, 12 mL de etanol e 60 mL de DMF a 0 °C. A

este sistema, foi entdo adicionado 25 mmols de selénio elementar, resultando na
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liberagcdo de gas hidrogénio da solugéo. A agitagao foi mantida até que a evolugao
do gas cessasse, sendo entdo iniciada a adigdo de 50 mmols do brometo de benzila
que foi realizada lentamente, gota a gota. A solugdo resultante foi entdo despejada
em agua destilada e extraida com n-hexano. A fase organica da extragéo foi entdo
mantida sob forte agitagdo por cerca de 4 h, a fim de que ocorresse a completa
oxidagao do selenol formado ao seu disseleneto correspondente. Ao final desse
tempo, o solvente foi entdo removido por destilacdo para resultar no disseleneto de

benzila (I1k), que péde ser obtido em 77% de rendimento.

5.2.2.3. Preparacgéo do Disseleneto de Butila (II1):
O disseleneto de butila (IIl) foi preparado por meio de uma metodologia
previamente descrita na literatura (Esquema 37) (KRIEF; DEROCK, 2005).

Esquema 37. Preparagao do Disseleneto de Butila (II1)

R
"BuLi ———» "BuSeli —1—» "BuSe),
anidro O2 atm

0°C

Fonte: elaborado pelo autor

Um baldo de fundo redondo munido de barra de agitagdo magnética, sob
atmosfera inerte, recebeu a adi¢cdo de 20 mL de THF anidro e 16 mmol de selénio
elementar. A temperatura do sistema foi mantida a 0 °C em banho de gelo e 10 mL
de n-BuLi (1,6 M) foram adicionados gota a gota com o auxilio de uma seringa. Apds
o término da adi¢do, a reacdo mantida sob agitagcao por 2 h a temperatura ambiente
até o consumo total do selénio elementar. Posteriormente, foi adicionado cloreto de
amoénio saturado (20 mL) e acetato de etila (25 mL) e a mistura foi mantida sob forte
agitacdo magnética 4 h, a fim de que ocorresse a completa oxidacdo do selenol
formado ao seu disseleneto correspondente. A mistura resultante foi extraida e seca
sob sulfato de magnésio e concentrada sob pressdo reduzida em rotaevaporador
para levar a um 6leo amarelo de odor pungente que foi obtido com rendimento de
50%.
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5.2.3. Sintese das 3-(fenilselanil)-4H-cromen-4-onas (I11a-v):
As reagdes de obtengao das 3-(fenilselanil)-4H-cromen-4-onas (IIla-v) foram
todas conduzidas seguindo os parametros reacionais otimizados ao longo da

execucgao do trabalho, e seguiram a seguinte metodologia geral (Esquema 38):

Esquema 38. Obtencgao das 3-(fenilselanil)-4H-cromen-4-onas (Il1a-v):

0 % 0
2
= N R

X R
R1_: I + R2 RZ TCCA R1_: |
N EtOH (2 mL) Z o
50 °C, 5 min
Ia-k Ila-v Illa-v

Fonte: elaborado pelo autor

A um tubo de ensaio, munido de uma barra de agitagdo magnética, foram
adicionados primeiramente o TCCA (8 mg, 35 umol), o disseleneto II (50 umol, 0,5
equiv.) e o etanol absoluto (2 mL). O sistema foi entdo mantido sob agitagcdo por
cerca de 5 min a temperatura ambiente, até que a maior parte dos sélidos estivesse
soluvel. Apos isso, foi feita a adicdo do composto I (0,1 mmol) a mistura, que foi
entdo submetida a aquecimento de 50 °C por mais 5 min. Ao término da reacao, o
solvente foi removido por destilacdo a baixa pressao e o produto final foi obtido por
meio de cromatografia em coluna com silica gel flash, empregando eluigao isocratica
com uma solugao 10% (V/V) de acetato de etila em hexano. Ao final, obtiveram-se
os referidos produtos (IIla-v), que foram entdo devidamente caracterizados por RMN
de 'H e *C, ponto de fusdo (p.f.) e espectrometria de massas de alta resolugédo (HR-

MS), quando necessario.

e Dados de caracterizagao das 3-(fenilselanil)-4H-cromen-4-onas (Il1a-v):

3-(fenilselanil)-4H-cromen-4-ona (I11a):

r : Rendimento: 95% (28 mg); Aspecto Fisico: Solido
+ Branco; p.f.: 59-60 °C (lit. 59-60 °C); RMN 'H (400 MHz,
5 m @ ! CDCl3) 5 8,25 (dd, J = 8.2, 1.7 Hz, 1H); 7,91 (s, 1H); 7,68
E © E (m, 1H); 7,64 — 7,59 (m, 2H); 7,47 — 7,42 (m, 2H); 7,35 —

7,29 (m, 3H). RMN "*C (100 MHz, CDCl3) 5 175,2; 156,4:
155,8; 133,9; 133,8; 129,6; 128,2; 128,1; 126,4; 125,6; 123,2; 118,1; 117,9.
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6-cloro-3-(fenilselanil)-4 H-cromen-4-one (I1Ib):

CoTTTTTTTTR TR ' Rendimento: 63% (21 mg); Aspecto Fisico: Sdlido
 cl  Branco; p.f.: 105 -107 °C (lit. 105-106°C); RMN *H (400
m © MHz, CDCls) & 8,21 (d, J = 2,6 Hz, 1H); 7,86 (s, 1H);
7,62 (m, 3H); 7,41 (d, J = 8,9 Hz, 1H); 7,33 (m, 3H).

RMN **C (100 MHz, CDCIs) & 174,1; 155,5; 154,7,
134,2; 134,1; 131,5; 129,7; 128,4; 127,6; 125,7; 123,9; 119,8; 118,2.

6,8-dicloro-3-(fenilselanil)-4H-cromen-4-ona (Illc):

v : Rendimento: 76% (28 mg); Aspecto Fisico: Sdlido
Cl Branco; p.f.: 114-116 °C (lit. 113-115 °C); RMN 'H (400
m @ MHz, CDClIs) 6 8,11 (d, J = 2,5 Hz, 1H); 7,79 (s, 1H);
7,72 (d, J = 2,5 Hz, 1H); 7,64 (m, 2H); 7,40 — 7,32 (m,

------------------------ 3H). RMN *°C (100 MHz, CDCls) 5 173,6; 154,2; 150,7;
134,8; 133,9; 131,1; 129,8; 128,8; 126,7; 124,5; 124,3; 119,4.

6-fluoro-3-(fenilselanil)-4H-cromen-4-ona (II1d):

y TTTTTTTmToTTTTmTETETS ' Rendimento: 81% (26 mg); Aspecto Fisico: Solido
F Branco; p.f.: 120-121 °C (lit. 120-121 °C) RMN 'H (400
\©\)OJ]/ @ MHz, CDCIs3) & 7,90 — 7,84 (m, 2H); 7,64 — 7,58 (m, 2H);
' v 7,48 — 7,29 (m, 5H). RMN **C (100 MHz, CDCIs) &
: I 174,6; 159,2 (d, JC-F = 247,7 Hz); 155,7; 152,5 (d, JC-F

= 32,0 Hz); 134,0; 129,6; 128,3; 127,8; 124,2 (d, JC-F = 9,8 Hz); 122,2 (d, JC-F =
27,5 Hz); 120,3 (d, JC-F = 8,1 Hz); 117,4; 111,1 (d, JC-F = 24,0 Hz).

7-fluoro-3-(fenilselanil)-4H-cromen-4-ona (Ille):

jToTTTTETmT oo TmTEms Rendimento: 80% (25 mg); Aspecto Fisico: Sdlido

: ! Bege; p.f.: 105-107 °C (lit. 105-107 °C); RMN "H (400
] 0| @ } MHz, CDCls) 5 8,27 (dd, J = 8,9; 6,3 Hz, 1H); 7,82 (s,
' F !

! ' 1H); 7,66 — 7,59 (m, 2H); 7,33 (m, 3H); 7,22 — 7,08 (m,

2H). RMN "*C (100 MHz, CDCls) & 174,3; 165,6 (d, JC-F
= 256,1 Hz); 157,3 (d, JC-F = 12,0 Hz); 155,3; 134,2; 129,7; 129,0 (d, JC-F = 10,4
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Hz); 128,4: 127,7; 119,9 (d, JC-F = 2,7 Hz); 118,5; 114,4 (d, JC-F = 22,8 Hz); 104,7
(d, JC-F = 25,3 Hz).

6-bromo-3-(fenilselanil)-4H-cromen-4-ona (IIIf):

fmommmmmmmmmmmmmmmmmees '+ Rendimento: 60% (24 mg); Aspecto Fisico: Solido
Br Branco; p.f.: 104-106 °C (lit. 104-105 °C); RMN 'H (400
\©::]/ @ MHz, CDClIs) & 8,36 (d, J = 2,5 Hz, 1H); 7,85 (s, 1H);
7,75 (dd, J = 8,9; 2,5 Hz, 1H); 7,65 — 7,58 (m, 2H); 7,34

(m, 4H). RMN "*C (100 MHz, CDCIs) d 174,0; 1554,
155,1; 136,8; 134,2; 129,7; 128,9; 128,4; 127,6; 124,3; 120,1; 118,9; 118,3.

6-nitro-3-(fenilselanil)-4H-cromen-4-ona (I11g):

yTTTTTTTTTTm TR Rendimento: 69% (24 mgq); Aspecto Fisico: Sdlido

iozN Verde; p.f.: 115-116 °C (lit. 115-116 °C); RMN 'H (400
m @ MHz, DMSO-ds) & 8,76 — 8,65 (m, 2H); 8,58 (dt, J =
5 ! 9,2;2,4 Hz; 1H); 7,94 (dd, J = 9,2; 1,8 Hz; 1H); 7,49 (dt,
J=17,0; 1,6 Hz; 2H); 7,36 — 7,24 (m, 3H). RMN '3C (100

MHz, DMSO-ds) & 173,9; 159,8; 159,4; 145,1; 132,0; 130,0; 129,2; 129,1; 127,9;
123,1;122,1; 121,4; 116,1.

6-metil-3-(fenilselanil)-4H-cromen-4-ona (I11h):

Hi Rendimento: 54% (17 mg); Aspecto Fisico: Sdlido

§H3c Bege; p.f.: 99-100 °C (lit. 100-101 °C); RMN 'H (400
m @ MHz, CDCls) 3 7,94 (s, 1H); 7,83 (s, 1H); 7,54 — 7,49
: } (m, 2H); 7,40 (dd, J = 8,6; 2,3 Hz; 1H); 7,28 — 7,18 (m,
4H); 2,37 (s, 3H). RMN *3C (100 MHz, CDCl3) 5 175,2;

155,9; 154,6; 135,6; 135,0; 133,6; 129,4; 128,3; 127,9; 125,5; 122,8; 117,7; 117 ,4;
20,9.

6-metoxi-3-(fenilselanil)-4H-cromen-4-ona (I11i):

yoTTTTTTTTTTI TS Rendimento: 53% (17 mg); Aspecto Fisico: Sdlido

| MeO i Bege; p.f.: 100-101 °C (lit. 99-101 °C); RMN 'H (400
5 o | @ } MHz, CDCL) 3 7,93 (s, 1H); 7,60 (dd, J = 6,5; 2,9 Hz;
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3H); 7,38 (d, J = 9,1 Hz, 1H); 7,34 — 7,23 (m, 4H) 3,90 (s, 3H). RMN "*C (100 MHz,
CDCl3) 5 175,1; 157,2; 155,8; 151,3; 133,7; 129,5: 128,4; 128,0; 124,0; 123,8; 119,5;
116,8; 105,3; 56,0.

6-hidroxi-3-(fenilselanil)-4H-cromen-4-ona (I11j):

prommommmmm s ; Rendimento: 36% (11 mg); Aspecto Fisico: Sdlido
i HO : Branco; p.f.: 186-187 °C; RMN 'H (400 MHz, DMSO-
\©\)Oj/ @ ds) & 10,14 (s, 1H); 8,58 (s, 1H); 7,56 (d, J = 9,0 Hz,
1H); 7,42 (m, 2H); 7,29 (m, 5H). RMN 13C (100 MHz,
"""""""""""" I DMSO-de) & 174,4; 159,6; 155,7; 150,2; 131,4; 130,2;

129,9; 127,5; 124,2; 123,9; 120,4; 113,9; 108,4. HR-MS m/z calcd para C1sH1003Se
[M + Na]* 340,9688; encontrado, 340,9688.

3-(fenilselanil)-4H-benzo[h]Jcromen-4-ona (I1Ik):

Rendimento: 61% (21 mg), Aspecto Fisico: Solido
Marrom; p.f.: 111-113 °C (lit. 111-113 °C); RMN 'H (400
MHz, CDCIs) & 8,44 — 8,38 (m, 1H); 8,17 (d, J = 8,8 Hz,
1H); 7,99 — 7,89 (m, 2H); 7,78 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 7,75 —
""""""""""" 7,63 (m, 4H); 7,43 — 7,31 (m, 3H), RMN **C (100 MHz,
CDCIs) 6 175,0; 153,9; 135,8; 134,5; 129,7; 129,5; 128,4; 128,2; 127,6; 127,3; 125,7;
123,9; 122,2; 121,1; 120,2; 119,2.

o
L.

3-[(4-fluorofenil)selanil]-4H-cromen-4-ona (I111):

fmmmmmmmmmomsmmmmmmemes  Rendimento: 72% (23 mg); Aspecto Fisico: Sdlido
Branco; p.f.: 85-87 °C (lit. 84-85 °C); RMN 'H (400 MHz,
m ©\ CDCI3) 6 8,24 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 7,91 (s, 1H); 7,75 —
© F 7,58 (m, 3H); 7,54 — 7,39 (m, 2H); 7,08 — 6,96 (m, 2H).
R RERRLEEECEEEE RMN *C (100 MHz, CDCI3)d 175,20; 162,9 (d, Jcr =
242,3 Hz); 156,4; 155,6; 152,1; 136,4 (d, Jc-Fr = 8,2 Hz); 133,9; 126,3; 125,7; 123,2;
122,5 (d, JcF= 3,4 Hz); 118,1; 116,8 (d, Jc-F= 21,6 Hz).
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3-[(4-clorofenil)selanil]-4H-cromen-4-ona (I1Im)

e Rendimento: 63% (21 mg); Aspecto Fisico: Sdlido

E ! Bege; p.f.: 83-85 °C (lit. 84-85 °C); RMN "H (400 MHz,
: o' O\Clg CDCls) & 8,24 (dd, J = 7,9; 1,7 Hz; 1H); 8,03 (s, 1H);
: 1 7,75—7,68 (m, 1H); 7,56 — 7,41 (m, 4H); 7,29 — 7,24 (m,

2H), RMN "*C (100 MHz, CDCls) & 175,1; 156,5; 156,4;
134,8; 134,4; 134,0; 129,7; 126,7; 126,4; 125,8; 123,3; 118,1; 117,2,

3-[(2-clorofenil)selanil]-4H-cromen-4-ona (I1In)

o TTTTTTTETTTTTT i7" Rendimento: 54% (18 mg); Aspecto Fisico:  Sdlido
Branco; RMN 'H (400 MHz, CDCIs) & 8,24 (dd, J = 8,0; 1,7
m © Hz, 1H); 8,02 (s, 1H); 7,69 (ddd, J = 8,7; 7,1; 1,8 Hz, 1H);
© 7,55 - 7,50 (m, 3H); 7,48 — 7,41 (m, 3H). RMN **C (100

"""""""""" ' MHz, CDCls) 5 175,1; 156,5; 156,4; 134,8; 134,4; 134,0;
129,7;126,7; 126,4; 125,7; 123,3; 118,1; 117,2.

3-{[3-(trifluorometil)fenil]selanil}-4 H-cromen-4-ona (Illo):
yTTTTTTTTTTETTETEETEET ' Rendimento: 58% (21 mg); Aspecto Fisico: Solido
CF3§ Branco; p.f.: 108-110 °C (lit. 110-111 °C); RMN 'H
m ©/ (400 MHz, CDCIs3) & 8,27 (dd, J = 8,0; 1,7 Hz, 1H);
© 8,17 (d, J = 0,9 Hz, 1H); 7,83 (s, 1H); 7,79 — 7,70 (m,
R LR : 2H); 7,58 — 7,37 (m, 4H). RMN **C (100 MHz, CDCI5s)
6 174,9; 157,5; 156,4; 136,1; 134,1; 131,63 (q, Jc-Fr = 32,5 Hz); 130,2; 129,7; 129,30
(g, Je-rF = 3,3 Hz); 126,4; 125,8; 124,58 (q, Jc-F = 3,5 Hz); 126,3 (q, Jc-F = 271Hz);
123,4; 118,2; 116,3.

3-[(2-metoéxifenil)selanil]-4H-cromen-4-ona (I1lp):

pToTTETTTETTEEe e 5 Rendimento: 51% (17 mgq); Aspecto Fisico: Sdlido
. ' Bege; p.f.. 110-111 °C (lit. 110-111 °C); RMN 'H (400
m © : MHz, CDCls) 5 8,28 (m, 1H): 8,10 (s, 1H): 7,75 — 7,67 (m,
o I 1H); 7,52 — 7,42 (m, 2H); 7,30 — 7,15 (m, 2H); 6,91 — 6,81
s Ulp_ ... : (m, 2H); 3,91 (s, 3H). RMN "C (100 MHz, CDCl3) 5 175 4;
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157,7; 157,5; 156,5; 133,8; 131,8; 128,6; 126,5; 125,6; 123,4; 121,8; 118,5; 118,1;
114,9; 110,8; 56,0.

3-[(4-metodxifenil)selanil]-4H-chromen-4-one (Illq):

JoTTTTTTTTTTmmTTmmmmTeT ' Rendimento: 54% (18 mg); Aspecto Fisico: Sdlido
i Bege; p.f.: 92-94 °C (lit. 92-94 °C); RMN 'H (400 MHz,
m ©\ CDCIs) 6 8,24 (dd, J = 8,1; 1,8 Hz, 1H); 7,69 — 7,61 (m,
© Iliq OMe 4H); 7,46 — 7,38 (m, 2H); 6,89 (d, J = 4,8; 3,3 Hz, 2H);

3,82 (s, 3H). RMN "*C (100 MHz, CDCls) & 175,3;
160,2; 156,3; 153,9; 137,1; 133,7; 126,2; 125,4; 122,9; 119,4; 118,0; 117,1; 115,4;
55,3.

3-(p-toluilselanil)-4H-cromen-4-ona (IlIr):

fr""ttottttotottooooooty Rendimento:r 48% (15 mg); Aspecto Fisico: Sdlido
i Branco; p.f.: 87-89 °C (lit. 88-89 °C); RMN 'H (400
E m O\ : MHz; CDCL) & 8,25 (dd, J = 8,2; 1,8 Hz, 1H); 7,79 (s,
° ir CH3§ 1H); 7,68 (ddd, J = 8,8; 7,3; 1,7 Hz, 1H); 7,57 — 7,52

""""""""""""" (m, 2H); 7,46 — 7,39 (m, 2H); 7,14 (d, J = 7,9 Hz, 2H);
2,35 (s, 3H). RMN **C (100 MHz, CDCIs) 5 175,3; 156,4; 154,8; 138,5; 134,6; 133,7;
130,4; 126,3; 125,5; 123,9; 123,1; 118,6; 118,0; 21,2.

3-(naftan-1-il-selanil)-4H-cromen-4-ona (IIIs):

R Rendimento: 34% (12 mg); Aspecto Fisico: Sdlido

i ‘ Marrom:; p.f.: 66-68 °C (lit. 67-68 °C); RMN 'H (400 MHz,
m O . CDCls) 5 8,47 — 8,39 (m, 1H); 8,28 (dd, J = 8,1; 1,7 Hz,
5 © 1H); 7,99 (m, 1H); 7,96 — 7,86 (m, 2H); 7,71 — 7,51 (m,
' 3H); 7,50 — 7,29 (m, 4H). RMN "*C (100 MHz, CDCl3) &

175,5; 156,3; 153,4; 135,4; 134,3; 134,2; 133,7; 130,2; 128,8; 127,8; 127,5; 126,6;
126,2; 126,0; 125,4; 122,8; 118,5; 118,0.
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3-(tiofen-2-il-selanil)-4H-cromen-4-ona (IIIt):

i ' Rendimento: 84% (26 mg); Aspecto Fisico: Solido
s Branco; p.f.: 114-116 °C (lit. 114-116 °C); RMN 'H (400
m U + MHz, CDCl3) & 8,28 — 8,18 (m, 1H); 7,67 (ddd, J = 8,8; 7,1;
© 1,7 Hz, 1H); 7,60 (s, 1H); 7,51 (dd, J = 5,3; 1,2 Hz, 1H); 7,47
Fommmonemeosonenenes ' 7,38 (m, 3H); 7,08 (dd, J = 5,3; 3,5 Hz, 1H). RMN **C (100

MHz, CDClIs) d 175,1; 156,3; 153,3; 138,0; 133,8; 132,8; 128,6; 126,1; 125,5; 122,8;
120,0; 119,9; 118,1.

3-(benzilselanil)-4H-cromen-4-ona (I11u):

LT . Rendimento: 38% (12 mg); Aspecto Fisico: Sdlido
E Q Q Branco; p.f.: 95-97 °C (lit. 95-96 °C); RMN 'H (400 MHz,
m + CDCIs) 8 8,29 (dd, J =7,9; 1,7 Hz, 1H); 7,89 (s, 1H); 7,69
° (m, 1H); 7,49 — 7,41 (m, 2H); 7,27 — 7,16 (m, 5H); 4,12 (s,
2H). RMN **C (100 MHz, CDCls) 6 175,8; 157,6; 156,3;
138,5; 133,8; 129,0; 128,4; 126,9; 126,4; 125,6; 123,4; 118,1; 114,3; 29,8.

3-(butilselanil)-4H-cromen-4-ona (IIIv):

yTTTTTT RTINS Rendimento: 71% (20 mg) ; Aspecto Fisico: Sdlido

5 N Amarelo ; p.f.: 54-55 °C (lit. 54-55 °C); RMN 'H (400
: O' ' MHz, CDCls) & 8,17 (dd, J = 7,9; 1,7 Hz, 1H); 8,11 (s,

1H); 7,61 (ddd, J = 8,7; 7,1, 1,8 Hz, 1H); 7,40 — 7,32 (m,
2H): 2,81 (t, 2H); 1,58 (p, J = 7,4 Hz, 2H); 1,34 (h, J = 7,3 Hz, 2H): 0,83 (t, J = 7,4 Hz,
3H). RMN **C (100 MHz, CDCls) 5 175,9; 156,4; 156,3; 133,7; 126,3; 125,5; 123,2;
118,1; 114,8; 32,2; 26,0; 22,8: 13,6.
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5.2.4. Ensaios in vitro para avaliagao da ac¢ao inibitéria da Mr™:

Os ensaios de inibicao enzimatica in vitro foram realizados pela Dra. Carime
L. Mansur Pontes, seguindo protocolo ja descrito na literatura (GUTERRES
FERNANDES et al., 2023), estando de acordo com a recomendagéo do fabricante,
salvo algumas adaptagdes.

Em uma microplaca de 96 pogos com fundo plano, 10 yL de uma solugao do
composto diluido em DMSO foi adicionada. Essa solugdo foi preparada de forma
que a concentragao final do composto no pogo fosse de 200 yM. Em seguida, 30 pL
da enzima Mpro (Sigma — Aldrich) a uma concentragao final de 10 ug/mL, diluida em
tampéo contendo 25 mM de HEPES (Sigma — Aldrich) e 0,2 % de Tween-20 (Sigma
— Aldrich), foram adicionados e a placa foi incubada por 10 minutos a temperatura
ambiente. Apds esse periodo, 10 pL do substrato peptidico cromogénico (Sigma —
Aldrich) foram adicionados a cada pogo, a uma concentracao final de 200 ug/mL, e
incubados por mais 45 minutos a 37 °C. Apds o tempo de incubacéo, 50 yL de acido
acético a 4% (Merck) foram adicionados e a microplaca foi lida em um
espectrofotometro Tecan® Modelo Infinite M200, a um comprimento de onda de 405
nm. Como controle positivo, foi utilizado o composto Ebselen, a uma concentragao
de 10 yM diluido em DMSO, e como controle negativo, DMSO a uma concentragao
final de 20 %. Os valores de inibigdo percentual para cada composto foram obtidos

por meio da equagao:

Equacao 1. Equacao utilizada na determinagao dos percentuais de inibicao dos

compostos avaliados
AL
%inibiqﬁo =|1—-——=] x100
CN

A, = média simples das trés leituras de absorbancia dos pocos contendo o composto avaliado

Acy = média simples das trés leituras de absorbancia do controle negativo (sem inibidor)
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Por fim, conclui-se que os obijetivos incialmente almejados pelo presente
trabalho de doutorado foram alcancados de forma satisfatéria. Uma nova
metodologia sintética para a obtengdo de 3-selanil-isoflavonoides foi desenvolvida,
empregando o acido tricloroisocianurico (TCCA), um reagente com importantes
caracteristicas de sustentabilidade. Além disso, ha de se ressaltar que o solvente
reacional utilizado, o etanol, é considerado “verde”; o tempo de reacdo empregado
foi de apenas 5 minutos; e a temperatura utilizada foi de somente 50 °C. Dessa
forma, pode-se afirmar que a metodologia sintética desenvolvida se encontra
alinhado aos principios | (Prevencgao), Il (Eficiéncia Atémica), Il (Sintese Segura), V
(Uso de Solventes e Auxiliares Seguros), VI (Eficiéncia Energética) e VII (Uso de
Fontes Renovaveis) da Quimica Verde. Além disso, em comparagdo com a
metodologia descrita na literatura por Rafique e colaboradores (RAFIQUE et al.,
2017), o método desenvolvido neste trabalho demonstrou vantagens significativas. O
tempo de reacdo foi reduzido de 8 horas para apenas cinco minutos, € a
temperatura utilizada foi reduzida pela metade (50 °C) em relagdo aos 100 °C da
metodologia anterior.

O escopo reacional avaliado contou com vinte e dois exemplos de 3-selanil-
isoflavondides contendo uma boa variedade de grupamentos funcionais, o que
demonstrou a robustez da metodologia desenvolvida. Essa seg¢do do trabalho ja se
encontra publicada na forma de um artigo de Communication, no periédico New
Journal of Chemistry (DOERNER et al., 2023).
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Figura 12. Publicacao resultante do presente trabalho no New Journal of Chemistry
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Ademais, todos os 22 exemplos de 3-selanil-isoflavonas obtidos foram entéo
avaliados quanto a sua capacidade de atuarem como inibidores da enzima MP™ do
SARS-CoV-2. Entretanto, a grande maioria desses se mostrou insoluvel no meio
utilizado nos ensaios de inibi¢gao (1:9, DMSO:H20), sendo que apenas sete dos vinte
e dois compostos se mostraram soluveis.

De modo geral, seis dos sete compostos que puderam ser avaliados tiveram
excelentes resultados de inibicdo enzimatica in vitro na concentracdo de 200 pM,
com todos apresentando valores de inibicdo acima de 50%, chegando até 94% com
o composto IIlp. Vale ressaltar que os demais exemplos de 3-selanil-isoflavonas
que nao tiveram seus valores de inibicdo determinados por problemas de
solubilidade ainda podem demonstrar algum tipo de atividade anti-viral, desde que
se utilizem outras estratégias para melhorar a solubilidade desses compostos em
meio aquoso.

Dessa forma, outros estudos ainda sao necessarios para que o real potencial
anti-viral dessa familia de moléculas seja melhor avaliado, como, por exemplo,
determinar seus valores de inibicdo em concentragdes inferiores a 200 pM;
determinar suas concentragdes inibitérias médias (ICs0); e determinar sua

citotoxicidade e biodisponibilidade
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ANEXO A - ESPECTROS DE RMN DAS 2’-HIDROXIFENILENAMINONAS:
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Figura 15. RMN de 'H (400 MHz) de Ib em CDCls.
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Figura 16. RMN de **C (100 MHz) de Ib em CDCls.
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Figura 17. RMN de 'H (400 MHz) de Ic¢ em CDCls.
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Figura 18. RMN de **C (100 MHz) de Ic em CDCls.
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Figura 19. RMN de "H (400 MHz) de Id em CDCls.
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Figura 20. RMN de "*C (100 MHz) de Id em CDCls.
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Figura 21. RMN de "H (400 MHz) de Ie em CDCls.
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Figura 22. RMN de "*C (100 MHz) de Ie em CDCI3.
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Figura 23. RMN de 'H (400 MHz) de If em CDCls.
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Figura 24. RMN de **C (100 MHz) de If em CDCls.
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Figura 25. RMN de 'H (400 MHz) de Ig em CDCls.
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Figura 26. RMN de **C (100 MHz) de Ig em CDCls.
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Figura 27. RMN de "H (400 MHz) de Th em CDCls.
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Figura 28. RMN de "3C (100 MHz) de Th em CDCl.
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Figura 29. RMN de 'H (400 MHz) de Ii em CDCls.
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Figura 30. RMN de **C (100 MHz) de Ii em CDCls.
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ANEXO B - ESPECTROS DE RMN DE "'H E "*C DAS 3-SELANIL-
ISOFLAVONAS:

Figura 31. RMN de 'H (400 MHz) do composto I1la em CDCI3.
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Figura 32. RMN de ™*C (100 MHz) do composto I11a em CDCls.
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Figura 33. RMN de "H (400 MHz) do composto I1Ib em CDCls.

IIIb o

LG

RMN de 'H (400MHz, CDCl5)

T T T T T T T T T T
13.5 13.0 12,5 12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0

Figura 34. RMN de "*C (100 MHz) do composto I1Ib em CDCls.

77.27 CDCI3
76.95 CDCI3
76.63 CDCI3

174.06
_-155.38
- 154.60

134.07
e

N Vg0 ’
I1Ib
(0]
Cl ©
(o)
RMN de **C (100MHz, CDCl3)
I | I
mj b Al LT ) W Ay
2‘00 1‘90 1‘80 1‘70 1‘60 1‘50 1‘40 1‘30 1‘20 1‘10 ‘ 9‘0 8‘0 7‘0 6‘0 5‘0 4‘0 3‘0 2‘0

100
f1 (ppm)



112

Figura 35. RMN de "H (400 MHz) do composto IIIc em CDCls,

IIIc

e Rs

Cl
RMN de 'H (400MHz, CDCl,)

T T T T T T T T T T
13.0 12,5 12.0 115 11.0 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 1.5 1.0 05 0.0

Figura 36. RMN de "*C (100 MHz) do composto Illc em CDCls.
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Figura 38. RMN de "*C (100 MHz) do composto I1Id em CDCls.
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Figura 39. RMN de "H (400 MHz) do composto IIIe em CDCls,
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Figura 40. RMN de "*C (100 MHz) do composto Ille em CDCls.
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Figura 41. RMN de "H (400 MHz) do composto I1If em CDCls.
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Figura 42. RMN de "*C (100 MHz) do composto I1If em CDCls.
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Figura 43. RMN de 'H (400 MHz) do composto I1Ig em DMSO-ds.
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Figura 44. RMN de "*C (100 MHz) do composto IIIg em DMSO-ds.

g 33 g s . t5B5825s
2 2% 2 3 5398848
g EE 2 e Zgs3anan
8 B8 £ s <dg5asan

\/ | =

ROSAS

RMN de **C (100MHz, DMSO-d;)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm)




117

Figura 45. RMN de "H (400 MHz) do composto I1Th em CDCls.

237

RMN de 'H (400MHz, CDCl,)

0.96-,
1.03-=,

T T T T T T T
11.5 11.0 105 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0

60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0
f1 (ppm)

Figura 46. RMN de "*C (100 MHz) do composto IITh em CDCls.
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Figura 47. RMN de 'H
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Figura 48. RMN de "*C (100 MHz) do composto IIli em CDCls.
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Figura 49. RMN de 'H (400 MHz) do composto I1Ij em DMSO-de.
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Figura 50. RMN de "*C (100 MHz) do composto I1Ij em DMSO-ds.
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Figura 52. RMN de "*C (100 MHz) do composto Il1k em CDCls.
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Figura 54. RMN de "*C (100 MHz) do composto 111l em CDCls.
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Figura 55. RMN de 'H (400 MHz) do composto IIIm em CDCls.
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Figura 57. RMN de "H (400 MHz) do composto I1In em CDCls.
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Figura 58. RMN de "*C (100 MHz) do composto IIIn em CDCls.
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Figura 59. RMN de "H (400 MHz) do composto ITIe em CDCls.
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Figura 60. RMN de "*C (100 MHz) do composto I1Io em CDCls.
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Figura 61. RMN de "H (400 MHz) do composto I1Ip em CDCls.
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Figura 62. RMN de "*C (100 MHz) do composto IlIp em CDCls.
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Figura 63. RMN de "H (400 MHz) do composto I1Iq em CDCls.
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Figura 64. RMN de "*C (100 MHz) do composto IlIq em CDCls.
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Figura 65. RMN de "H (400 MHz) do composto IIIr em CDCls,
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Figura 68. RMN de "*C (100 MHz) do composto IIIs em CDCls,
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Figura 69. RMN de "H (400 MHz) do composto I1It em CDCls.
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Figura 70. RMN de **C (100 MHz) do composto 111t em CDCls.
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Figura 71. RMN de "H (400 MHz) do composto ITIIu em CDCls.
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Figura 72. RMN de "*C (100 MHz) do composto IIIu em CDCls.
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Figura 73. RMN de "H (400 MHz) do composto IIIv em CDCls.
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Figura 74. RMN de "*C (100 MHz) do composto IIlv em CDCls.
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