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Resumo

O interesse em compostos organicos contendo selénio tem crescido
significativamente nos ultimos anos, grande parte devido as propriedades antioxidante
e anticarcinogénica que lhes sao atribuidas. No entanto, no que diz respeito a
compostos contendo o grupo seleno-carbonilo, verifica-se uma enorme lacuna na
literatura, principalmente devido a falta de metodologias sintéticas praticas para a sua
preparagao.

Este trabalho consistiu fundamentalmente no desenvolvimento de um método
sintético simples, que permite a interconversdo dos grupos funcionais carbonilo para
seleno-carbonilo, mediante a utilizagdo do reagente de Woollins (R.W) por irradiacao
com microondas. O método desenvolvido permitiu a preparacao de uma série de
novos compostos organoselenados com rendimentos moderados, que foram
totalmente caracterizados estruturalmente, nomeadamente por Ressonancia
Magnética Nuclear e Espectrometria de Massa. Numa fase posterior pretende-se
efectuar o estudo do efeito da substituicdo do grupo carbonilo por um grupo seleno-
carbonilo nas actividades antioxidante e anticarcinogénica de todos os compostos
preparados.

A optimizacdo das condicbes experimentais para esta reacgdo de
interconversao levou ao estabelecimento de dois métodos gerais, sendo um mais
adequado a selenacao de flavonodides e o outro mais adequado a selenagdo de
purinas, pirimidinas e desoxinucletsidos. Estes dois métodos diferem no numero de
equivalentes de R.W., no tempo e poténcia de irradiagdo e no solvente utilizado. Na
selenacdo de purinas e pirimidinas verificou-se que a irradiacdo de microondas
conduzia a uma melhoria da eficiéncia da reacgdo em relagdo ao aquecimento
convencional e no caso da formacdo dos seleno-flavonodides, para além duma maior
eficiéncia observou-se também uma maior selectividade. Nos casos em que 0s
materiais de partida possuiam grupos hidroxilo, houve também a necessidade de
optimizar os passos adicionais de proteccao e desproteccao destes grupos funcionais.

A seleno-purina, 1,3,7-trimetill-6-selenoxo-6,7-di-hidro-1H-purina-2(3H)-ona
(seleno-cafeina) foi testada em linhas celulares humanas do cancro da mama (MCF-
7). Os resultados preliminares obtidos revelam que o co-tratamento de seleno-cafeina
(1 uM) e doxorubicina (1 pM) resultou num decréscimo da viabilidade celular quando
comparada com a observada no tratamento com doxorubicina (1 pM). Uma vez que a
cafeina ndo produziu este efeito sugere que com a interconversao do grupo do grupo
carbonilo em seleno-carbonilo conduz a um aumento da capacidade citotéxica nas
condigdes testadas. Este resultado parece indicar que a preparagao de derivados da
seleno-cafeina (com o objectivo de aumentar esta propriedade apresentada) podera
ter interesse no desenvolvimento de novos possiveis agentes terapéuticos em
combinacdo com agentes anticancerigenos cujo modo de accéo envolva a lesao de
DNA.
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Abstract

The increasing number of reports of organoselenium compounds with either
anticancer and antioxidant properties in recent years has markedly increased the
interest in this class of compounds. However, examples of selenocarbonyl compounds
are scarce in the literature, mostly due to the lack of effective synthetic procedures.

The present work was focused on the development of a new synthetic
methodology to allow the interconversion of functional groups carbonyl to selene-
carbonyl upon use of Woollins’ reagent (W.R) under microwave irradiation. The method
developed allowed the preparation of several new organoselenium compounds in
moderated yields, which were fully characterized by Nuclear Magnetic Resonance and
Mass Spectrometry. The antioxidant and anticarcinogenic activities of the prepared
seleno compounds will be assessed in future comparative studies, to establish the role
of the seleno-carbonyl group on those properties.

The optimization of experimental conditions involved in this interconversion
reaction allowed the establishment of two general methods. One is more suitable for
flavonoids selenation and the other for purines and pirimidines. These two general
methods differ fundamentally on the number of equivalent of W.R., the time and
potency of microwave irradiation and the solvent. It was observed that the use of
microwaves resulted in an increase of efficiency for selenation reaction, when
compared with conventional heating procedures. Moreover, the selenation of
flavonoids under microwave irradiation also showed an increase on reaction selectivity.
For starting materials containing hydroxyl group, additional work was performed
involving the optimization of experimental condition for protection and deprotection of
these functional groups.

The seleno-purine, 1,3,7-trimehyll-6-selenoxo-6,7-di-hidro-1H-purine-2(3H)-one
(Selenocaffeine) was tested on human breast cancer cellular lines (MCF-7).
Preliminary results showed that the co-treatment of doxorubicin (1 pM) and
selenocaffeine (100 pM) resulted in a decrease of cellular viability when compared to
the treatment with doxorubicin (1 puM) alone. In contrast, a similar treatment of
doxorubicin (1 puM) and caffeine (100 uM) did not affect cellular viability when
compared to doxorubicin (1 pM) alone, suggesting that the interconversion of carbonyl
to selenocarbonyl group of caffeine resulted in an increase of citotoxic activity for the
tested conditions. Moreover, these observations suggest that selenocaffeine analogs
could be of interest in combination with DNA-damaging anticancer agents.

Keywords: selenium, seleno-carbonyl, microwave, antioxidant, citotoxicity.



Agradecimentos

Em primeiro lugar, gostaria de agradecer a Prof. Dra. Alexandra Antunes e ao
Prof. Dr. Rui Moreira por aceitaram ser meus orientador e co-orientador,
respectivamente, neste projecto. Um agradecimento especial a Prof. Dra. Alexandra
Antunes pelos valiosos conhecimentos transmitidos e pela amizade e constante apoio
nos momentos mais dificeis.

Em segundo lugar, gostaria de agradecer a Prof. Dra. Matilde Marques por ter
permitido que realiza-se este projecto nas instala¢cdes do Centro de Quimica Estrutural
do Instituto Superior Técnico (CQE-IST).

Gostaria também de agradecer ao Prof. Dr. Carlos Afonso, a Dra. Ana Charas
e ao Dr. Konstantin Luzyanin por terem permitido a minha entrada nos respectivos
laboratorios para utilizar o equipamento de microondas. Sem a sua colaboracao este
trabalho nao teria sido possivel. Um agradecimento especial ao Jamal e Ricardo, a
Catarina e as meninas Graca e Luisa pela paciéncia e ajuda com o equipamento.
Agradeco ainda as Redes Nacionais de Espectrometria de Massa e Ressonéncia
Magnética Nuclear pelo acesso aos aparelhos. Ao Dr Gongalo Justino pelos célculos
tedricos realizados e a Dra Joana Miranda (FFUL) pelos ensaios de citotoxicidade
efectuados.

Queria ainda agradecer a todos os colegas de laboratério que me
acompanharam durante este projecto. Ao Tiago e Pedro, a Ana Sofia e Filipa um
obrigada pela disponibilidade constante. Para as meninas Shrika, Catarina e Ana,
companheiras de tantas aventuras, sorrisos e algumas lagrimas, obrigada por todo o
apoio no dia-a-dia do laborat6rio mas principalmente pela amizade.

Finalmente, gostaria de agradecer a toda a minha familia e amigos por todo o
apoio dado nesta caminhada. Um obrigada especial aos meus pais, a minha madrinha
e tio, e ao David por todo o interesse demonstrado e por me fazerem acreditar que é

sempre possivel.



indice

R TSTST0] 1 0o TP [
AADSIIACT ... a s ii
AQradECIMENTOS .....ueeeeeieee ettt et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s iii
SIMDOIOGIAS € NOLAGOES .....eveeiieieiiiiiitii et a e e Xiv
R 101 (0T [ o= Lo J PP PPRT PP 1
[.1- Selénio enquanto elemento QUIMICO .........oocuiiiiiiiiiiie e 3
[.2- Selénio e 0 seu papel BIOIOGICO .......coiuviiiiiiiiiee e 4
1.2.1- Selénio e as suas propriedades antioXidantes .........cceevvvriiiiiieenieeeenniiiieeee, 6
1.2.2- Selénio como agente anticarCinOgENICO.........ouuuuiieieiee e 8

[.3- Compostos organicos contendo SEIENIO..........uuiiiieeiiiiiiiiiieiiiee e 9

[.3.1- Métodos de sintese para a preparagcao de compostos contendo grupo

S€1eN0-CarbONiIo (C=S€) ..uurriiiiiiie i 10

[.4. Sintese orgénica assistida por MICrOONAAS ..........ccueeveiriiieiiiiiieee e 22
[I.  DiSCUSSA0 de reSURAAOS ... ....uueiiiiiiiiiiiee e 27
[I.1- Preparagéo de derivados selenados de flavondides ...........ccccoceviiiiiiiiiieennnnn. 29
[1.1.1- Preparacao de flavondides metilados nas posigdes fendlicas.................... 31

[I.1.2 — Selenacao de flavondides nas posicdes carbonilicas, na presenga de
reagente de Woollins, por irradiacdo de microondas..........ccooeeeeeeeeeeeiieeeeeeeeeeeeennn 46

I1.1.3- Desprotecgao de produtos selenados protegidos nas posigdes hidorxiladas

............................................................................................................................ 62
[I.2- Preparacéo de derivados selenados de purinas e pirimidinas..............ccccceeee.... 64
[1.2.1. Selenagé@o de 2’-desoXiNUCIEASIAOS .....cocooviiiiiiiiiiiie e 72

[1.2.3.- Caracterizagao estrutural de derivados de purinas e pirimidinas selenadas

Nas POSICOES CaArbONINICAS ........ciiiiiiieie i 78

[1.3 — Ensaios de CitotoXiCIAAdE ...........uuiiiiiiiiiieeee e 84
[1.4- CONCIUSOES ...ttt ettt e e s e e s 84
[l Parte EXPerimental ...t 87
[1l.1 - Reagentes, Solventes € MateriaiS ........coooiuuiiiiiiiii e 89



[11.2 — Métodos € EQUIPAMENTOS .......c.uuuiiiiiieieeie e 89

[11.2.1 — Espectrometria de infravermelno (IV) ..........eeveiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiviiviiieees 89
[11.2.2 — Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ................... 90
[11.2.3 — Espectrometria de massa (EM) ..., 90
[11.2.4 — Cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC) ........ccccvviiieeeeiiiiiinee, 91
[11.2.5 — Equipamentos de Microondas (MW) .........cccuiiiiiiiiiininieeeee e 91
[11.2.6 — EqQuipamento de Raio-X.......cooiiuiiiiiiiiae et 91
[11.2.7 — EStudos COMPOLACIONAIS ...ceoviiiiiiiieiee e 92
111.2.8 — Ensaios de CHOtOXICIAAAE .........eeeiiiiiiiieiiiieee e 92

[11.3- Reacgbes para a preparagdo de materiais de partida protegidos nas posigoes

0]T0 o )] F=To =T PP 93
[11.3.1- Ensaios de optimizacao das condigdes experimentais para a protecgao de
posicoes fendlicas de flavondides............coooiiiiiiiiiii 93
[11.3.2- Preparagéo de flavonoides metilados nas posicoes fendlicas................... 95

[11.3.3- Métodos gerais para a proteccao das posi¢cées hidroxiladas de
AESOXINUCIEOSIAOS ...eeeiieeeiiiiiiieieee e et e e e e e e e e e e s e e e e e e e e e e ennnneeees 98

[11.3.3.1 Método geral para a protec¢ao de desoxinucleésidos com brometo de

DENZIIO (BNBI) . 98
[11.3.3.1.1- A partir de 2’-desoxiguanosina (130)........ccueeereeerriniiiiiriieeee e 98
[11.3.3.1.2- A partir de 2’-desoxitimiding (132)........ccccuriiiiiiiiieeee e 98
[1l.4- Reacgdes para a preparacao de produtos selenados nas posi¢des carbonilicas,
na presenca de reagente de WOoOIlNS. ... 99
[11.4.1- Por irradiaGao de MIiCrOONAAS .........ueeieiieiiiiiiiiieieee et 99
[11.4.1.1- Ensaios de optimizagdo das condigbes experimentais.............coeeuuveneee. 99

[11.4.1.1.1- A partir de 2-(3’, 4’-dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-5,7-dimetoxi-cromen-4-ona

(01 IR 99
[11.4.1.1.2- A partir da cafeina (128) .....oooeeiiiiiieee e 101
[11.4.1.2- MEOTOS QOIS .....veeeeiiieie ettt 104
MELOAO GEIAl A ... 104
MELOAO QEIal B ... 104



[11.4.1.2.1- A partir de 2-(3’,4’- dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4 H-cromen-4-

ONA (T03) 1 104
[11.4.1.2.2- A partir da 2-(3’, 5’ — dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4 H-cromen-

o 0= (1 101 ) PP 105
[11.4.1.2.3- A partir da 2-fenil-5-hidroxi-7-metoxi-4 H-cromen-4-ona (107) ........... 106
[11.4.1.2.4- A partir da 2-fenil-4H-cromen-4-ona (109) ........cccccoviiiiiiiiiinneeennne 106
[11.4.1.2.5- A partir da cafeina (123) .....oooieiiiiiiie e 107
[11.4.1.2.6- A partir da 1-metil-xantina (125) ........uuueuiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieieiieeiieieeeeiieeens 107
[11.4.1.2.7- A partir da tioXantina (126) .........uuuuueeeueeeeeeriiieieeeeeeieeeeeeeenneeenneeeeen. 107
[11.4.1.2.8- A partir da guanina (127) .....occcuueieeieieeee e 108

[11.4.1.2.9- A partir da 3’,5’-O-bis-(terc-butildimetilsilil)-2’-desoxiguanosina (133) 108

[11.4.1.2.10- A partir da 3,5’-O-bis-(terc-butildimetilsilil)-2’-desoxicitosina (134).. 108

[11.4.1.2.11- A partir dO Uracilo (128).......ueueurrrerriiiieiiiiiiiiieeiieirieeeeneneereeeneeennennnnne 108
[11.4.1.2.12- A partir da 3-benzil-1-[(2R, 4S, 5R)-4-benziloxil-5-(benziloximetil)tetra-
hidrofurano-2-il]-5-metilpiridina-2,4-(1H,3H)-diona (135).......ccoeeeeeeeeiiiiieeeeeee, 109
[11.4.2- Por aquecimento CONVENCIONAL ............coiiiiiiiiiiiiiieeee e 110

[11.4.2.1- A partir de 2-(3’,4’- dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4 H-cromen-4-

(o] o F= T 1 ) I EPPP PP 110
[11.4.2.2- A partir da cafeina (123) ..coooooiiiiiiiiiiieee e 110
[11.5- Reacgdes para a desproteccéo de produtos selenados protegidos nas posicoes
0]To (o] 9] =T =T PP EPPP O 110
[11.5.1- A partir de 2-(3’, 4'— dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4 H-cromen-4-
Y= (=TT o F= T (0 TR EPPP PP 110
17127 oo [o 1 PP PPPRR 110
1Y =] (oo o R | TSR 111
[11.5.2- A partir da 3-benzil-1-((2R,4S,5R)-4-(benziloxi)-5 (benziloximetil)tetra-
hidroforano-2-il)-5-metil-4-selenoxo-3,4-di-hidropiridina-2(1H)-ona (136)........... 112
1Y =1 (oo o T PR PRPPTPRR 112
1Y/1=7 oo [o 1 | R P PSP 112
Y =11 o1 To o = L1 - U EE PP PPP 115

Vi



indice de figuras

Figura I.1- Estrutura da selenocisteina (1). ...ccc.vveieeeeeoiiiiieee e 4
Figura 1.2 - Estrutura do antioxidante contendo selénio — Ebselen (2)............cccuueeeee. 7

Figura 1.3 - Estrutura dos seleno-cianatos (3-6) avaliados na sua actividade

ANTHUMOTAL. ..t e e e e e e e e s 8
Figura 1.4 -Reagente de Woollins (42) e o seu analogo de enxofre 43. ............c......... 18

Figura 1.5— Publicacdes sobre sintese quimica assistida por microondas (1986-2008).
Adaptado de [52]. [legenda: barras cinzentas- numero de publicagbes em 7 jornais,
envolvendo o uso de microondas (J. Org. Chem., Org. Lett., Tetrahedron, Tetrahedron
lett., synth commun., Synthesis e Synlett); barras pretas: numero de publicacdes
associadas a sintese quimica assistida por computador e que envolvem o uso do

reaCtOreS APrOPIIATOS). .. .ueeeeeiieeiiiiiitite et e e e e e e e et e e e e e e e e e s bbb e e e e e e e e e e aanbbreeeeeeeeeeaaannns 22
Figura Il.1- Esqueleto da estrutura quimica base das flavonas e flavondis. ............... 29

Figura I1l.2- Estrutura da (2-(3’,4’-di-hidroxi-fenil)-3,5,7-tri-hidroxi-cromen-4-ona
(quercetina, 100), 2-(3’,5’-di-hidroxi-fenil)-3,5,7-tri-hidroxi-cromen-4-ona (morina, 101)
e 5,7-di-hidroxi-2-fenil-4H-cromen-4-ona (crisina, 102). .........cccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee, 30

Figura II.3- Produtos formados na metilagdo da quercetina (100), morina (101) e
CHISINA (102). .ttt e e e e et e et e e e e e e e bbb e e e e e e e e e e e e nnnreeeeeaaaeas 34

Figura Il.4- Espectros a) 'H-RMN e b) *C-RMN de 2-(3',4- dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-
3,7-dimetoxi-4 H-cromen-4-ona (103) em CDCl3 (400 MHZ). .......ouviiiiiiiiiiiiiiiieeeeen 39

Figura I1.5- Correlagdes a duas e trés ligagbes (HMBC) obtidas para 2-(3’,4’- dimetoxi-
fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4 H-cromen-4-ona (103) em CDCI; (400 MHz)................. 39

Figura 11.6- Correlagdes espaciais (# \) (NOESY) obtidas para 2-(3,4- dimetoxi-
fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4 H-cromen-4-ona (103) em CDCI; (400 MHz)................. 40

Figura I.7- Algumas das correlagdes a duas e trés ligacées (— ) (HMBC) obtidas
para 2-fenil-5-hidroxi-7-metoxi-4 H-cromen-4-ona (107) em CDCl; (400 MHz). ........... 41

Figura 11.8- Correlagdes a duas e trés ligacdes (—) (HMBC) obtida para o sulfonato
de 2-(3,4’- dimetoxi-fenil)-3-hidroxi-4,5,7-trimetoxi-cromenilium (104) em CDCI; (400
1Y 2 RSP 42

Vii



Figura I1.9- Algumas das correlagcoes a trés ligacdes (— ) (HMBC) obtidas para
sulfonato de 2-fenil-5-hidroxi-4,7-dimetoxi-cromenilium (108) em CDCl; (400 MHz). .. 43

Figura 11.10- Espectros de 'H-RMN a) 2-(3',4’-dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4 H-
cromene-4-selenona (110) e b) fraccdo isolada na reaccdo por aquecimento
convencional em CDCl3 (400 MHZ).......c.uuuiiiiiiiee e 50

Figura I.11 — Estrutura quimica da 2-fenil-4 H-cromen-4-ona (109)...........ccccccceeennnnee 51

Figura Il.12- Correlagdes a duas e trés ligagdes (—) (HMBC) obtidas para 1-(2-
hidroxifenil)-3-fenilpropano-1-ona (113) em CDCl; (400 MHZ). .....ccoovviiiiiiiiiiiieeeeee 54

Figura 1.13- Espectro de ""Se-RMN (500 MHz) a) 2-(3’, 4— dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-
3,7-dimetoxi-4 H-cromene-4-selenona (110) em acetona-ds; b) 2-(3°, 5— dimetoxi-
fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4 H-cromene-4-selenona (111) em acetona-ds e c¢) 2-fenil-
5-hidroxi-7-metoxi-4H-cromene-4-selenona (112) em CDCls. ......ovvveeeeieeiiiiiiiiiieeeeen, 59

Figura 1l.14- Estrutura tridimensional determinada para 2-(3’, 4'— dimetoxi-fenil)-5-
hidroxi-3,7-dimetoxi-4 H-cromene-4-selenona (110). ..o 60

Figura 1l.15- Estruturas quimicas de dois antimetabolitos actualmente em uso clinico,
5-fluorouracilo (118) e Gemcitabina (119) [74]. ...coooiiiieeeee e 64

Figura I1.16— Estruturas quimicas de compostos estudados com potencial citotéxico.65
Figura 11.17- Estrutura quimica da cafeina (123). ........coovviiiiiiiiiiiee e 66

Figura 11.18- Estrutura quimica das bases puricas, 1-metil-xantina (125), tioxantina
(126) e guanina (127) e a base pirimidinica uracilo (128), testadas com o método de
Y=1 (=T g = Tor= o o [ TY=T 0 ] o o PRSPPI 70

Figura 11.19- Contributores de ressonéncia da tioxantina (126). ...........ccccoeeeeeeinnnnnee 71

Figura 11.20- Estrutura quimica da 2’-desoxiguanosina (130), 2’-desoxicitidina (131) e
2°-desoXItIMIAING (132)...cciiieiiei e e s 72

Figura I1.21- Estrutura quimica de 3',5’-O-bis(terc-butildimetilsilil)-2’-desoxiguanosina
(133), e 3',5-O-bis-(tert-butildimetilsilil)-2’-desoxicitosina (134) ..........ccccveeeeeeeerernnne 73

Figura 11.22- Algumas correlagbes a duas e trés ligagdes () (HMBC) observadas
para 3-benzil-1-[(2R, 4S, 5R)-4-(benziloxi)-5-(benziloximetil)tetrahidrofurano-2-il]-5-
metilpiridina-2,4-(1H,3H)-diona (135) em DMSO-ds (400 MHZ).........coviiiiiiiiieeeeeeee 76

viii



Figura 11.23- Algumas correlagbes a duas e trés ligagdes () (HMBC) observadas
para 1,3,7-trimetill-6-selenoxo-6,7-di-hidro-1H-purina-2(3H)-ona (124) em CDCI; (500
MIHZ) . e ————————— 81



indice de esquemas

Esquema I.1 - Esquema reaccional das primeiras seleno-cetonas sintetizadas por
Barton €A1 [S7] «oeeee e e 10

Esquema I.2 - Esquema reaccional da formagéo de olefinas (15) por competicdo com
T4 [ B8, e ——————————— 11

Esquema 1.3 - Esquema reaccional das seleno-cetonas (23) sintetizadas por Krafft et.

Esquema 1.5 - Esquema reaccional da preparagédo do reagente seleneto de bis (1,5-
cicloctan-di-"il-Doril) (30) [47] ..ceeeeeiiiieieiieieee e 15

Esquema 1.6- Formacao do reagente de Woollins por oxidagéo de (PhP)s (44). ........ 18
Esquema I.7- Formacéo do reagente de Woollins por oxidagao de PhPCl, (45). ...... 18
Esquema Il.1- Mecanismo da doacgéo de H- a) do tipo SPLET e b) do tipo SET-PT...29

Esquema Il.2- Via sintética usada para a sintese de analogos de flavonodides

selenados (a) metilagdo; b) selenagdo, com R.W (42); ¢) desmetilagéo).................... 31
Esquema I.3- Formagao do produto fluorescente. ..., 35
Esquema Il.4- Dissociacdo do reagente de WoolinS (42). .......ccceeveeriiiiiiiiiieeeneennnnnae 53

Esquema II.5- Hip6tese mecanistica para a formacao do grupo seleno-carbonilo na
presenca de RW. ... 53

indice de Equacées

Equacao Il.1- Equacdo deduzida por Karplus e Pople, para o termo de blindagem
paramagnética, onde AE é a energia média de excitacdo electronica, r é a distancia
entre o electrdo 2p e o0 nucleo e Q ax 0 NUmMero de electrdes que ocupam a orbital p, e
> Qax a contribuicdo de ligagoes MUIIPIAS [B5]......ccveeirriiieeiiiiiee e 56



indice de tabelas

Tabela 1.1- Relagao entre os is6topos estaveis do selénio e a sua abundancia natural
5] TR OO OUPRPROO 4

Tabela I.2- Algumas das selenoproteinas com fungéo conhecida. Adaptado de [9] .....5
Tabela 1.3 - Condi¢des experimentais e resultados obtidos por Guziec et. al. [40]. ...12

Tabela 1.4 - Condigbes experimentais e rendimentos obtidos para algumas das seleno-
amidas sintetizadas por Li € ZiNQaro [45]......couuii i 14

Tabela 1.5-Condi¢des reaccionais e rendimentos obtidos na sintese de compostos
contendo o grupo funcional seleno-carbonilo obtidos pelo tratamento de derivados do
acido carboXilicos COM 30 [46]. ...ccuiieeiiiiiiiiieiee et e e e e e e e e eeeaae s 16

Tabela 1.6- Condigbes reaccionais e rendimentos obtidos na sintese de compostos
com o grupo funcional seleno-carbonilo obtidos pelo tratamento de cetonas impedidas

Tabela 1.7 - Condicbes experimentais e rendimentos obtidos nas reaccdes de
selenacdo de amidas na presenga de R.W (42) [48]. ....ccoeeiiiiiiiiiiiiiieieee e 19

Tabela 1.8- Condigdes experimentais e rendimentos obtidos nas reaccbes de
selenacdo de indolizino-3-aldeido na presenca de R.W. (42) .........coevviiiiiiiiiiiieennennn. 20

Tabela 1.9— Condicdes experimentais e rendimentos obtidos para as seleno-amidas
preparadas pelo método de Bentke et al. [50].......uuveeeeeeeeiiiiiiiiieee e 21

Tabela 1.10- Condigbes experimentais e rendimentos obtidos para o0 método de Varma
€ UMK [54 ] et r e e e e e e e e e e e e e e e as 24

Tabela 1l.1- Condicdes utilizadas e resultados obtidos para a metilagao de 2-(3’,4’-di-
hidroxi-fenil)-3,5,7-tri-hidroxi-cromen-4-ona (100). ........ccoooeiiiiieiiieeeeeeeeee e 32

Tabela Il.2- Condicdes experimentais e resultados obtidos na preparacao de derivados
metilados nas posigbes fendlicas dos flavondides quercetina (100), morina (101) e
CHISINA (102). .ttt e e e e e e e e e e e e b e e e e e e e e e e e nnbreeeeeaaeeas 34

Tabela 11.3- Dados espectroscopicos dos produtos (103), (105) e (107)..................... 44

Tabela 11.4- Dados espectroscépicos dos produtos fluorescentes obtidos (104), (106) e
0 P USEEPR 45

Xi



Tabela I1.5- Métodos utilizados e resultados obtidos nos ensaios efectuados com 103

e R.W. com irradiagao por microondas, na auséncia de solvente. ............cccccvvveeeennn.. 47

Tabela Il.6- Métodos utilizads nos ensaios efectuados com 103 e R.W. (42) com
solvente e resultados ObHIAOS. .......oevviviiiiiiiiiiiee 48

Tabela 11.7- Condigbes experimentais e resultados obtidos na preparagao de derivados
selenados a partir dos flavonéides metilados 103, 105, 107 e a flavona 109. ............. 51

Tabela 11.8- Valores de carga electrénica determinados por métodos computacionais
Y= gT=Toor= To TN | | 2 TR 52

Tabela 11.9- Dados espectroscopicos do composto 1-(2-hidroxifenil)-3-fenilpropano-1-
o] T T I 1< ) TR PRSPPI 55

Tabela 11.10- Dados fisicos e espectroscopicos dos compostos 110, 111 e 112......... 57

Tabela 11.11- Desvios quimicos de *C-RMN para 2-(3’,4’- dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-
(o 1100 1=] (o) (I T 58

Tabela 11.12- Dados cristalograficos e refinamento estrutural para 2-(3’, 4— dimetoxi-
fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4H-cromene-4-selenona (110). ..., 61

Tabela 11.13- Dados espectroscépicos obtidos para 2-(3,4-di-hidroxifenil)-3,5,7-tri-
hidroxi-4H-cromen-4-selenona (117). ... 63

Tabela I1.14- Condi¢des experimentais testadas e resultados obtidos na preparagéo de
124, a partir de 123 mediada por R.W. por irradiagao de microondas..........cccccceeeeueee 67

Tabela 11.15- Ensaios efectuados a partir de das purinas 125, 126, 127 e pirimidina
1 P2 O REERR 70

Tabela 11.16- Condicdes reaccionais e produtos obtidos na proteccdo de 130 e 132
com brometo de Denzilo (BNBI). ......oooiiiiiiieee e 74

Tabela 11.17- Dados espectroscopicos obtidos para 3-benzil-1-[(2R, 4S, 5R)-4-
(benziloxi)-5-(benziloximetil)tetrahidrofurano-2-il]-5-metilpiridina-2,4-(1 H,3H)-diona
(1 1<) PSRRI 77

Tabela 11.18- Dados espectroscépicos de infravermelho observados para os produtos
(124), (129) e (130) e respectivos materiais de partida. ............ceeeeeeriiiiiiiiieieeneeeeee 79

xii



Tabela 11.19- Desvios quimicos de '>C-RMN e ""Se-RMN correspondentes aos dois
carbonos mais desblindados para os produtos (124), (129) e (136) e respectivos
Materiais de PArtida. .........ueeeiiiiiiiii e 80

Tabela 11.20- Dados espectroscopicos obtidos para 1,3,7-trimetill-6-selenoxo-6,7-di-
hidro-1H-purin@-2(3H)-0Na  (124).....cccoeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 82

Tabela 11.21- Dados espectroscépicos da 4-selenoxo-3,4-di-hidropiridina-2(1H)-ona

Tabela 11.22- Dados espectroscopicos de 3-benzil-1-[(2R,4S,5R)-4-(benziloxi)-5-
(benziloximetil)tetrahidrofirano-2-il]-5-metil-4-selenoxo-3,4-di-hidropiridina-2(1H)-ona
1 1) O URRPRR 83

Tabela Ill.1- Condigdes experimentais nos ensaios efectuados para a proteccédo das
posicoes fendlicas da querceting (100) ..........ooiiueiiiiiiiie e 94

Tabela Ill.2— Condi¢des experimentais utilizadas nos ensaios efectuados com (103) e
R.W. SEBM SOIVENTE. ...eeii e e e e e 100

Tabela I11.3—- Condi¢des experimentais utilizadas nos ensaios efectuados com 103 e
R.W. COM SOIVENTE. ...eee it e e e 101

Tabela 11l.4- Condicdes experimentais testadas para a preparagao de 124.............. 103

xiii



Simbologias e Notacoes

acetona-dy

Ar

C.C.

c.c.f.
c.c.f.p.
CDCl;
COSY
CQE-IST
C-RMN
d

dad

DDR
DMBA
DMF
DMSO-ds
DNA
DPPH

acetona deuterada

aromatico

azoximetano

Acidente Vascular Cerebral

9-borabiciclo [3.3.1] nonano

hidreto de di-isobutilaluminio

n-butil-litio

isobutilo

tert-butilo

brometo de benzilo

calculada

catalitico

cromatografia em coluna

cromatografia em camada fina
cromatografia em camada fina preparativa
cloroférmio deuterado

Homonuclear Correlation Spectroscopy
Centro de Quimica Estrutural do Instituto Superior Técnico
Ressonéancia Magnética Nuclear de Carbono 13
cupleto

cuplo dupleto

Dose Diaria Recomendada

dimetilbenzo (a)-antraceno

N, N-dimetilformamida

dimetilsulféxido deuterado

acido desoxirribonucleico

radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil

Xiv



EM
EMAR
eq.
ERO
ESI
Et
EtsN
FFUL
FO
FOH
GPx

HMBC
HPLC
HSQC
'H-RMN
IE

int. rel.
\%

J

KBr

MI*
[M+H]*
Me

mg

Mel

Espectrometria de Massa

Espectrometria de Massa de Alta Resolugéo
equivalente

Espécies Reactivas de Oxigénio
electrospray

etilo

trietilamina

Faculdade de Farmécia da Universidade de Lisboa
radical fenoxilo

flavonoide

Glutationa Peroxidase

horas

Radical hidrogénio

Heteronuclear Multiple Bond Correlation
High Pressure Liquid Chromatography
Heteronuclear Single Quantum Coherence
Ressonancia Magnética Nuclear de protao
impacto electrénico

intensidade relativa

infravermelho

constante de acoplamento

brometo de potassio

multipleto

ido molecular

ido molecular protonado

metilo

miligrama

iodeto de metilo

XV



4-MeOCgH,4
MeOH-d,
(Me3Si).Se
Me,SO,
mL

mmol

min.

MTT
MPTP

MW

m/z

NaH
Na.Se
Na,SeO;
Na,SeO,
N. D.

N. O.
NOESY
OMe

Ph

(PhP)s
PhPCl,
PhP(Se)Cl,
ppm

'Pr

R

RMN

ROO

4-metdxifenilo

metanol deuterado

bis (trimetilsilil) selano

dimetilsulfato

mililitros

milimole

minuto

Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-iI')-2,5-difeniltetrazol
1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidroxilpiridina
radiagdo de microondas

relacdo massa/carga

hidreto de sédio

seleneto de sédio

selenito de sédio

selenato de sédio

néo determinado

nao observado

Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy
metoxilo

fenilo

pentafenilfosfina

dicloreto de fenilfosfina

dicloreto de seleno-fenilfosfina

partes por milhao

isopropilo

factor de retencao

Ressonancia Magnética Nuclear

radical livre

XVi



RSeH
RSeR
RSeSeR
R.W.

s

S.Cly
Se
SeBr;
Se,Cl,
SeMe;
SET-PT
SPLET
SOD

7Se-RMN

t.a.
TBAF
TBDMS
THF
TMS
Trx

uv

Umax

%

selenois

selenetos

diselenetos

reagente de Woollins

singuleto

dicloreto de enxofre

selénio

dibrometo de selénio

dicloreto de selénio

dimetilselano

single-electron transfer followed by proton transfer
sequential proton loss electron transfer
superoxido dismutase

Ressonéancia Magnética Nuclear de selénio 77
tripleto

temperatura ambiente

fluoreto de tetrabutilaménio
tert-butildimetilsililo

tetra-hidrofurano

tetrametilsilano

Tioredoxina redutase

ultravioleta

watt

frequéncia do maximo de absor¢ao em infravermelho

desvio quimico em relacao ao tetrametilsilano ou dimetilselano
percentagem

rendimento

XVii



XViii



l. Introducao












Introducéo

O selénio (Se) é um dos elementos mais raros, de ocorréncia natural, presentes
na superficie terrestre [1]. Apesar da sua escassez, 0 Se é actualmente considerado
um micronutriente essencial na dieta humana, necessario para o normal
funcionamento do metabolismo celular [2]. O reconhecimento desta propriedade é
relativamente recente pois, até a algumas décadas atras, o Se era considerado pela
comunidade cientifica como um elemento dubio. Nao era consensual o seu beneficio
para a saude, na medida em que a sua ingestdo excessiva conduzia a respostas
toxicas bastante graves, sendo a sua margem terapéutica estreita. No entanto, a
descoberta da intervengdo do Se em alguns mecanismos celulares [3] levou a
compreensao do verdadeiro papel deste elemento no nosso organismo. Apesar disso,
ha ainda muito por compreender.

I.1- Selénio enquanto elemento quimico

O Se foi descrito pela primeira vez, em 1817, pelo cientista sueco Berzelius [4]. O
cientista e os seus colaboradores trabalhavam na producao de acido sulfurico quando
observaram a formacao de um sub-produto de coloragdo vermelha, muito semelhante
ao teldrio. Enquanto todos os colaboradores se convenceram que estavam na
presenca de telurio, Berzelius nado. Investigou um pouco mais e concluiu que se
tratava de um novo elemento. Esta relacdo entre os dois elementos é também
verificada no seu nome. O nome Selenium, que deriva do nome da deusa grega da
lua, Selene, foi dado por analogia a Tellurium, derivado do nome da deusa grega da
Terra, Tellus [4].

O selénio, juntamente com o oxigénio, enxofre, telurio e poldnio, pertence ao
grupo 16 da tabela periddica. A sua posicdo na tabela coloca-o na zona dos
metaldides apresentando por isso, propriedades fisicas e quimicas de metais e
também de ndo metais [5].

Tal como o enxofre, apresenta varias formas alotrépicas [4]. O selénio amorfo
existe sob duas formas: a negra e vitrea e ainda em p6 vermelho. No entanto, a forma
mais estdvel e mais comum é o chamado selénio metalico que apresenta uma

estrutura hexagonal e coloragéo cinzenta.

O selénio apresenta 8 is6topos estaveis, sendo que apenas seis sao de
ocorréncia natural (Tabela I.1) [5] e os mais abundantes s&o o ®Se (49,8%) e o0 "®Se
(23,2%).
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Tabela I.1- Relacéo entre os isétopos estaveis do selénio e a sua abundancia natural [5].

Is6topo "“Se ~Se "®Se ''Se 'Se TSe TSe  "Se

Abundancia natural

(%) 0,87 sintético 9,36 7,63 23,3 sintético 49,8 8,73

I.2- Selénio e o seu papel biolégico

A dieta representa a maior fonte de selénio para o0 Homem, podendo ser
encontrado em alimentos como arroz, massa, cereais, marisco e carne [6]. Este
elemento pode existir nas formas organicas como a selenometionina e o
dimetilseleneto ou ainda nas formas inorganicas como o selenito de sédio (Na,SeOs)
ou o selenato de soédio (Na,SeO,). A dose diaria recomendada (DDR) para a ingestao
de selénio nas suas varias formas é 55 pg/dia para homens e mulheres em idade
adulta [7], sendo que uma concentracdo acima dos 400 pg/dia é considerada toxica. O
excesso de selénio provoca respostas toxicas graves nomeadamente alopécia, rash
cutaneo, cefaleias, alteragdes do tracto intestinal, dispneia e em caso extremo a morte
[7].

Em 1957, o selénio foi reconhecido como elemento essencial para muitas formas
de vida incluindo o Homem [2] e a importancia deste elemento enquanto
micronutriente, foi demonstrada devido a sua presenca no centro activo de algumas

enzimas — as selenoproteinas.

As selenoproteinas [8] correspondem a uma classe Unica de proteinas que
contém selénio na forma de selenocisteina (Figura 1.1, 1), estruturalmente muito
semelhante a cisteina onde o 4&tomo de enxofre da cadeia lateral € substituido por um

atomo de selénio.

HSe

OH
HoN

0 ™

Figura 0.1- Estrutura da selenocisteina (1).

Este residuo constitui o centro activo da maioria das 30 selenoproteinas

identificadas em mamiferos [8,9]. Apesar de muitas destas proteinas nao terem um
4
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papel conhecido, existem pelo menos trés cuja funcdo enzimatica é conhecida e de
extrema importancia (Tabela 1.2).

Tabela I.2- Algumas das selenoproteinas com fungéao conhecida. Adaptado de [9]

Selenoproteina Funcao

Tem como papel fisiolégico manter o nivel apropriado
de peroxidos de hidrogénio dentro da célula.

. . Funciona como linha de defesa impedindo a
Glutationa peroxidase

(GPx) danificacdo de membranas e estruturas celulares,
X

pelos radicais livres — redugdo do stress oxidativo.
Existem pelo menos 6 tipos de GPx, presentes em
varios tipos de tecidos.

Regula os processos redox intracelulares mantendo a
viabilidade da célula, estimulando a sua proliferagao
Tioredoxina redutase (Trx) (células normais e tumorais). Esta também envolvida
na sintese do DNA ao reduzir os nucleotidos

envolvidos na sua sintese.

Envolvida na producdo e regulacdo dos niveis da
hormona activa da tirdide T3 a partir da sua forma
lodotironina deiodinase inactiva T4. Desta forma intervém directamente no
normal desenvolvimento, crescimento e metabolismo

do humano.

O papel fisiolégico destas enzimas é drasticamente afectado pela deficiéncia de
selénio no organismo. Um exemplo da deficiéncia deste elemento para o Humano é o
desenvolvimento da doenga de Keshan [10]. Esta doenga foi descoberta numa regiao
do nordeste da China, onde os solos sdo pobres em selénio, afectando a sua
populacao, especialmente mulheres e criancas. Esta doencga é caracterizada por um
aumento do tamanho do coragdo com varios episoédios de insuficiéncia cardiaca [11].
O fornecimento de suplementos nutricionais de selénio protege estas populacdes de
desenvolverem a doenga sem conseguir, contudo, reverter o dano do musculo

cardiaco.
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Nos ultimos anos, tém sido efectuados estudos que demonstram a intervencao
do selénio no bom funcionamento do sistema imunitdrio e na biossintese de
testosterona, onde a deficiéncia em Se corresponde a uma diminui¢cdo da mobilidade e
nuamero de espermatozoéides com consequente reducao da fertilidade [12]. Além disso,
a deficiéncia em selénio tem sido associada a mudancas de humor e a doengas que
envolvem stress oxidativo como é o caso do cancro, doencas cardiovasculares,

arteriosclerose ou artrites [13].

1.2.1- Selénio e as suas propriedades antioxidantes

As espécies reactivas de oxigénio (ERO) podem ter fontes exdégenas, como a
exposicdo a energia ionizante ou a agentes quimicos, mas estdo também
continuamente a ser produzidas no nosso organismo. Em alguns casos séao
produzidas especificamente para exercer uma fungéo bioldgica essencial. No entanto
existem casos em que sao sub-produtos de processos metabdlicos. Estas espécies
podem oxidar lipidos, acidos nucleicos ou proteinas, causando o dano de estruturas
celulares [14, 15]. Embora as células apresentem um sistema de defesa que mantém
a concentracdo das ERO equilibrada, pode ocorrer um descontrolo que resulta no
stress oxidativo, que é considerado o promotor de muitas doengas
neurodegenerativas, cardiovasculares, inflamatérias, diabetes ou cancro [16].

Os antioxidantes, que podem ser de origem enzimatica ou ndo enzimatica, tém a
capacidade de converter as espécies reactivas de oxigénio em espécies menos
reactivas e, consequentemente, impedir o dano celular causado pelas mesmas. Para
isso, sdo eles proprios oxidados e é esta a razdo pela qual as quantidades de
antioxidantes tém de ser continuamente repostas. De uma maneira geral, 0s
antioxidantes actuam de duas formas: 1) quebrando cadeias oxidativas, estabilizando
os radicais livres formados e transformando-os em espécies neutras; 2) prevenindo os
processos oxidativos através da captura de espécies reactivas de oxigénio iniciadoras
[17,18].

Vérios compostos como os polifenois, antioxidantes enzimaticos como o
superoxido dismutase (SOD) ou a glutationa peroxidase (GPx) e ainda micronutrientes
como a vitaminas C, E e carotenos tém sido estudados pelas suas propriedades
antioxidantes [19,20]. Nesta lista inclui-se também o selénio.

Nos varios estudos biolégicos efectuados é demonstrada a capacidade do Se
capturar espécies reactivas de oxigénio, seja na forma de compostos orgéanicos

selenados ou na forma de enzimas antioxidantes como as GPx [21]. No entanto, e no
6
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que diz respeito a compostos selenados, apesar da maioria dos estudos sugerir um
papel preventivo em varias doencas, alguns estudos sdo também inconclusivos

indicando a necessidade da realizacdo de mais testes in vivo.

Estudos epidemiolégicos e em modelos animais foram efectuados com varios
compostos contendo selénio, apresentando-se nas formas inorganicas como o selenito
de sodio (Na,SeOs3) e o selenato de sodio (Na,SeO,) ou em formas organicas como a
selenometionina, a selenocisteina ou outros compostos sintéticos [22]. Um dos
compostos que tem sido intensivamente estudado é o 2-fenil-1,2-benzioselinazol-
3[2H]-ona ou Ebselen (Figura 1.2, 2) .

”\

Se

@)

Figura 0.2 - Estrutura do antioxidante contendo selénio — Ebselen (2).

O Ebselen (2) é um composto contendo selénio conhecido por ter a capacidade
de mimetizar a GPx [23]. Em varios estudos efectuados em modelos animais
demonstrou ter um efeito protector em doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas. Baljinnyam et. al. [24] mostraram que suplementos orais de 2 (30
e 100 mg/Kg) dados a ratos resultavam numa protecgao cardiovascular diminuindo o
numero de enfartes do miocardio. Outro exemplo é um estudo efectuado por
Moussaoui et. al. [25] que demonstra que o tratamento preventivo com 2, reduz a
perda dos neurdnios dopaminérgicos induzida por 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidroxilpiridina (MPTP), e o aparecimento dos sintomas da doenga de Parkinson,

em primatas (marmosents).

Este composto esteve sujeito a ensaios clinicos de Fase lll, no Japao. A varios
pacientes do sexo feminino e masculino, diagnosticados com acidente vascular
cerebral (AVC) isquémico foi administrado por via oral 150 mg de ebselen, 24 a 48h
apdés o acidente, continuando o tratamento por mais 15 dias. Os pacientes foram
seguidos durante 1 a 3 meses. O estudo revelou que os pacientes tratados com
Ebselen logo ap6s 24h do AVC tiveram uma recuperacdo mais rapida e sem novos
AVC’s [26].
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1.2.2- Selénio como agente anticarcinogénico

Os resultados obtidos em estudos epidemiolégicos e estudos in vivo em
modelos animais indicam que existe uma relagéo inversa entre a presenca de selénio
e o risco de ocorréncia de cancro, demonstrando a importancia deste elemento na
reducao e prevencao desta patologia [27]. Embora a maioria dos estudos bioldgicos
revelem um efeito protector do selénio contra varios tipos de cancro, existem alguns
que apresentam resultados inconclusivos [28], evidenciando a necessidade de mais

investigacao nesta matéria.

Varios compostos organicos sintéticos contendo selénio tém sido estudados no

que diz respeito a sua actividade antitumoral. Sdo exemplo os seleno-cianatos
aromaticos 3-6 (Figura 1.3).

CH,SeCN CH,SeCN
——CH,SeCN
(3) (4) R=0; (5) R=m; (6) R=p

Figura 0.3 - Estrutura dos seleno-cianatos (3-6) avaliados na sua actividade antitumoral.

Fiala et. al. [29] demonstraram que 3 inibe o indutor de cancro do célon
azoximetano (AOM), em ratos F344. A adicao de outro grupo seleno-cianato (4-6)
promove um aumento na sua poténcia quando comparado com o seleno-cianato 3
[30]. Estes ultimos foram administrados em varios modelos animais verificando-se uma

inibicdo em cancros da mama, pulmades e colén, quimicamente induzidos.

Ip et. al. [31] estudaram o efeito sinérgico da vitamina E e 0 Se como agentes
preventivos do cancro da mama. O estudo revelou que embora a vitamina E sozinha
ndo seja eficaz na inibigdo de tumores induzidos por dimetilbenzo (a)-antraceno
(DMBA) em ratos Sprague-Dawley, hd um efeito sinérgico entre os dois antioxidantes.
A presenca da vitamina E poténcia a capacidade do selénio inibir o desenvolvimento

de tumores da mama, nos ratos tratados.

Clark e os seus colaboradores [32] estudaram um grupo de 1312 pacientes
com historial de carcinomas da pele, aos quais foi administrando 200 pg/dia de Se, na

forma de selenometionina, comparativamente com um grupo de controlo ao qual foi
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administrado placebo. Os individuos foram tratados durante 5 anos e observados por
mais um ano. Os estudos concluiram que embora o Se ndo tenha tido um papel
protector relativamente a incidéncia de novos casos de tumores na pele parece reduzir

em 50% o aparecimento de outros tipos de cancro e a mortalidade a ele associada.

Yu et. al [33], conduziram um estudo em Quidong, uma das regiées da China
com maior incidéncia de cancro do figado, e com solos pobres em selénio. A avaliagao
foi levada a cabo durante mais de 8 anos, e pretendia demonstrar o efeito preventivo
do Se neste tipo de cancro. A 130,471 individuos do sexo masculino foi dado uma
barra salina fortificada com 15 ppm de selenito de sédio (Na,SeO3;) como suplemento
ou placebo. O estudo revelou o efeito protector do selénio reduzindo a incidéncia de
cancro do figado em 35,1 % dos casos comparativamente ao grupo de controlo.

1.3- Compostos organicos contendo selénio

As sinteses dos primeiros compostos organicos contendo selénio surgem a
partir do século XIX [34]. Eram compostos alifaticos simples tais como selendis
(RSeH), selenetos (RSeR) e diselenetos de alquilo (RSeSeR) [35]. No entanto, 0 mau
cheiro caracteristico deste tipo de compostos aliado a dificuldade de manuseamento
por oxidagdo ao ar, tornou-os pouco atractivos do ponto de vista sintético. Durante
muito tempo, a quimica do selénio foi abandonada.

S6 mais tarde, na década de 70, ja no século XX, surge um novo interesse por
compostos selenados. A descoberta das propriedades antioxidantes do elemento
selénio tornaram-no bastante mais atractivo, abrindo-se desta forma uma nova e
interessante area de investigagdo. Os compostos contendo selénio tém sido bastante
estudados, nomeadamente no que se refere as suas propriedades antioxidantes,
antibacterianas, antivirais, e ainda anticancigenas, verificando-se um grande potencial

preventivo e terapéutico [36].

Assim, nas Ultimas décadas, tem-se verificado um grande esforgco por parte da
comunidade cientifica, no sentido de desenvolver novos e melhores métodos sintéticos
capazes de promover a formagao de compostos organicos estaveis com selénio. Estes
novos métodos permitirdo que novos tipos de compostos biologicamente activos
possam ser testados desencadeando um maior conhecimento deste elemento e das
suas potencialidades.
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1.3.1- Métodos de sintese para a preparacao de compostos
contendo grupo seleno-carbonilo (C=Se)

O grupo carbonilo (C=0) é considerado um dos grupos funcionais mais
importantes em sintese quimica. A sua reactividade atipica permite a sintese de
intermediarios que dao origem a diferentes familias de compostos.

A substituicao do atomo de oxigénio por outros &tomos mais pesados, do mesmo
grupo da tabela periédica, como o enxofre, selénio e telurio, desde cedo atraiu a
comunidade cientifica. Por analogia ao grupo carbonilo (C=0), este tipo de
transformacdo permitiria introduzir novas funcionalidades quimicas que até entao nao

haviam sido exploradas.

Em contraste com o anélogo de enxofre (C=S) a preparagdo do grupo seleno-
carbonilo (C=Se) é ainda um desafio. Tal deve-se ndo sé a reactividade da ligacéo
C=Se mas também a falta de uma metodologia sintética pratica.

A tentativa de substituicdo do a&tomo de oxigénio por um atomo de selénio inicia-
se na década de 70. Barton et. al. [37], descrevem pela primeira vez a sintese e o
isolamento de duas seleno-cetonas. Séo elas a di-tert-butil-seleno-cetona (8) e a (-)-
seleno-fenchona (9) (Esquema 1.1) A sintese destas seleno-cetonas foi feita a partir
das respectivas fosfazinas (10 e 11) com aquecimento, na presenga de um excesso
de selénio (Esquema I.1).

N
%ﬁ

an N PPhy ©)

2,0eq. Se
_—
120 °C

Ph
v e
(10)

Esquema l.1 - Esquema reaccional das primeiras seleno-cetonas sintetizadas por Barton et.al
[37]

Barton e seus colaboradores [38] continuaram este trabalho aplicando o0 mesmo
método a outras cetonas impedidas (Esquema 1.2). No entanto, este método revelou
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ter algumas limitacdes praticas. Verificou-se que o grau de pureza dos materiais de
partida influenciava bastante os rendimentos das seleno-cetonas obtidas. Além disso,
a temperatura e a velocidade de aquecimento da mistura reaccional era crucial. Um
rapido aquecimento das fosfazinas 12 promove a formacdo de compostos do tipo
diazo 13. Estes, uma vez formados poderdo reagir com as seleno-cetonas 14
formadas dando origem as olefinas 15. O rendimento das seleno-cetonas diminui
substancialmente por competicdo com compostos do tipo de 15 (Esquema 1.2). Apesar
de limitativo, no que diz respeito a sintese de compostos com seleno-carbonilo, este

método revelou-se um excelente método para a sintese de olefinas impedidas.

(& (
S
\ s N e & + N2 + Ph3P=Se

NS
N” Spph, —— Se
Aquecimento (14)

’ (
| Aquecimento ( Aquecimento
> e X
N+
N
- )

(13) (15) !

Esquema 1.2 - Esquema reaccional da formagéo de olefinas (15) por competicdo com 14 [38].

Na década de 80, o dicloreto de enxofre (S.Cl,) era um reagente usado na
conversao de hidrazonas a tiocetonas [39]. Dada a semelhanca entre o atomo de
enxofre e o atomo de selénio, Guziec et. al. [40] investigaram o uso de dicloreto de
selénio (Se,Cl,) e dibrometo de selénio (SezBr,), para a formacado das seleno-cetonas
8, 9 e 17-21, promovendo a reaccao dos respectivos compostos diazo impedidos 16
na presenca de um excesso de trietilamina (Et;N), seguida da adicao de selénio com
aquecimento (Tabela I.3).

11
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Tabela 1.3 - Condigbes experimentais e resultados obtidos por Guziec et. al. [40].

R

R
1)AouB
/K 2,0 eq. E3N R
R N 2) Se, aquecimento
X

AN N _— Se
16) diclorometano @, 9, 17-21)
A - Se,Cl, B- Se,Br;
Entrada Produto
n (%) n (%)

Se
1 2\ < 45 65
(8)

3 0 Se 66 80
17)

(
4 Iﬁ%Se - 70
(18)
5 ﬁ%% - 68
19)
6 E;ﬁ 37 73
Se
(20
7 ©§%Se 53 80
1)

Dos dois reagentes utilizados, o Se,Br; revelou ser o mais eficaz, conduzindo a
rendimentos superiores. As seleno-cetonas 8 e 9 (entrada 1 e 2) sdo obtidas nestas
condigdes com rendimentos consideravelmente superiores aos obtidos pelos dois
processos descritos anteriormente [37,38]. De facto, o método de Guziec et al. [40]
revelou ser mais eficaz e pratico, na medida em que para além de conduzir & formacao

de produtos com rendimentos superiores, diminui 0 nUmero de passos sintéticos. No

12
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entanto, este método apresenta o mesmo problema de controlo de temperatura

referido anteriormente, conduzindo a formacao de olefinas.

No fim da década de 80, Krafft et al. [41] desenvolveram um método para a
preparacao de seleno-aldeidos. A formagao destes compostos envolve 2 passos
(Esquema 1.3): a) formacao de compostos do tipo seleno-cianato (22) [42]; b) geragao
de seleno-aldeidos 23, in situ, pela adicao lenta e a baixa temperatura de fluoreto de
tetrabutilaménio (TBAF), em tetra-hidrofurano (THF). No entanto, devido a reactividade
dos seleno-aldeidos formados, foi necessario armadilha-los através da adicdo de
ciclopentadieno. Desta forma, promove-se uma ciclo-adicdo dando origem a adutos do
tipo (24), impedindo a polimerizagéao de 23. Estas reacgdes tém rendimentos na ordem
dos 60-90%.

Se

R SeCN TBAF, 0C Se-
— _
THF R H
SiRs
R

(22) (23) (24)

R= Grupos alquilo e arilo

Esquema 1.3 - Esquema reaccional das seleno-cetonas (23) sintetizadas por Krafft et. al. [41].

Paralelamente, Segi et.al. [43], desenvolveram outro método que envolve 0 uso
de bis (trimetilsilil) selano, e catdlise basica (Esquema 1.4). No entanto, tal como no
método descrito por Krafft et. al. [41], a forte reactividade dos compostos do tipo 23
nao permitiu o seu isolamento sendo necessario armadilhar os compostos gerados.
Este processo foi efectuado de modo andlogo ao descrito anteriormente, recorrendo
ao uso do ciclopentadieno, e os rendimentos contabilizados em fungdo do aduto 24

formado, sdo semelhantes aos do método anteriormente descrito.

o} (Me3Si),Se Se
cat. n-BuLi Se-
e —_—
R H THF R H
[)
(25) (23) (24)

R= grupos alquilo e arilo
Esquema 1.4 - Esquema reaccional das seleno-aldeidos (23) sintetizadas por Segi et. al. [43].
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Qualquer um dos métodos anteriores foi aplicado a cetonas usando outro tipo de
dienos, permitindo desta forma a sintese eficaz de compostos biciclicos substituidos
[44].

No final da década de 90, Li e Zingaro [45] desenvolvem um método para sintese
de tio-, seleno-, e teluro-amidas. Este método envolve o uso de hidreto de di-
isobutilaluminio (Bu,AlH) em presenca do elemento pretendido (Tabela 1.4). Os
rendimentos obtidos sdo satisfatérios e este método tem como vantagem o facto do

reagente de selenagao ser gerado in situ, processando-se a reac¢cao numa sé etapa.

Tabela 1.4 - Condigbes experimentais e rendimentos obtidos para algumas das seleno-amidas
sintetizadas por Li e Zingaro [45].

R (o}
R Se
. NR;
iBu,AH + Se ———> (BuAlSe); ——>
Tol -
olueno AQU§_c1|r2nt:anto NR, (26-29)
Produto Temperatura (2C) Tempo (h) n (%)
Se
OIJ\H 60-70 4 66
(26)
Se
\NJ\H 60-70 3 64
Pn (@D
Se
\N)]\Ph 100-110 12 30
| @8
Eh>:8e 60-70 4 41
\ (29)

Takikawa et. al. [46], promoveu a formacdo de uma série de seleno-amidas e
cetonas impedidas em apenas uma etapa reaccional explorando o uso do seleneto de
bis (1,5-cicloctan-di-'il-boril) (30), na troca directa do atomo de oxigénio pelo atomo de
selénio, em varios compostos contendo o grupo carbonilo. Este reagente é preparado
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através do tratamento de 9-borabiciclo [3.3.1] nonano (9-BBN) com selénio elementar
a 150 °C, por 2h. (Esquema 1.5) [47].

Se
BH ——

Tolueno
150 °C, 2h

B\Se/B

(30)
9-BBN

Esquema 1.5 - Esquema reaccional da preparagéo do reagente seleneto de bis (1,5-cicloctan-
di-’il-boril) (30) [47]

O tratamento de amidas com o reagente 30 em varios solventes, a temperatura
ambiente ou temperatura elevada, deu origem as respectivas seleno-amidas 31-33
(Tabela 1.5, entrada 1 a 3, respectivamente), com rendimentos de 39-16%. No entanto,
a seleno-amida 28 (Tabela 1.5, entradas 4 e 5) ndo se formou, apesar do uso de duas
condicoes reaccionais diferentes. Nestes dois casos, ocorreu uma dimerizagdo dando
origem aos compostos 34 e 35. De um modo similar, tratou-se o éster, benzoato de
etilo (entrada 6), com 9 numa mistura de benzeno/diclorometano dando origem a
seleno-éster correspondente 36, com um rendimento baixo (14%).

15
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Tabela 1.5-Condigbes reaccionais e rendimentos obtidos na sintese de compostos contendo o
grupo funcional seleno-carbonilo obtidos pelo tratamento de derivados do acido carboxilicos
com 30 [46].

0 Se
1,1 €. 30 9 9
- ' )k + )J\
1 2
R R R R g Se+ R
34 A 35

SeCH,R'
31-33, 36
n (%)
Entrada solvente Temp. (°C) Te(rl'r:)po
31-33,36 34,35
Se
1 tolueno t.a 24 HJ\N/ 39 ]

@31) |

Se
benzeno/ J\
2 110 1 H/”\N 16 )
diclorometano )\(32)

S
mesitileno/ ©
3 63 5 N 34 .
diclorometano (33) |
S
benzeno/ )]i 6 (34
4 refluxo 18 Ph N/ 0 (34)
dicloronetano (28) | 28 (35)
Se
5 mesitileno 60 5 Ph)(i;),r/ 0 o5 (35)
benzeno/ e
6 130 10 Ph)j\o/\ 14 .
diclorometano (36)

O tratamento de cetonas estereoquimicamente impedidas na presenga de 30,
numa mistura de benzeno/dicloromentano (1:1), a 130 °C, sob atmosfera inerte origina
as respectivas seleno-cetonas 9,37 e 38 (Tabela 1.6, entrada 1-3). Os rendimentos séo
moderados, na ordem dos 30-40 % e, paralelamente, ha a formacéao dos respectivos
diselenetos 39, 40 e 41. E de salientar também que a seleno-cetona 9, ja havia sido
sintetizada pelos métodos de Barton et. al. [37] e Guizec et. al. [40], com rendimentos
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significativamente maiores (entrada 1). No entanto, a sintese de 37 e 38 (entrada 2 e
3, respectivamente) ndo havia sido conseguida. O impedimento estéreo dos grupos
substituintes torna impossivel a formagao das hidrazonas percursoras de 37 e 38.
Desta forma, o método desenvolvido por Takikawa e os seus colaboradores [46]
parece constituir um método alternativo para a sintese de seleno-cetonas muito

impedidas.

Tabela 1.6- Condigbes reaccionais e rendimentos obtidos na sintese de compostos com o

grupo funcional seleno-carbonilo obtidos pelo tratamento de cetonas impedidas com 30.

R' R!

big

1 1 R!
R2 R1 R R R2
1,1eq. 30 R?
—_— + 2
R? R? R
benzeno/diclorometano
Se Se

130 °C, 72-96h, Ar

9, 37, 38 39,40,41 2
Entrada seleno-carbonilo n (%) diseleneto n (%)
1 M 35 % 41
9 ‘se (39) Se};
2 ;&O 33 E%Q 16
37) S 49 e

2

:

38 3%@ 5
@

e

(38) Se A

Ja no sec. XXI, Woolins e os seus colaboradores desenvolveram o reagente 3-di-
selena-2,4-di-fosfoetano-2,4-di-selenido (42, Figura 1.4) mais conhecido por reagente
de Woollins (R.W.) que permite de um modo simples a conversao do grupo funcional
carbonilo em seleno-carbonilo [48]. O reagente de Woollins (42) é estruturalmente
semelhante ao reagente de Lawesson (43, Figura |.4) usado na interconversao de um
atomo de oxigénio por um de enxofre. O reagente 42 pode ser preparado de duas
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formas distintas: A. oxidagdo do 1,2,3,4,5-pentafenilpentafosfolano [(PhP)s] (44) ou B.
oxidacao do dicloreto de fenilfosfina (PhPCl,) (45)

Figura 0.1 -Reagente de Woollins (42) e o seu analogo de enxofre 43.

No método A, promove-se o aquecimento do pentamero (PhP)s (44) em tolueno,
na presenca de 10,0 eqg. de selénio elementar que leva a formacao de 42, com
rendimentos na ordem dos 70-80% (Esquema 1.6). Uma das limitagdes deste método é
que 44 é extremamente sensivel ao ar e apresenta um odor desagradavel.

/Ph
Ph
P.
\P/ se
| P——Ph _— R.W (42)

e P— P tolueno

Ph refluxo
Ph (44)

Esquema 1.6- Formagéo do reagente de Woollins por oxidagcédo de (PhP)s (44).

O método B envolve o aquecimento da fosfina (45) em tolueno, na presenca de
seleneto de sédio (Na,Se) originando a formacado de dois compostos ciclicos de 5
membros, 46 e 47. Uma nova adicdo de selénio da origem ao R.W. (42) com
rendimentos na ordem dos 80-90% (Esquema 1.7).

Ph
Ph / Se
NaySe \P/P\ Ph\P/ \P/Ph
PhPCl, —————> \ /Se . \s /
Se e
(45) P! \
//\ph Ph
Se
(46) (47
} Se
R.W (42)

Esquema I.7- Formacéao do reagente de Woollins por oxidacdo de PhPCI, (45).
18
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Para comprovar a eficacia de 42, Woollins e os seus colaboradores [48]
sintetizaram um grupo de seleno-amidas e seleno-aldeidos. O método desenvolvido,
que envolve o aquecimento do R.W. (42) com amidas em tolueno a refluxo,
demonstrou ser bastante eficaz na transformacao de amidas secundarias e terciarias
48-51 nas correspondentes seleno-amidas 52-55, sendo os rendimentos na ordem dos
70% (Tabela 1.7). No entanto, a mesma transformacdo com substituintes mais
impedidos revela-se menos eficaz, sendo que o rendimento desce para os 30%
(Tabela 1.7, entrada 3). No que diz respeito a amidas primarias, a conversao na
respectiva seleno-amida € baixa (Tabela |.7, entrada 4).

Tabela 1.7 - Condicbes experimentais e rendimentos obtidos nas reacgdes de selenacédo de
amidas na presenca de R.W (42) [48].

o} Se
M e A
tolueno seco
Ph NR R, 10eq. 130°C Ph NR R,
48-51 52-55
30eq
Entrada Amida R, R, Tempo (h) Produto n (%)
1 48 Me Me 1 52 72
2 49 H Me 2 53 70
3 50 H t-Bu 7 54 30
4 51 H H 1 55 13

Para além das seleno-amidas 52-55, 0 mesmo grupo promoveu a conversao de
indolizino-3-aldeidos (56-58) nos respectivos seleno-aldeidos (59-61) (Tabela 1.8).
Neste caso, a selenacao ocorre com rendimentos na ordem dos 40-60%. No entanto,
comparativamente com outro método utilizado anos antes por Michael et al. [49], o
rendimento € inferior. Speirs e colaboradores sintetizaram o mesmo tipo de seleno-
aldeidos, 59-61, recorrendo ao dicloreto de seleno-fenilfosfina (PhP(Se)Cly), com
rendimentos na ordem dos 70-80%.
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Tabela 1.8- Condi¢des experimentais e rendimentos obtidos nas reac¢des de selenacdo de
indolizino-3-aldeido na presenga de R.W. (42)

Ry

7N

Ry

i . 7 N
st e "
s/ "
Indolizino-3-aldeido R, R, Tempo (h) Produto n (%)
56 H Me 2 59 53
57 H +Bu 2 60 59
58 Me +Bu 2 61 40

Apesar da sintese de uma pequena biblioteca de compostos, Woollins [48] et.al.
conseguiu demonstrar as potencialidades deste novo reagente para preparar
compostos do tipo seleno-carbonilo.

Dois anos mais tarde, Bentke et al. [50] prepararam uma série de seleno-amidas
usando o mesmo reagente 42. O método utilizado era muito semelhante ao usado por

Woolins, sendo que neste caso, a formacao de seleno-amidas aciclicas se realizou a
temperatura ambiente (Tabela 1.9).
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Tabela 1.9— Condicoes experimentais e rendimentos obtidos para as seleno-amidas preparadas
pelo método de Bentke et al. [50].

NR4R,

NR1Rz benzeno
+  RW. >
rt 12-20h
R [e) R Se

62-73 76-87

( tolueno (
3 n + RW —__ > n
N 130 °C, 1-7h

N—
/ 74,75 \0 / 88,89 \Se

Amida R R’ R’ Seleno-amida n (%)
62 H Me Me 76 82
63 H Et Et 77 77
64 H iPr iPr 78 75
65 H Me Ph 79 85
66 H Ph Ph 80 59
67 Me Me Me 81 66
68 Me Et Et 82 29
69 Me iPr iPr 83 21
70 Me Me Ph 84 48
71 Et Me Me 85 57
72 Ph Et Et 86 72
73 4-MeOC¢H,4 Me Me 87 66
74 n=1 Me - 88 74
75 =2 Me - 89 61

As reaccOes ocorreram numa razao molar de 4:1 (amida:1) em condicbes
suaves, estando completas no maximo em 20h, dependendo do substrato. O método
desenvolvido foi aplicado a sintese de varias seleno-amidas N,N-dissubstituidas com
rendimentos bastantes bons. No entanto, verifica-se uma diminuicdo do mesmo com o

aumento do comprimento da cadeia ou volume dos substituintes.
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1.4. Sintese organica assistida por microondas

Em sintese quimica, os métodos mais convencionais para o aquecimento de
misturas reaccionais sdo os banhos de 6leo e areia e ainda as mantas de
aquecimento. Neste tipo de aquecimento, os reagentes sao lentamente activados pela
fonte externa de energia, que para chegar ao seio da solugdo tera de passar pelas
paredes do baldo reaccional. Este € um processo de transferéncia energética lento e
nao homogéneo podendo levar a decomposigao de reagentes e produtos.

No inicio da década de 80, surge uma alternativa as fontes de calor acima
citadas, a radiagdo por microondas [51]. O sucesso desta tecnologia verifica-se pelo
aumento exponencial de publicagdes a partir do inicio dos anos 90 (Figura 1.5) [52].

O aquecimento com recurso a microondas permite que a radiacdo chegue
directamente as moléculas da mistura reaccional promovendo um aumento rapido da
temperatura. Neste caso, a transferéncia energética ndo depende da condutividade
térmica resultando num aquecimento instantaneo e homogéneo da mistura reaccional,
minimizando a formacdo de produtos laterais e decomposicdo de reagentes e
produtos. Alem disso, os tempos reaccionais tornam-se significativamente menores

sendo esta uma das maiores vantagens desta técnica [51].

1000
900 -
800 -
TO0
GO0
500 -
400 -
300 -
200 1
100 -

0

EYEYTIEIETEIFIREEARLIL

Figura 0.1- Publicacdes sobre sintese quimica assistida por microondas (1986-2008).
Adaptado de [52]. [legenda: barras cinzentas- numero de publicagdes em 7 jornais, envolvendo
0 uso de microondas (J. Org. Chem., Org. Lett., Tetrahedron, Tetrahedron lett., synth commun.,

Synthesis e Synlett); barras pretas: numero de publicagdes associadas a sintese quimica

assistida por computador e que envolvem o uso do reactores apropriados).
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A comercializagado de equipamentos especializados, cada vez mais seguros e o
desenvolvimento de varios métodos sintéticos assistidos por microondas terdo sido os

factores que contribuiram para o sucesso desta técnica entre a comunidade cientifica.

Virtualmente, qualquer reac¢ao que dependa da temperatura pode ser efectuada
por microondas. Falamos de reac¢des como ciclo-adigdes, reacgbes de oxidacdo e
reducao, reacgdes de substituicdo nucledfila aromatica entre outras [53]

Um exemplo pratico da aplicagédo desta tecnologia é dado por Varna e Kumar
[54]. Estes cientistas desenvolveram um método para a formagédo de tiocetonas,
tiolactonas, tioamidas, tioesteres e tioflavonoides a partir dos respectivos analogos
carbonilicos e que envolve o uso do reagente de Lawesson (43) com irradiagdo por
microondas. O processo descrito € simples sendo necessario apenas misturar os
substratos com 0,5 eq. de 43, seguido de irradiagdo por microondas durante 2-3 min,
sem qualquer solvente (Tabela 1.10).
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Tabela 1.10- Condigbes experimentais e rendimentos obtidos para o0 método de Varma e Kumar
[54].

R © R Reac?ente — > R XR
—~ Lawezson 92-96, 99
R + s
1 MW | (
90, 91 com: R=grupos arilo e alquilo "
X=0O,N,C X
97,98
Tempo Tempo
Entrada Produto . P b Entrada Produto . P b
(min.) (%) (min.) (%)
S
0 L 8
1 O 3 9 6 N 2 97
s (90) (95) |
S
2 3 95 7 NH, 2 93
(91) (96)
3 NH
3 3 96 8 C)‘S 2 88
(92) (97)
S L
4 O‘O 3 8 9 N 3 98
(93) (98)
S 0 O
5 )I\N/O 2 96 10 M _\ 3 84
" (ea) S (99)

Os rendimentos obtidos sao excelentes (acima dos 80%) demonstrando a
eficacia deste método. O método desenvolvido apresenta bastantes vantagens

comparativamente com outros métodos que envolvem aquecimento convencional [55].
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Este método é extremamente rapido e ndo necessita de grandes quantidades de 43.
Além disso, pode ser aplicado a um vasto conjunto de compostos com grupos
carbonilo, e por ndo necessitar de solvente, é considerado um método amigo do

ambiente.
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Il.1- Preparacao de derivados selenados de flavonéides

Os flavondides constituem uma das mais importantes familias de compostos
polifendlicos do reino vegetal [56], na qual se incluem as flavonas e os flavonéis
(Figura II.1). Estes metabolitos secundérios tém sido extensivamente estudados
devido as suas propriedades terapéuticas, associadas a sua actividade antioxidante.
Tem sido estudado particularmente, o seu papel em doencas neurodegenerativas e
cardiovasculares, bem como na prevengéo do cancro. [57]

R'= H (flavonas)
R'= OH (flavonois)

Figura Il.1- Esqueleto da estrutura quimica base das flavonas e flavonais.

A actividade antioxidante dos flavonéides (FOH) assenta fundamentalmente na
sua capacidade de ceder radicais de hidrogénio (H’), reduzindo os radicais livres
(ROO") as suas formas estaveis. Os radicais fenoxilo (FO?) formados sdo menos
reactivos e, portanto, menos lesivos. Tradicionalmente, esta doagéo de H' ocorre por
homolise da ligacao hidroxilica O-H; contudo, em meios bioldgicos, a doagao de H'
pode ocorrer em duas fases, dependendo da presenga de solventes aceitadores de
protdes ou de electrées, bem como do potencial de oxidagao das espécies envolvidas.
Assim, a doacdo de H pode igualmente ocorrer por um mecanismo do tipo SPLET
(sequential proton loss electron transfer), em que o flavonoéide desprotonado cede um
electrao, ou do tipo SET-PT (single-electron transfer followed by proton transfer), que
corresponde a desprotonacao do radical catido derivado do flavonoéide [58] (Esquema
[1.1).

a) . . b) . . o
FOH —— FO° + H FOH + ROO"—— FOH * ROO
€] . . o+ o
FO + ROO'—— FO + ROO’ FOH —— FO" + H°
ROO® + H® ——= ROOH ROO® + H° .~ ROOH

Esquema Il.1- Mecanismo da doacéo de H' a) do tipo SPLET e b) do tipo SET-PT.
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Estudos computacionais preliminares, realizados com metodologia previamente
validada [59], indicam que a substituicao do oxigénio do grupo carbonilo por um atomo
de selénio na 2-(3,4’-di-hidroxi-fenil)-3,5,7-tri-hidroxi-cromen-4-ona (quercetina, Figura
1.2, 100) e na 2-(3’,5-di-hidroxi-fenil)-3,5,7-tri-hidroxi-cromen-4-ona (morina, Figura
[1.2, 101) leva a uma diminuigéo ligeira dos valores de pK, dos grupos hidroxilicos,
favorecendo o mecanismo SPLET em detrimento do SET-PT. Sendo a agua um
solvente aceitador de protdes € provavel que esta conversao estrutural se traduza num
aumento da actividade antioxidante. Por outro lado, sabe-se que algumas flavonas,
como a 5,7-di-hidroxi-2-fenil-4H-cromen-4-ona (crisina, Figura 1.2, 102), sdo bons
ligandos de vérias cinases [60], 0 que se traduz na sua actividade anticarcinogénica.
No caso da crisina, que nao apresenta a partida uma actividade antioxidante
significativa, a introdugédo do atomo de selénio leva a uma diminui¢cdo da energia de
dissociacao homolitica da ligagdo O-H no carbono C° de aproximadamente 160 kJ/mol
(de 200,41 para 40,56 kJ/mol), o que indica que esta flavona podera tornar-se num
antioxidante altamente eficaz. Por outro lado, o potencial de ionizagao também diminui
cerca de 80 kd/mol (de 717,03 para 636,15 kJ/mol), reforcando a sua potencial
actividade antioxidante.

(102)

Figura Il.2- Estrutura da (2-(3’,4’-di-hidroxi-fenil)-3,5,7-tri-hidroxi-cromen-4-ona (quercetina,
100), 2-(3’,5-di-hidroxi-fenil)-3,5,7-tri-hidroxi-cromen-4-ona (morina, 101) e 5,7-di-hidroxi-2-

fenil-4H-cromen-4-ona (crisina, 102).

Com objectivo de prever o efeito da substituicdo do grupo carbonilo pelo grupo
seleno-carbonilo em flavondides (Figura 11.2), foram realizados estudos de docking
molecular a proteina 3-fosfatidilinositol cinase (envolvida na modulagdo de vias
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intracelulares de transducao de sinal) [61], tendo-se verificado que a selenagdo nao
impede a formagao dos complexos proteina-flavona.

A partir dos resultados obtidos por métodos computacionais, considerou-se que
seria interessante estudar o efeito da substituicdo do grupo carbonilo por um grupo
seleno-carbonilo nas actividades antioxidante e anticarcinogénica. Para tal,
desenvolveu-se uma nova metodologia sintética para a interconversao destes grupos
funcionais cuja estratégia (Esquema 11.2) envolve a proteccao inicial dos grupos
hidroxilo presentes, a éteres metilicos, seguida da conversdo do grupo carbonilo do
material de partida, num grupo seleno-carbonilo, com o uso do reagente de Woollins
(R.W.) (Figura 1.4, 42) e, por fim, a remogao dos grupos protectores por reacgao com

um acido de lewis, o tribrometo de boro (BBr3).

Esquema I.2- Via sintética usada para a sintese de analogos de flavonéides selenados (a)

metilagdo; b) selenacdo, com R.W (42); ¢) desmetilagéo).

Il.1.1- Preparacao de flavonodides metilados nas posi¢coes fendlicas

Os métodos classicos para a protecgdo de compostos fendlicos, sob a forma
de éteres metilicos envolvem reacgdes do tipo sintese de Williamson, recorrendo a
sistemas base/agente de metilagdo como o carbonato de potéssio/iodeto de metilo,
carbonato de potassio/dimetilsulfato ou hidreto de sédio/iodeto de metilo [62]. Nos
ensaios preliminares de metilacao das posi¢des fendlicas, que foram efectuados tendo
como material de partida a quercetina (100), foram aplicados estes sistemas. O
procedimento experimental utilizado envolveu a preparagdo uma solugcao de
quercetina (100) num solvente apropriado, a qual foi adicionada uma base e um
agente de metilacao (5,0 eq.) (Tabela Il.1). A mistura reaccional foi deixada em refluxo
ou a temperatura ambiente, num intervalo de tempo variavel e a reacgao foi controlada
por c.c.f [n-hexano/acetato de etilo (1:1)]. Verificou-se a formacao de dois compostos
de Rf's muito distintos: um produto fluorescente (por visualizagdo na luz ultravioleta a

366 nm) com um R; muito préximo do ponto de aplicacao e ligeiramente superior ao do
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material de partida 100 e ainda um produto de R; muito superior a 100. As condi¢cdes

experimentais bem como os resultados obtidos podem ser observados na Tabela Il.1.

Tabela Il.1- Condigdes utilizadas e resultados obtidos para a metilagdo de 2-(3',4’-di-hidroxi-
fenil)-3,5,7-tri-hidroxi-cromen-4-ona (100).

5,0 eq. base 0
—_—
50eq. }
H O 100) agente de metilagéo OH O (103)
. Agente de Condicées
Ensaio Base metilagdo Solvente (mL) reaccionais 03) )
1 KoCOg Mel acetona t. a., 48h - -
2 KoCOg Mel acetona refluxo, 2h 5 31
3 NaH Mel DMF t.a., 20h N.D.2 N.D.2
4 Ko:CO;  Me,SO, acetona refluxo, 5h 5 9
5 K>COs Me,SO, acetona refluxo, 22h 6 32

#Nao determinado (N.D.). Produtos observados por c.c.f [n-hexano/acetato etilo (1:1)].

O tratamento da mistura reaccional envolveu a remog¢do do solvente por
destilagdo a pressao reduzida sendo o residuo obtido posteriormente dissolvido em
agua e extraido com diclorometano (com excepg¢do do ensaio correspondente a
entrada 3, Tabela Il.1 em que se procedeu a uma extracgdo com acetato de etilo). O
residuo obtido foi purificado por c.cf.p [n-hexano/acetato etilo (1:1),
dicloromentano/metanol (9:1)], obtendo-se o produto tetrametilado da quercetina, 2-
(3',4’- dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4 H-cromen-4-ona (103) e o0 produto
fluorescente, o sulfonato de 2-(3’,4- dimetoxi-fenil)-3-hidroxi-4,5,7-trimetoxi-
cromenilium (104) (Tabela II.1).

Estes resultados foram algo surpreendentes uma vez que os métodos descritos
na literatura para a metilagcdo da quercetina [62] referem apenas a formagao do
produto pentametilado 103 com rendimentos superiores a 80%, que nunca foi isolado
em qualquer dos ensaios efectuados. Adicionalmente, em nenhum dos métodos
descritos na literatura é referida a formagao do produto fluorescente 104.
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A utilizacdo de carbonato de potassio (K.COs3;) como base em presenga de
iodeto de metilo (Mel) em acetona, a refluxo resultou na formagcéo maioritaria de 104
(com um rendimento de 31%, ensaio 2, Tabela Il.1), e a formacdo de 103 com um
rendimento de apenas 5%. Numa tentativa de alterar a percentagem relativa de
formagcdo destes produtos, diminuiu-se a temperatura reaccional, mas o ensaio
efectuado a temperatura ambiente nao resultou na formagdo de qualquer produto
(ensaio 1, Tabela II.1). No ensaio efectuado na presenca de hidreto de sédio (NaH) e
Mel em N,N-dimetilformamida (DMF), a temperatura ambiente, verificou-se por c.c.f [n-
hexano/acetato etilo (1:1)] formacao de 103 e 104 (ensaio 3, Tabela Il.1). Apesar de
nao ter sido possivel calcular os rendimentos de cada um dos produtos formados,
verificou-se também por c.c.f [n-hexano/acetato de etilo (1:1)], uma maior conversao

no produto 104 comparativamente ao produto metilado 103.

Para os ensaios efectuados na presenca de K,CO; e dimetilsulfato (Me,SO,)
em acetona (ensaios 4 e 5, Tabela Il.1), verifica-se que o aumento do tempo
reaccional apenas promove uma formacao mais significativa do produto fluorescente
104.

Embora os ensaios realizados em pequena escala resultem, em geral, na
formacao do produto pretendido 103 com rendimentos muito baixos, o método que
envolve o uso de K,CO; e Me, SO, em acetona, com um refluxo de 5h (ensaio 4,
Tabela 11.1) parece conduzir a uma menor formagao do produto fluorescente 104.
Deste modo, o método representado a sombreado foi o método escolhido para os
ensaios de proteccdo (em maior escala) da quercetina (100) e dos restantes
flavondides em estudo, a morina (101) e a crisina (102). Todos os ensaios resultaram
na formacao de dois produtos: o flavonoide parcialmente metilado (o grupo hidroxilo
aromatico adjacente ao grupo carbonilo nunca foi metilado) (Figura 1.3, 103, 105 e
107) e um produto fluorescente resultante da formacdes de um sal envolvendo a
metilacdo do grupo carbonilo (Figura 11.3, 104, 106 e 108).
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(107)

Figura I1.3- Produtos formados na metilagéo da quercetina (100), morina (101) e crisina (102).

A Tabela 1.2 retine as condig¢des utilizadas bem como os produtos obtidos para
cada reacc¢ao efectuada.

Tabela 11.2- Condigbes experimentais e resultados obtidos na preparacdo de derivados

metilados nas posi¢des fendlicas dos flavondides quercetina (100), morina (101) e crisina
(102).

1) K380,
2) M62804
flavonoide _— flavondide metilado + produto fluorescente
acetona
(100, 101, 102) refluxo (103, 105, 107) (104, 106, 108)

Produtos - n (%)
Entrada K2C03 (eq) Mezso4 (eq) Tempo

(h)

Flavondide metilado fluorescente

1 5,0 5,0 6 52 (103) 9 (104)
2 5,0 5,0 4 33 (105) 1 (106)
3 2,0 2,0 20 17 (107) 51 (108)
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O tratamento das misturas reaccionais foi efectuado de forma idéntica ao
descrito para os ensaios em menor escala. Os residuos obtidos foram purificados por
cromatografia “short path” [n-hexano/acetato etilo (1:1), dicloromentano/metanol (9:1)].
O aumento de escala no ensaio de metilagdo da quercetina (100) resultou num
aumento significativo do rendimento global da reac¢éao tendo-se obtido, 103 e 104 com
um rendimento de 52% e 9 % respectivamente. Nos ensaios de metilacdo da morina
(101) e da crisina (102) foram obtidos os seguintes compostos:

- 2-(3, 5 — dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4 H-cromen-4-ona (105) e
sulfonato de 2-(3’,5’- dimetoxi-fenil)-3-hidroxi-4,5,7-trimetoxi-cromenilium (106) com
rendimentos de 33% e 1% respectivamente, a partir de 101;

- 2-fenil-5-hidroxi-7-metoxi-4 H-cromen-4-ona (107) e sulfonato de 2-fenil-5-
hidroxi-4,7-dimetoxi-cromenilium (108) com rendimentos de 17% e 51%
respectivamente, a partir de 102. Neste ultimo caso, verifica-se uma conversao do
material de partida em produto fluorescente 108 muito mais significativa
comparativamente ao produto metilado 107. Esta conversdo podera dever-se a um
tempo de reaccao excessivo (entrada 3, Tabela 11.2).

O facto de nao se ter conseguido metilar o grupo hidroxilo aromatico adjacente
ao grupo carbonilo dos produtos 103, 105 e 107 podera dever-se a existéncia de uma
forte ponte de hidrogénio entre este grupo hidroxilo e o grupo carbonilo (cuja formagao
€ evidenciada no espectro de IV destes compostos, ver secgéo 11.1.1.1).

A formacao dos produtos fluorescentes 104, 106 e 108 é provavelmente,
resultado da deslocalizacdo electrénica dos electrdes do atomo de oxigénio do anel
pirano e consequente ataque nucledfilo do oxigénio do grupo carbonilo ao agente
metilante (CH3- L) (Esquema 11.3).

Esquema I1.3- Formagéo do produto fluorescente.

No caso do produto 108 (Figura 11.3) verifica-se que, contrariamente aos
restantes produtos fluorescentes (104 e 106), o grupo hidroxilo aromatico adjacente ao
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grupo carbonilo ndo foi metilado. Tal deverd ter ocorrido porque a reaccao foi
efectuada na presenca de apenas 2,0 equivalentes de base e agente metilante (ver
seccao 111.3.2.3), tendo sido metiladas apenas as duas posi¢cdes mais disponiveis para

ataque nucledfilo.

Il.1.1.1- Caracterizacao estrutural dos produtos obtidos nos ensaios
de metilacao das posicoes fendlicas de flavonédides

A caracterizagao estrutural dos derivados metilados dos flavonéides quercetina
(100), morina (101) e crisina (102) foi efectuada tendo como base os resultados
obtidos por espectrometria de massa, espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) e espectroscopia de infravermelho (IV) (Tabela 11.3).

As evidéncias da formacdo do composto 103 tiveram como base inicial o
reconhecimento, no espectro de 'H-RMN (Figura Il.4a), de um sinal a campo baixo,
com desvio quimico a 12,66 ppm, correspondente a um grupo hidroxilo livre e de trés
sinais com desvios quimicos a 4,00, 3,90 e 3,88 ppm que integram para doze protdes,
correspondentes aos quatro grupos métoxilo. Por *C-RMN (Figura 11.4b) sdo também
evidenciados os sinais correspondentes aos carbonos destes quatro grupos métoxilo,
com desvios quimicos entre 60,3 e 56,0 ppm. Observa-se também o sinal a 178,9 ppm
correspondente ao carbono C* do grupo carbonilo (Figura 11.4). A atribuicdo dos
restantes sinais foi efectuada tendo como base as correlacbes observadas nos
espectros de RMN bidimensionais, de HMBC (Figura 11.5) e HSQC:

- O sinal a 3,88 ppm (que apresenta uma correlagdo no espectros de HSQC
com o carbono a 60,3 ppm) foi atribuido ao grupo métoxilo C°H, uma vez que
apresenta uma correlacdo a trés ligacées, no espectro de HMBC, com o carbono
quaternario C* a 139,2 ppm.

- O singuleto a 3,90 foi atribuido ao grupo métoxilo C'°H, uma vez que
apresenta uma correlacdo a trés ligagdes, no espectro de HMBC, com o carbono
aromatico quaternario C’ (a 165,6 ppm).

- O sinal a 6,39 ppm, que corresponde ao protdo aromatico na posigao 6,
apresenta uma correlagéo no espectro de HSQC, com o sinal a 98,0 ppm. No espectro
de HMBC, este dupleto apresenta uma correlagdo a duas ligagbes com os carbonos
aromaticos quaternarios C’ e C° a 165,6 ppm e 162,2 ppm, respectivamente. Verifica-
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se também, uma correlagao a trés ligagdes com o carbono aromatico quaternario C* a

156,9 ppm e ainda o carbono aromatico C®a 92,4 ppm.

- O dupleto a 6,47 ppm, que apresenta uma correlagdo no espectro de HSQC
com o carbono a 92,4 ppm (carbono aromatico C®), é atribuido ao protdo aromaético
CPH j& que este apresenta correlagdes, no espectro de HMBC, a duas ligaces com os
carbonos aromaticos C’ e C* (165,6 e 106,2 ppm respectivamente) e a trés ligagbes
com os carbonos arométicos C° e C** (98,0 e 156,9 ppm respectivamente).

- O dupleto a 7,02 ppm correspondente ao protdo aromatico na posi¢ao 5’ que
apresenta uma correlagéo, no espectro de HSQC, com o sinal a 111,0 ppm. Este
dupleto, no espectro de HMBC, apresenta correlagdes com os carbonos quaternarios
a 123,1 ppm (C") e 148,9 ppm (C*). Este ultimo, por sua vez, apresenta no espectro
de HMBC (Figura 11.5) uma correlagao a trés ligagdes com o singuleto a 4,00 ppm que
integra para seis protdes (correspondente a dois grupos métoxilo).

- O dupleto a 7,75 ppm, que integra para um protdo, apresenta uma correlagao
no espectro de HSQC com o sinal a 122,3 ppm (carbono aromatico C%). Ja no
espectro de HMBC verificam-se as correlagbes com os sinais a 156,0 ppm
(correspondente ao carbono C?), a 151,5 ppm (correspondente ao carbono aromatico
quaternario C*) e a 111,4 ppm (correspondente ao carbono aromatico C*). O carbono
aromatico quaternario a 151,5 ppm apresenta uma correlagdo com o sinal a 4,00 que
integra para seis protdes (correspondente a dois grupos métoxilo).

- O dupleto a 7,71 ppm, que integra para um protdo, apresenta uma correlagao
no espectro de HSQC com o sinal a 111,4 ppm (carbono aromatico C*). Ja no
espectro de HMBC verificam-se as correlacdes com os sinais a a 156,0 ppm (C?), a
151,5 ppm (correspondente ao carbono aromatico quaternario C*), 148,9 ppm
(correspondente ao carbono aromatico quaternario C*) e ainda a 122,3 ppm (carbono
aromatico quaternario C*). O carbono aromatico quaternario a 148,9 ppm apresenta
também uma correlagdo com o sinal a 4,00 que integra para seis protdoes
(correspondente a dois grupos métoxilo).

Embora o sinal de '"H RMN a 12,66 ppm correspondente ao protdo do grupo
hidroxilo livre ndo apresente qualquer correlagcdo no espectro de HMBC que permita
determinar qual a sua posicao na estrutura da molécula, foi possivel determinar quais
as posicdes que foram efectivamente metiladas conjugando os resultados obtidos por
NOESY (Figura 11.6) e HMBC (Figura 11.5). No espectro de NOESY ¢é possivel verificar
as correlacbes espaciais entre protdes correspondentes aos grupos métoxilo C''H e
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C'H (4.0 ppm), com os protdes aromaticos C*H (7,71 ppm) e C”H (7,05 ppm),
confirmando-se que os dois grupos metdxilos presentes neste anel se encontam
metilados. Verifica-se também no espectro de NOESY as correlagdes espaciais entre
os protdes do grupo métoxilo C'°H (3,90 ppm) com os protdes aroméaticos C°H (6.39
ppm) e C®H (6,47 ppm), correlacdes estas, que sdo apenas possiveis estando o grupo
hidroxilo da posicdo C’ metilado. O sinal correspondente ao grupo métoxilo C°H (a
3,88 pmm) nao apresenta qualquer correlagdo espacial no espectro de NOESY. A
auséncia desta correlagdo juntamente com a informacgéo obtida no espectro de HMIBC
(Figura 11.5) onde se verifica a correlagao a trés ligagdes deste grupo, com um carbono
quaternario ndo aromatico (a 139,2 ppm) permite afirmar com certeza a ligagdo do
grupo métoxilo C°H ao carbono C°.

Relativamente ao espectro de infravermelho observa-se uma banda intensa a
1664 cm™, correspondente a ligacdo dupla C=O. Nao se observa uma banda
caracteristica da ligacdo O-H. Tal pode ser explicado devido a uma forte ponte de
hidrogénio formada entre o oxigénio do grupo carbonilo e o protao do fenol.

A confirmacdo da obtengcdo do produto tetrametilado foi obtida por
espectrometria de massa. O espectro obtido por ionizacao de electrospray, apresenta
um sinal correspondente a molécula protonada [M+H]" a m/z 359. O espectro de alta
resolucdo obtido com ionizagdo por impacto electronico apresenta um sinal

correspondente ao ido molecular [M]*, a m/z 358,10266.
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dimetoxi-4H-cromen-4-ona (103) em CDCl; (400 MHz).
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Figura I1.5- Correlagdes a duas e trés ligacdes (HMBC) obtidas para 2-(3’,4’- dimetoxi-fenil)-5-
hidroxi-3,7-dimetoxi-4 H-cromen-4-ona (103) em CDCI; (400 MHz).
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Figura I1.6- Correlacdes espaciais (# \) (NOESY) obtidas para 2-(3’,4’- dimetoxi-fenil)-5-
hidroxi-3,7-dimetoxi-4 H-cromen-4-ona (103) em CDCI; (400 MHz).

A caracterizagdo estrutural dos produtos 105 e 107 foi efectuada de um modo
analogo ao descrito anteriormente e os dados fisicos e espectroscépicos destes
produtos encontram-se na Tabela 11.4. No que diz respeito, a 107, o produto metilado
da crisina (102), é de referir que foi também possivel observar as correlagcées, no
espectro de HMBC Figura 11.7), do prot&o labil °OH e os sinais a 99,4 ppm (carbono
aromatico C°) e 106,7 ppm (carbono aromatico quaternario C*?) e 163,6 ppm (carbono
aromatico quaternario C°) evidenciando a presenca de um grupo hidroxilo no carbono

aromatico 5.
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Figura I.7- Algumas das correlagbes a duas e trés ligagdes (~— ) (HMBC) obtidas para 2-
fenil-5-hidroxi-7-metoxi-4 H-cromen-4-ona (107) em CDCI; (400 MHz).

A primeira evidéncia de formacao dos produtos fluorescentes foi obtida no
espectro de IV onde se observa a auséncia da frequéncia de vibragédo correspondente
aligagdo C=0 e uma banda caracteristica de ligagdes O-H a 3450-3440 cm'.
Adicionalmente, o espectro de massa obtido por ionizacdo de electrosray apresenta
um sinal correspondente ao i&o molecular com m/z 373, para 104 e 106, e m/z 283
para 108, estando de acordo com as estruturas dos catibes apresentadas. As
restantes evidéncias foram obtidas por RMN (Tabela I1.4).

Tomando como exemplo o produto fluorescente 104, a andlise do espectro de
'H-RMN revelou a presencga de 3 singuletos na zona 3,95-3,86 ppm, a integrar para
quinze protées, correspondentes a cinco grupos métoxilo. Por *C-RMN sdo também
evidenciados os sinais correspondentes aos carbonos destes cinco grupos métoxilo,
com desvios quimicos entre 59,4 e 55,3 ppm. Os restantes sinais foram atribuidos
tendo como base as correlagdes observadas nos espectros de HMBC e HSQC. E
possivel observar, no espectro de HMBC (Figura 11.8), as correlagbes a trés ligagbes
dos sinais correspondentes aos cinco grupos métoxilo (a 3,95-3,86 ppm) com 0s sinais
correspondentes aos carbono C*(a 140,6 ppm) e aos carbonos aromaticos C° (a 162, 1
ppm), C’ (a 163,5 ppm), C* (a 150,4 ppm) e C* (a 148,2 ppm).
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Figura I1.8- Correlagbes a duas e trés ligagdes () (HMBC) obtida para o sulfonato de 2-
(3,4’- dimetoxi-fenil)-3-hidroxi-4,5,7-trimetoxi-cromenilium (104) em CDCl; (400 MHz).

Como jéa referido anteriormente (ver 11.1.1), no produto 108 (Tabela 11.4) o grupo
hidroxilo na posicdo C° ndo foi metilado, contrariamente aos restantes produtos
fluorescentes (104 e 106), tendo sido metiladas apenas as posigdes correspondentes
aos carbonos C* e C’. Este facto pode ser verificado no espectro de HMBC (Figura
[1.9) onde se observam as correlacdes a trés ligagdes dos sinais correspondentes aos
trés protdes do grupo metilo C°H a 3,91 ppm e os trés protdes do grupo metilo C'°H a
3,98 ppm com os sinais a 162,6 ppm (correspondente ao carbono C* e 165,8 ppm
(correspondente ao carbono aromético C’), respectivamente.
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Figura 11.9- Algumas das correlagdes a trés ligagbées (- ) (HMBC) obtidas para sulfonato de
2-fenil-5-hidroxi-4,7-dimetoxi-cromenilium (108) em CDCl; (400 MHz).
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Tabela I1.3- Dados espectroscépicos dos produtos (103), (105) e (107).

11

e
Estrutura i P
6 0/9
(103) oH 0 (105) (107)
IV (KBF) Umax (cm™) 1664 (C=0) 1668 (C=0) 1670 (C=0)

'H-RMN (CDCls)

5 (ppm)
J (Hz)

12,66 (1H, troca com D,0O, s, OH), 7,75 (1H,

d, J= 8,7, ArC®H), 7,71 (1H, s, ArC*H), 7,01

(1H, d, J= 8,7, ArCH), 6,47 (1H, d, J=2,0,

ArC®H), 6,39 (1H, d, J = 2,0, ArC®H), 4,0 (6H,

s, C'"H e C™H), 3,90 (3H, s, C'°H) 3,88 (3H,
s, C°H)

7,36 (1H, d, J = 8,4, ArC*H), 6,60-

6,56 (2H, m, ArC*H e ArC®H), 6,36

(1H, s, ArC®H) 6,34 (1H, s, ArC°H),

3,88 (3H, s, C''H), 3,84 (6H, s, C''H
e C®H), 3,78 (3H, s, C°H)

12,82 (1H, troca com D,0, s, OH), 8,05
(2H, d, J = 8,0, ArC®H e ArC?H), 7,59-
7,54 (3H, m, ArC*He ArC*H e
ArC>H), 6,79 (1H, s, C°H), 6,70 (1H, d,
J=2,0, ArC®H), 6,32 (1H, d, J = 2,0,
ArC®H) 3,91 (3H, s, C°H)

3C RMN (CDCl5)
5 (ppm)

178,9 (C*=0), 165,6 (ArC’), 162,2 (ArC®),
156,9 (ArC®), 156,0 (C?), 151,5 (ArC*),
148,9 (ArC*), 139,2 (C®), 123,1 (ArC"), 122,3
(ArC®), 111,4 (ArC®), 111,0 (ArC™), 106,2
(ArC*), 98,0 (ArC®), 92,4 (ArC®), 60,3 (C9),
56,2 (C'°ou C'" ou C'), 56,1 (C'°ou C'" ou
g12)’ 56,0 (g100u gﬁ ou g12)

178,9 (C*=0), 165,3 (ArC’), 163,1
(ArC*), 162,2 (ArC®), 158,8 (ArC®),
157,5 (C?), 156,7 (ArC®), 140,2 (C®),

132,9 (ArC*), 131,8 (ArC"), 112,5
(ArC*¥), 106,6 (ArC®), 104,9 (ArC?),

97,9 (ArC®) 92,4 (ArC?), 60,7 (C°),

55,9 (C°eC'"), 55,7 (C")

183,0 (C* =0), 167,3 (ArC’), 165,4
(ArC?), 163,6 (ArC®), 159.3 (ArC®),
133,3-127,8 (ArC? a ArC®), 106,8 (C?),
106,7 (ArC*), 99,4 (ArC®), 93,9 (ArC?),
57,0 (C)

EM (ESI+) m/z (int.rel., %)

359 [M+H]" (100)

EMAR-IE (+) m/z (calc.)
obtida

[M]* CigH15O7 (358,10471) 358,10266;
[M+H]* C4gH1507 (359,10806) 359.11217

[M]* C49H1507 (358,10471)
358,10458.

[M[" C1sH:204 (268,07301) 268,07389;
[M+H]* Cy6H;204 (269,07637)
269,07971

44



Discussao de Resultados

Tabela I1.4- Dados espectroscépicos dos produtos fluorescentes obtidos (104), (106) e (108).

Estrutura

(108)

IV (KBF) vmax (cm™)

3442 (O-H)

3448 (O-H)

3446 (O-H)

'H-RMN (CDCls)

5 (ppm)
J (Hz)

7,70-7,68 (2H, m, ArC*H e ArC®H), 6,96 (1H,

d, J=8,7, ArC>H), 6,49 (1H, s, ArC°H), 6,33
(1H, s, ArC®H), 3,95 (9H, s, C'°’He C?H e
C'H), 3.89 (3H, s, C''H), 3,86 (3H, s, C°H)

7,38 (1H, d, J = 8,4, ArC*H), 6,61-6,57 (2H,

m, ArC®H e ArC®H), 6,44 (1H, d, J = 2,0,

ArC8H), 6,35 (1H, d, J=2,0, ArC®H), 3,97

(3H, s, C'°H), 3,88 (3H, s, C'?H ou C"*H)

3,86 (3H, s, C''H), 3,84 (3H, s, C'*H ou
C'™H), 3,80 (3H, s, C°H)

8,05-8,03 (2H, m, ArC*H e
ArC®H), 7,61-7,59 (3H, m, ArC*H
e ArC®H e ArC*H), 6, 81 (1H, d,
J=2,2, ArC®H), 6,63 (1H, s, C°H)
6,52 (1H, d, J= 2,2, ArC°H), 3,98
(3H, s, C'°H), 3,91 (3H, s, C°H)

3C RMN (CDCl5)
5 (ppm)

173,6 (C?), 163,5 (ArC’), 162,2 (ArC®), 158,3
(ArC®), 152,2 (C?), 150,4 (ArC?®), 148,2
(ArC*), 140,6 (C*), 122,8 (ArC"), 121,2

(ArC?), 110,7 (ArC®), 110,3 (ArC™), 108,9
(ArC*), 95,3 (ArC®), 91,9 (ArC?), 59,4 (C°),

55,9 (C" ou C" ou C'? ou C"), 55,6 (C' ou

C"ouC"™ouC®), 554 (C"°ouC" ouC™ou

g13), 55,3 (g10 ou 911 ou Q12 ou Q13)

174,1 (C%), 163,8 (ArC’), 162,7 (ArC® ou
ArC®), 161,2 (ArC®), 159,5 (ArC®), 158,7
(ArC® ou ArC®), 142,3 (C%), 131,8 (ArC*),
114,0 (C%), 113,0 (ArC"), 110,0 (ArC*),
104,8 (ArC® ou ArC?), 99,0 (ArC® ou
ArC®), 95,8 (ArC®), 92,7 (ArC?), 60,4 (C%),
56,5 (C'%), 55,9 (C'? ou C'), 55,8 (C'* ou
C"), 55,6 (C")

177,1 (C?), 165,8 (ArC’), 162,6
(C%, 161,6 (ArC>), 161,4 (ArC®?),
133,4 (ArC"), 132, 7 (ArC*),
130,6 (ArC® e ArC®), 127,5 (ArC?
e ArC®), 110,7 (ArC*), 110,2
(C%), 97,7 (ArC®), 94,7 (ArC®),
57,2 (C%), 57,1 (C")

EM (ESl+) m/z (int.rel., %)

395 [M+Na]* (10), 373 [M]* (100)

395 [M+Na]* (100), 373 [M[" (60)

305 [M+Na]" (100), 283 [M]" (40)
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I.1.2 — Selenacao de flavondides nas posicoes carbonilicas, na
presenca de reagente de Woollins, por irradiacao de microondas.

O passo seguinte da estratégia sintética diz respeito a conversao do grupo
carbonilo em grupo seleno-carbonilo. O reagente de Woollins (R.W) encontra-se
descrito na literatura como um reagente eficaz na conversdo de amidas em seleno-
amidas [50]. Este reagente pode ser obtido com rendimentos elevados através de um
procedimento experimental simples [48a], 0 que é essencial do ponto de vista da
estatégia sintética tracada. Além disso, tem a vantagem de poder ser armazenado por
longos periodos de tempo sem se deteriorar.

Encontra-se descrito na literatura um método [54] muito interessante para a
sintese de tioflavonoides e tiocetonas, a partir dos respectivos flavonoides e cetonas,
qgue envolve o uso da tecnologia de microondas e o reagente de Lawesson (Figura 1.4,
43), agente usado para a formagédo de tiocarbonilos. Dado a semelhanga estrutural
entre 43 e o reagente de Woollins (Figura 1.4, 42), considerou-se que adaptagédo da
metodologia desenvolvida por Varna e Kumar [54], usando como agente de selenacao,
o reagente de Woollins, seria um método vidvel para a conversdo dos flavonodides

protegidos nos seus derivados selenados.

Os ensaios de optimizagcao das condi¢cdes experimentais foram realizados a
partir da 2-(3, 4’-dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-5,7-dimetoxi-cromen-4-ona (103). Numa
primeira abordagem, tentou-se reproduzir a metodologia descrita por Varna e Kumar.
Assim, foram efectuados ensaios na auséncia de solvente, onde se dispersou 103 em
100 mg de alumina e, na presenca de R.W (0,4 e 0,5 eq.), se irradiou a poténcias
diferentes, por 2-3 minutos (Tabela 11.5). As reacgbes foram seguidas por c.c.f
(diclorometano), ndo se observando o consumo do material de partida 103 nem a
formacgao de qualquer produto.
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Tabela I1.5- Métodos utilizados e resultados obtidos nos ensaios efectuados com 103 e R.W.

com irradiagdo por microondas, na auséncia de solvente.

Ensaio R.W(eq.) Poténcia(W) Tempo irradiacao (min.) Resultado®
12 0,4 400 2 N.O.
28 0,4 800 2 N.O
3° 0,4 300 3 N.O
42 0,5 400 2 N.O
5¢ 0,5 800 2 N.O

% Microondas de cozinha; ° Microondas CEM (Discover Benchmate); © Nao foi observado a formacéo de
qualquer produto.

Tendo em conta os resultados obtidos nos ensaios preliminares tentou-se
alterar a metodologia utilizada, efectuando a reac¢do em solugado. Em sintese quimica,
o solvente desempenha um papel importante e, no que toca a tecnologia de
microondas o tipo de solvente usado € determinante. Desta forma, foram testados
varios solventes: tolueno, p-xileno e acetonitrilo [51c]. Nestes ensaios variaram-se
ainda outras condi¢des reaccionais como o tempo e a frequéncia de irradiacdo, o
numero de equivalentes de reagente de selenagédo e a temperatura maxima atingida
no decurso da reaccao (Tabela 11.6). O procedimento experimental utilizado em todos
0s ensaios efectuados envolve a preparacao de uma solugéo de 103 (1,0 eq.), num
vial de vidro, num solvente apropriado (2 mL) seguida de irradiacao por microondas.
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Tabela 11.6- Métodos utilizads nos ensaios efectuados com 103 e R.W. (42) com solvente e

resultados obtidos.

Ensaio® (i o\|N) Solvente Po:s\;\)cia ::ra::ili_):ggg Z::gizr:tgé? Resultado®
(min.)
1 0,3 tolueno 300 3 93 +
2 0,3 tolueno 300 8 127 ++
3 0,4 tolueno 175 5 116 +
4 0,4 tolueno 225 5 125 ++
5 0,4 tolueno 300 5 125 +++
6 0,5 tolueno 300 5 125 +++
7 0,6 tolueno 300 3 98 +
8 0,7 tolueno 300 5 122 ++
9 0,8 tolueno 300 8 122 ++
10 0,4 acetonitrilo 175 5 131 ++++
11 0,4 p-xileno 175 5 120 +
12 0,4 p-xileno 225 5 132 ++

? Microondas CEM (Discover Benchmate); ° Por c.c.f (diclorometano) ndo se verifica o consumo total do
material de partida (103) e a formagao de um produto é visualmente observada; Legenda: + (muito pouco

intenso), ++ (pouco intenso), +++ (intenso), ++++ (Muito intenso)

As reaccOes foram seguidas por c.c.f (diclorometano) e em todas se observou
a formagédo de um produto, sem contudo se verificar o consumo total do material de
partida 103. Nos ensaios realizados com tolueno, testou-se a variagdo das restantes
condi¢cdes reaccionais. Nos primeiros ensaios realizados, verificou-se que o aumento
do tempo de irradiagdo, para um numero de equivalentes e poténcia constante,
promove uma maior conversao em produto (ensaio 1 vs 2, Tabela 11.6). O mesmo se
verifica com o aumento da poténcia (ensaio 4 vs 5, Tabela 11.6). Verifica-se também
que a partir de 0,4 eq., 0 aumento do numero de equivalentes ndo promove um
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aumento na conversdo do produto (ensaio 5 vs 6 e 8, Tabela 11.6). De facto, quando se
tentou aumentar o niumero de equivalentes, para uma poténcia maxima de 300 W,
verificou-se uma menor conversdo mesmo quando se aumentou o tempo de irradiagéo
(ensaios 6 vs 7 a 9, Tabela 11.6). Assim, as melhores condigdes encontradas tendo
como solvente o tolueno envolveram a utilizagcao de 0,4 eq. de R.W. com irradiacao a
uma potencia de 300 W, durante 5 min. (ensaio 5, Tabela I.6). Pelos resultados
obtidos nos ensaios efectuados com tolueno, a temperatura maxima atingida no tubo
reaccional parecia ser importante. Desta forma, de modo a promover uma temperatura
mais elevada usou-se um solvente com um ponto de ebulicao superior, o p-xileno. No
entanto, os resultados obtidos, ndo resultaram em nenhuma melhoria significativa na
conversdo em produto (ensaios 3 e 4 vs 11 e 12, Tabela 11.6). Por fim, tentou-se o
acetonitrilo como solvente. Surpreendentemente, e num Unico ensaio, em que se usou
0,4 eq. de R.W. com irradiagédo a 175 W durante 5 min., verificou-se uma conversao
qguase total do material de partida 103 em produto (ensaio 10, Tabela II.6).

Como ja foi referido, o solvente desempenha um papel muito importante no que
diz respeito a reacgbes com recurso a microondas. A capacidade de transformar a
energia fornecida pela irradiagéo em energia térmica esta directamente relacionada
com a capacidade dos solventes absorverem a radiagdo de microondas. De uma
maneira geral, essa absorgao é tanto maior quanto maior for a constante dieléctrica (¢)
do solvente. Deste modo, solventes mais polares terdo maior capacidade de absorver
energia e converté-la a energia térmica [51a]. Sendo o acetonitrilo um solvente
significativamente mais polar do que o tolueno ou p-xileno (solventes apolares),
percebe-se a melhoria drastica verificada no ensaio realizado com acetonitrilo

relativamente aos restantes solventes.

Os ensaios de optimizacao das condi¢des reaccionais revelaram que o método
mais eficaz para a selenagao da quercetina tetrametilada (103) € o que envolve 0 uso
de acetonitrilo, representado na Tabela 11.6 a sombreado. Deste modo, este método foi
escolhido para a selenacao de 103 em maior escala. A solucao de 103 em acetonitrilo
e 0,4 eq. de R.W. foi irradiada a 175 W, durante 5 min. (Tabela 11.7). Apos o tratamento
da mistura reaccional e separagdo por cromatografia “short path” (diclorometano)
obteve-se o produto selenado na posi¢ao carbonilica, 2-(3’,4’-dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-
3,7-dimetoxi-4 H-cromene-4-selenona (Tabela 11.7, 110) com um rendimento de 83%.

Com o objectivo de comprovar a vantagem do método desenvolvido, em
alternativa a métodos que envolvem o aquecimento convencional, efectuou-se um

ensaio nas condigbes descritas anteriormente em que se substituiu o aquecimento por

49



Sintese e Avaliagao citotoxica de compostos organicos contendo o grupo seleno-carbonilo

microondas, por aquecimento convencional. A reaccdo foi seguida por c.c.f.
(diclorometano), observando-se a formacao de um produto. Apesar de nao se verificar
o consumo total do material de partida 103, parou-se o0 aquecimento ao fim de 5 min..
A comparacao por c.c.f (diclorometano) do produto formado por aquecimento
convencional e 110 revelou Rfs muito semelhantes indicando a possibilidade de
estarmos na presenca de um mesmo produto. No entanto, o espectro de 'H-RMN da
amostra obtida apés purificacao por c.c.f.p. [n-hexano/acetato de etilo (2:8)] indica que
na realidade se trata de uma mistura de compostos. A sobreposicao dos espectros de
'H-RMN do composto 110 (Figura 1l.10a) e da mistura obtida por aquecimento
convencional (Figura I1.10b), permite verificar que neste Ultimo caso existe uma
duplicagao do sinal correspondente ao protao fendlico livre (14-12 ppm) e também os
sinais na zona aromatica (8-6 ppm) correspondentes aos protdes aromaticos (Figura
[1.10). Apesar das varias tentativas (ver secgao Il1.4.2.1) nao foi possivel separar esta
mistura, na medida em que os dois compostos apresentavam Ry s muito préximos, néo

permitindo a sua separagao por cromatografia.

Grupos metoxilo \

Zona Aromatica

!
(a)

(b)

| I

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
13.5 12.5 11.5 10.5 9.5 8.5 75 7.0 6.5 5.5 4.5 3.5 2.5 1.5 0.5
protéo

Figura 1.10- Espectros de 'H-RMN a) 2-(3’,4’-dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4 H-
cromene-4-selenona (110) e b) fracgéo isolada na reacg¢ao por aquecimento convencional em
CDCl; (400 MHz).

O sucesso do método com recurso a radiacdo de microondas desenvolvido
para 103 levou a sua aplicagdo na selenacao de outros flavonoides. Assim, o método
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desenvolvido (representado a sombreado na Tabela 11.6) foi também utilizado para a
selenacao dos restantes flavonoides metildados, 105 e 107 e ainda a flavona 2-fenil-
4 H-cromen-4-ona (flavona, 109, Figura 11.11).

(0]

Figura Il.11 — Estrutura quimica da 2-fenil-4 H-cromen-4-ona (109).

Deste modo, foi possivel obter, a 2-(3', 5— dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-
dimetoxi-4 H-cromene-4-selenona (111) e a 2-fenil-5-hidroxi-7-metoxi-4 H-cromene-4-
selenona (112) com os rendimentos de 32% e 16%, respectivamente. No entanto, a
reacgdo efectuada a partir da flavona 109, ndo conduziu ao produto selenado
pretendido mas sim ao produto 1-(2-hidroxifenil)-3-fenilpropano-1-ona (113) com um
rendimento de 11% (Tabela I1.7).

Tabela 11.7- Condigbes experimentais e resultados obtidos na preparacdo de derivados
selenados a partir dos flavondides metilados 103, 105, 107 e a flavona 109.

RS

Ré
‘ I
RS
.
!
R OH

0,4 eq. RW. ¥
acetonitrilo
MW
175 W, 5 min.
103, 105, 107, 109 110, 111, 112 113
Entrada Flavonéide R' R? R® R R® R® broduto o)
maioritario
1 103 OMe OH OMe OMe OMe H 110 83
2 105 OMe OH OMe OMe H OMe 111 32
3 107 H OH OMe H H H 112 16
4 109 H H H H H H 113 11
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As diferencgas estruturais dos materiais de partida 103, 105, 107 e 109 residem
apenas no numero e posi¢cdo dos grupos metdxilo sendo que 109 ndo apresenta
qualquer substituinte. A presenca do grupo metéxilo na posicdo C® (R', Tabela 11.7),
parece influenciar o rendimento de formacdo dos produtos na medida em que o
rendimento desce drasticamente na sua auséncia (entradas 1 e 2 vs entrada 3). Por
métodos computacionais (ver seccao 1l1.2), determinou-se que a densidade electrénica
do carbono C* (carbono carbonilico) dos derivados metilados 103, 105, 107 segue a
ordem 103<105<<<107, que corresponde a ordem inversa do rendimento de
selenacgao (Tabela 11.8).

Tabela 11.8- Valores de carga electrénica determinados por métodos computacionais (ver

seccao ll.2).
Carga electrénica por atomo
Flavonodide
c’ o* c’ c’
103 -0,146 -0,647 0,686 0.649
105 -0,213 -0,666 0,699 0.647
107 -0,679 -0,694 0,765 0.647
109 -0,678 -0,662 0,720 0.013

Embora o mecanismo da reaccao de selenagéo, que envolve o R.W, nao seja
conhecido, acredita-se que este reagente tenha um comportamento semelhante ao
reagente de Lawesson (43) [63]. Inicialmente, o R.W. deverd passar por uma
dissociacdo que resulta na formagdo de duas moléculas de um ileto de
disselenofosfina (114) (Esquema 11.4). A transformacao do grupo carbonilo no grupo
seleno carbonilo podera dar-se por um mecanismo que envolve a formagao de um
intermediario ciclico, de quatro membros (115), semelhante ao que se forma numa
reaccao de Wittig. A driving force da reaccdo é a elevada afinidade do atomo de
fésforo para o atomo de oxigénio, tornando a ligagao formada entre estes dois atomos
bastante forte e, promovendo a saida do 6xido de selenofosfina (116, Esquema 11.5).
Por outro lado, tendo em conta a relacao entre a densidade electrénica do carbono
carbonilico C* e o rendimento das reaccdes de selenacdo, quanto menor for a
densidade electrénica em C* maior ser4 a facilidade do ataque do atomo de Se a esta
posicao, conduzindo a rendimentos de selenagdo mais elevados. Ainda assim, perante
estes resultados, ndo é possivel afirmar se o composto formado envolve um ataque

concertado (ataque simultdneo do selénio ao carbono electropositivo e oxigénio ao
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atomo de fésforo electrodeficiente) ou sequencial (primeiro ataque efectuado pelo
atomo de selénio ou pelo atomo de oxigénio). O Esquema II.5 representa uma
hipbtese mecanistica para a reacgao.

R.W (42) intermediario 114

Esquema Il.4- Dissociagao do reagente de Woolins (42).

YA
NG NG ‘ OMe
| | . Se
( ome  j° OMe oxpZSe
Se @
OH o\_’e P OH 0 ~8 OH
Se/e ev”
Se (115)
(0] ‘7% ﬁe
. .

OH Se

Esquema II.5- Hip6tese mecanistica para a formagao do grupo seleno-carbonilo na presenca
de RW.

A tentativa de selenacao da flavona (109) promoveu a formagdo de um produto
paralelo, o 1-(2-hidroxifenil)-3-fenilpropano-1-ona (113). Evidéncias dadas por IV e
RMN e espectrometria de massa indicam que ocorreu uma abertura do anel pirano da
flavona. Por espectroscopia de infravermelho (IV) observam-se as bandas
correspondentes a uma ligagdo O-H de um fenol a 3348 cm™ e a uma ligagdo C=0 a
1669 cm™. Esta Gltima caracteristica de cetonas aromaticas. Por 'H-RMN & possivel
verificar o aparecimento de dois conjuntos de sinais a integrar para quatro protées, na
zona de 3,38-3,01 ppm. Estes sinais correspondem aos dois protdes geminais C"H e
os dois protées geminais C*H, confirmando-se o desaparecimento da ligacdo dupla do

anel pirano de 109. As restantes atribuicbes foram efectuadas com base nas
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correlagdes observadas nos espectros bidimensionais de HSQC e HMBC (Tabela I1.9).
Através destas correlagdes foi possivel determinar a posi¢cdo do grupo O-H fendlico
bem como o grupo carbonilo. No espectro de HMBC (Figura 11.12) é possivel verificar
que o sinal correspondente aos protdes geminais C"H, a 3,35 ppm apresenta
correlagdes a duas ligagdes com o carbono quaternario C'=0 e o carbono C? (a 200,7
e 26,4 ppm respectivamente) e correlagdes a trés ligagdes com o carbono aromatico
quaternario C*¥ (a 128,9 ppm). Verifica-se também, que o sinal correspondente aos
protdes geminais C*H, a 3,01 ppm apresenta correlagdes a duas ligagbes com o
carbono C" e o carbono quaternario aromatico C* (128,9 e 30,9 ppm
respectivamente) e ainda correlagdes a trés ligagdbes com o carbono aromatico
quaternario C* e o carbono aromatico C* (156,5 e 131,5 ppm respectivamente). O
sinal a 156,5 ppm, correspondente ao carbono aromético quaternario C* esta
concordante com um carbono aromatico ligado a um atomo electronegativo como é o

caso do oxigénio.

g r20
PR cz' i C1£ "K\ . r40
c"ic’H
r60
80
100
— c™ic’H
Em— / r120
-
— 3, a T 8 G2 F140
cic'y c’ic’H
7 Fa c™Ic*H F 160
180
— = -, F 200
c'icn 4 c'ic’H
220
240

Figura I1.12- Correlag6es a duas e trés ligagbes (- ) (HMBC) obtidas para 1-(2-hidroxifenil)-3-
fenilpropano-1-ona (113) em CDCl; (400 MHz).

A confirmagao da formacgao do produto 113 é dada também por espectrometria
de massa com ionizagao por electrospray, na medida em que se observa um sinal
54
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correspondente a molécula protonada a m/z 227, que esta de acordo com a estrutura
apresentada.

Tabela 11.9- Dados espectroscépicos do composto 1-(2-hidroxifenil)-3-fenilpropano-1-ona (113).

Estrutura

(113)

IV (KBF) Upay (cm™) 3348 (O-H), 1669 (C=0)

'H-RMN (CDCl,) 8,38 (1H, troca com D,0, s, OH), 8,04-8,02 (2H, m, ArC°H e
ArC’H), 7,64-7,60 (1H, m, ArC°H), 7,53-7,50 (2H, m, ArC*H e

3 (ppm) ArC®H), 7,18 (1H, dd, J=1,6 e 7,6, ArC®*H), 7,06-7,02 (1H, m,
ArC®H), 6,86 (1H, dd, J=0,8 e 8,8, ArC”H), 6,78 (1H, m,
J (Hz) ArC"H), 3,38-3,34 (2H, t, J=7,6, C"H), 3,01 (2H, t, J=7,6, C*H)
*C RMN
(acetona-dy)5 200,7 (C'=0), 156,5 (ArC*), 138,5 (ArC?), 134,3 (ArC’), 131,5
(ppm) (ArC?), 129,8 (ArC* e ArC®), 129,3 (ArC® e ArC’), 128,9 (ArC®),

128,5 (ArC®), 121,0 (ArC"), 116,5 (ArC®), 30,9 (C"), 26,4 (C?)

EM (ESI+) m/z

(int.rel., %) 249 [M+Na]* (100), 227 [M+H]" (25), 209 [M-H,O]" (22,5)

A reducao de sulfoxidos mediada pelo R.W. foi ja observada por Woolins e Hua
[64]. Pensa-se que o mesmo tipo de transformagéao tera ocorrido na reacgéao do R.W.
com a flavona (109), que podera ter sofrido inicialmente a redug¢ao do grupo carbonilo,
mediada pelo R.W., seguida de uma hidrélise que origina a abertura do anel e a

formacgao do um novo grupo carbonilico.

Il.1.2.1-Caracterizacao estrutural de derivados de flavondides

selenados na posicao carbonilica

A caracterizagdo estrutural destes compostos foi efectuada com base nos
espectros de 'H-RMN, "*C-RMN, ""Se-RMN bem como as experiéncias de HSQC,
HMBC e em alguns casos COSY. Os dados espectroscépicos encontram-se na Tabela
[1.10.

Todos os compostos preparados, apresentam o mesmo esqueleto que os
respectivos materiais de partida. A Unica diferenca é a presenca de um atomo de
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selénio no lugar do atomo de oxigénio, do grupo carbonilo. Deste modo, e tal como o
esperado, os espectros obtidos para os compostos 110, 111 e 112 sdo muito
semelhantes aos obtidos para os respectivos materiais de partida, evidenciando
apenas algumas diferencas, principalmente no que diz respeito ao espectro de '*C-
RMN, onde é de salientar um desvio para campo mais baixo do sinal correspondente
ao carbono C* quando comparado com os derivados carbonilicos.

Os valores de desvio quimico de *C RMN sado fundamentalmente governados
pelo termo de blindagem paramagnético (o°*?), que é dado pela Equacéo Il.1. Deste
modo, o efeito desblindante do Se é atribuido a uma menor energia média de
excitacao electrénica do seleno-carbonilo (quando comparada com o carbonilo) que
vai aumentar a contribuicdo paramagnética para o desvio quimico, de acordo com a
Equacdo I.1. [65]. Assim, os valores de desvio de '*C RMN correspondentes aos
carbonos de grupos seleno-carbonilo aparecem a campo mais baixo do que o0s
desvios correspondentes aos carbono de grupos carbonilos.

2712
o eh

mic? AE™ I’:,[QAA +ZQAX]

para

Equacao Il.1- Equagao deduzida por Karplus e Pople, para o termo de blindagem
paramagnética, onde AE é a energia média de excitagéo electrénica, r € a distancia entre o
electrao 2p e o nucleo e Q ax 0 NUmMero de electrdes que ocupam a orbital p, e >Qax a

contribuicdo de ligagées multiplas [65]

Tomando como exemplo o composto 103 e o respectivo produto selenado, 110.
Na Tabela Il.11 é possivel verificar que os sinais correspondentes aos carbonos de 2-
(3,4~ dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4 H-cromen-4-ona (103) e o produto
selenado 110, sdo muito semelhantes. As excep¢des sdo observadas nos carbonos
correspondentes & ligacdo C®-C*-C* (=heteroatomo)-C®-, evidenciando uma alteragdo
estrutural nesta ligagao (a sombreado na Tabela I11.11).
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Tabela 11.10- Dados fisicos e espectroscopicos dos compostos 110, 111 e 112,

Estrutura

IV (KBr) umax (cm™) 3441 (O-H)

3442 (O-H)

3453 (O-H)

'H-RMN (acetona-ds) 13,83 (1H, troca com D20, s, OH), 7,99 (1H, dd,

'H-RMN (CDCl3) (112)

6.53 (1H, d, J = 2,0, ArC°H), 3,97 (6H, s, C''H e
3 (ppm) J (H2)

J=2,0 e 8,8, ArC”H), 7,94 (1H, d, J=2,0, ArC*H H), 7,21
(1H, d, J = 8,8, ACC*H), 6,82 (1H, d, J = 2,0, ArC*H),

C'H), 3,95 (3H, s, C°H ou C'°H), 3,76 (3H, s, C°H)

12,77 (1H, troca com D20, s, OH), 7,44 (1H, d, J=

8,4, ArC*H), 6,75 (1H, d, J=2,2, ArC*H), 6,69

(2H, dd, J= 8,4 € 2,2, ArC®H), 6,51 (1H, d, J = 2,2,
ArC®H), 6,39 (1H, d. J = 2.0, ArC°H), 3.91 (6H, s,
C"H ou C''H ou C'H), 3,90 (3H, s, C"°H ou C''H

ou C'H) 3,80 (3H, s, C°H)

0: 12,96 (1H troca com D20, s, OH), 7,98 (2H, d, J=

7.7, ArcC®H e ArC®H), 7,76 (1H, s, CBH) 7,62 (1H, ,
J=7.4, ArcC¥H), 7,53 (2H, t, J=7.7, ArC”H e ArC*H),
6,54-6,52 (2H, m, ArCeHeArCB H), 3,88 (3H, s,

C°H)

13
C RMN (acetona-de) 191,6 (C*=Se), 165,1 (ArC), 161,9 (ArC’), 152,8

3C RMN (CDCl) (112) ArC ou ArC*), 1524(0 150,8 (C°), 149,6 (ArC*ou
(ArC4a) 111 9(ArC2’) 11 8(ArCs’) 997 (ArC") 92,7
ArC) 587(C) 55,7 (C'°ou C™ ou C'), 555((3 ou
CouC'"ouC™), 554 (C°ouC®ouC' ouC?

5 (ppm)

C¥), 149,0 (ArC™). 1232(ArC6’) 122,1 (ArC"), 17,7

180,2 (C*=Se), 167,0 (ArC"), 1646 (Argb’g, 163,5
(C°), 160,3 (ArC*) 158,9 (ArC®), 141,3 (C°%), 132,9
(ArC™), 1154 (C3, 1138 (ArC" ), 107.5 (ArC*),
106, 5 (ArC? ou ArC ), 99, 9 (ArC® ou ArCe) 99 0
(ArC®) 93,3 (ArC?), 61,0 (C?),
C"),56.7(C"°ouC' ou c1 ),56.4 (C"° ou C'" ou

56,9 (C'°ou C'"' ou
c”

1963(04 Se), 1647(ArC) 161 ,9 (ArCd), 153,0

(ArC®), 1514(02 131 6(Ang
128,9 gArCS’ ou ArC

130,0 (ArC"),
), 1286 (ArC* ou ArC®). 126,0

(ArC eArCe’) 125,8 (ArC? e ArC®), 124, 1 (C)
117,3 (ArC™) 99,6 (ArC® ou ArC®), 93,1 (ArC® ou

ArG), 55,5 (C)

"Se RMN (CDCls) (112)

768,3 (C*=Se)
7Se RMN (acetona-de)

7746 (C*=Se)

888,5 (C*=Se)

425 [M(**Se)+H]" (18,5), 423 [M(BUSe)+H] (80), 421
0), 419

EM (ESl+) m/z (intrel., %)  [M("°Se)+H]" 42 56) 420 [M("'Se)+H]" (2

Se)+HJ* (18,5)

425 [M(;’ZSe +H] (20), 423 [M(*"Se)+H]" (100),
421 [M("®Se)+H]* (87.5), 420 [M(77Se)+H] (20),
419 [M("®Se)+HJ" (35)

335 [M(**Se)+H]" (20), 333 [M(;‘“Se +H] (100), 331

IM("®Se)+H]* 87 5) S330 |[_|I\]/I( -
e +

(""Se)+H]" (20), 329

[M(&Se)] 019H1806“8e (424,026489) 424,03352,
M 80ge) I C19H1sOs 9Se (422,02631) 422,02507,
[M(788e I C19H1sOs Se (420,027081) 420,02567,

("’Se)]" CigH1s06” Se (419,029003) 419,01839,
[M(7GSe)] C19H150s"°Se (418,029003) 418,02523

EMAR-IE (+) m/z

(calc.) obtida

[M(“Se)] C1gH1soe*’ZSe (424,02649) 424,03196,
[M(7°Se I C19H1806 Se (422,02631)422,02542,

M("®Se)]* C19H1506" Se (420,02708) 420,02746,
[M(77Se)] Ci9H1506” Se (419,02900) 419,02566,
IM("®Se)]* C19H1806"°Se (418,02900) 418,02478

IM(**Se)]* C19H1203&Se (333,99479) 333,99386,

[M(Se)]" CioH120:"'Se

331,99462) 331,99273,

(
[M(788e ] C1oH1205 °Se (329,99540) 329,99740,

M("’Se)]" CioH1203" Se (328,99731
[M(7GSe)] C1oH1203"°Se (327,99731

)
)

328,99642,
327,99801
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Tabela Il.11- Desvios quimicos de 3G-RMN para 2-(3,4’- dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi

-4H-cromen-4-ona (103) em CDCI; (400 MHz) e 110 em acetona-ds; (400 MHz)

Carbono (ppm)

2-(3’,4’- dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-
dimetoxi-4 H-cromen-4-ona (103)

(110)

ArC"
ArC?
ArC?
ArC*
ArC®
ArC®
CZ
C3
C*=X
ArC*
ArC®
ArC®
ArC’
ArC?
ArC®
C°H-C™H

123,1
111,4
148,9
151,5
111,0
122,3
156,0
139,2
178,9,com X =0
106,2
162,2
98,0
165,6
92,4
156,9
60,3-56,0

122,1
111,9
152,8 ou 149,6
152,8 ou 149,6
111.,8
123,2
152,4
150,8
191,6, com X = Se
117,7
161,9
99,7
165,1
92,7
149,0
58,7-55,4

A presenca do atomo de selénio é ainda evidenciada por ’Se-RMN, onde se

observa um sinal correspondente & ligagdo C*=Se, a 768,3 ppm (Figura 11.13). Alias,

todos os flavondides selenados isolados apresentam um sinal com desvio quimico

entre 900-700 ppm, que esta de acordo com o descrito na literatura para ligagdes do
tipo C=Se (Figura 11.13) [66].
Por espectrometria de massa com ionizacao por electrospray, observam-se

cinco sinais correspondentes a molecula protonada, [M+H]*, com cinco dos seis

is6topos mais abundantes do elemento Se. A mesma razdo isotdpica é observada

para o iao molecular [M]*, por espectrometria de massa de alta resolugdo por impacto

electrénico (Tabela 11.10).
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Figura 11.13- Espectro de 7Se-RMN (500 MHz) a) 2-(3’, 4— dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-
dimetoxi-4H-cromene-4-selenona (110) em acetona-dg; b) 2-(3’, 5— dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-
3,7-dimetoxi-4 H-cromene-4-selenona (111) em acetona-ds e c¢) 2-fenil-5-hidroxi-7-metoxi-4 H-

cromene-4-selenona (112) em CDCl,.

Como o atomo de selénio apresenta uma massa atémica bastante mais
elevada que o atomo de oxigénio ou enxofre, a vibragdo correspondente a ligagao
C=Se ¢ esperada a numeros de onda significativamente menores do que os atribuidos
para as ligacées C=0 (1750-1600 cm™) e C=S (1200-1050 cm™) [67]. Gingras et.al.
[68] consideram que a zona de frequéncias mais logica para a ligagdo C=Se
corresponde aos nimeros de onda entre 1200-700 cm™. Nos espectros obtidos para
os derivados de flavondides, esta zona encontra-se bastante sobrecarregada com
varias bandas, tornando dificil a comparagao entre os espectros do material de partida
e do produto selenado. Desta forma é impossivel atribuir uma frequéncia correcta para
a ligacao C=Se. Ainda assim, verifica-se que no espectro de IV dos compostos 110,
111 e 112, a banda do grupo carbonilo desaparece (comparando com o seu material
de partida, ver sec¢ao Il.1.1.1, Tabela 11.3).

A confirmacdo da estrutura apresentada para o composto 110 foi ainda
conseguida por andlise de raio-X (Tabela 11.12). A determinagao da estrutura molecular
de 2-(3’, 4— dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4 H-cromene-4-selenona (110) por

raios-X (Figura I1.14) permitiu observar a sua estrutura tridimensional bem como os
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seus angulos de ligacao, torséo e interac¢oes nao-ligantes. Como se pode observar na
figura apresentada (Figura 11.14), a molécula apresenta um conjunto de dois aneis
(aromatico e pirano) unidos por uma ligacdo C-C, com um angulo de torséo de -174.6°,
que é praticamente planar. O grupo métoxilo C°H é o Unico que se apresenta
praticamente perpendicular ao plano do anel (angulo de torsdo C*-O-C3-C* a -86,5 ©,
enquanto os outros trés grupos métoxilo se encontram praticamente no plano deste
anel (angulos de torsdo de -6.9, -14.4 e -177.4° para os métoxilos C'°H, C''H e C'H,
respectivamente). O grupo métoxilo C°H apresenta esta particularidade uma vez que
se encontra sujeito por um lado a influéncia do grupo dimetoxifenilo e por outro a
influéncia do atomo de selénio. A proximidade do atomo de selénio e o grupo hidroxilo
livie é observada nos valores dos angulos das ligages em torno de C*
principalmente no valore do angulo que corresponde a ligagdo C°>-C**-C* (127.49).

Figura I1.14- Estrutura tridimensional determinada para 2-(3’, 4'— dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-

dimetoxi-4H-cromene-4-selenona (110).
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Tabela 1l.12- Dados cristalograficos e refinamento estrutural para 2-(3’, 4'— dimetoxi-fenil)-5-

hidroxi-3,7-dimetoxi-4H-cromene-4-selenona (110).

Caracteristica

2-(3’, 4'- dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-

4H-cromene-4-selenona (110)

Formula quimica Cy9 Hig Og Se
Peso Molecular 421,29
Temperatura 150(2) K
Comprimento de onda 0,71073 A

Tamanho do cristal

0,40 x 0,06 x 0,02 mm

Sistema cristalino Monoclinico
Dimensdes da célula a=13,8279(19) A o = 90°
b=15.465(2) A B =90°
c=7.9179(11) A ¥=90°
Volume 1693,2(4) A®
V4 4
Densidade (calculada) 1,653 g cm®
Coeficiente de absorgao 2,252 mm""
Fooo 856
Variacao de 6 2,63 a27,58 °
Variagéo de Indices -17<=h<=17
- 20<=k<=19
-10<=l <=10
Refleccoes recolhidas 15778

Reflecgbes independentes

Método de Refinamento

3871 [Rny = 0,0863]

Minimos quadrados a F?

No que diz respeito aos compostos 2-(3’, 5— dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-
dimetoxi-4 H-cromene-4-selenona  (111) e 2-fenil-5-hidroxi-7-metoxi-4 H-cromene-4-
selenona (112) (Tabela I1.10) foram observadas as mesmas diferengas descritas para
110 e o seu material de partida 103 relativamente ao espectro de *C-RMN e IV. As

evidéncias da presenca do selénio verificam-se igualmente pelos dados da
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espectrometria de massa e "’Se-RMN (ver Figura 11.13). Todos os dados estdo de

acordo com as estruturas apresentadas.

I1.1.3- Desproteccao de produtos selenados protegidos nas
posicoes hidorxiladas

A terceira etapa da estratégia sintética tracada consistiu na remocao dos
grupos protectores. Um dos métodos tradicionais para a transformacao de éteres
metilicos em &lcoois envolve o uso do acido de lewis, tribrometo de boro (BBr;) em

diclorometano seco [69].

A reaccao de desproteccao da 2-(3’, 4— dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-
4H-cromene-4-selenona (110) foi efectuada por dois métodos diferentes. No primeiro
método (ver seccao IIl.5.1-Método I) foram efectuadas duas adi¢cdes de 6,0 eq. de
BBr;, a uma temperatura baixa (~-78 °C), e o tratamento da mistura reaccional
efectuado consistiu na adicdo de uma solugado saturada de hidrogenocarbonato de
sédo (NaHCO3) a mistura reaccional. Ap6és a neutralizagdo do pH e extracgdo com
diclorometano/n-butanol, a fase organica foi evaporada a secura. A andlise por 'H
RMN do residuo obtido revelou uma mistura reaccional bastante complexa nao sendo
possivel determinar se a desprotec¢do ocorreu em alguma extensdo. Desta forma,
promoveu-se uma nova reacg¢ao de 110 e um excesso de 7,5 eq. de BBrj;, adicionado
a 0 °C. O tratamento da mistura reaccional foi efectuado de acordo com o descrito na
literatura [70] e envolveu a adicdo de metanol, a 0 °C, seguido de aquecimento da
mistura reaccional (~50 °C). O residuo obtido apds a neutralizagdo e extrac¢do da
mistura reaccional, efectuado como descrito anteriormente, foi analisado por 'H-RMN.
Embora o espectro de 'H-BMN na zona de desvios aromaticos fosse bastante
complexo, foi possivel identificar na zona de 3,5-4,0 ppm, sinais correspondentes a
protdes de grupos métoxilos, revelando que a desproteccdo de 110 ndo teria sido
conseguida, pelo menos na totalidade. Desta forma, promoveu-se uma nova adi¢cao de
7,5 eq. de BBr3 a 0 °C e o subsequente tratamento da mistura reaccional. Mais uma
vez, a andlise por "H-RMN demonstrou que a desproteccdo nao teria sido completa na
medida em que se observou novamente sinais na zona do espectro a 3,5-4,0 ppm.
Foram necessérias mais duas adigées de 7,5 eq. de BBr; para que finalmente se obter
o produto desejado. A andlise do residuo obtido, por 'H-RMN permitiu verificar a
formacdo do produto 2-(3,4-di-hidroxifenil)-3,5,7-tri-hidroxi-4 H-cromen-4-selenona
(Tabela I1.12, 114), totalmente desprotegido, com um rendimento de 34 %.
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Embora se tenha conseguido desproteger 110, a tarefa de optimizar as
condicdes experimentais para a desproteccdo dos flavondides selenados revelou-se
dificil. Deste modo, e tendo em conta o tempo limitado para a execucdo deste
trabalho, ndo foi possivel aplicar este método aos restantes flavonéides. Pelo mesmo
motivo, a determinacéo do poder antioxidante destes compostos selenados bem como
a determinacéao da sua afinidade para as cinases, nao foram efectuadas.

I1.1.3.1- Caracterizacao estrutural de derivados selenados de
flavondides desprotegidos nas posicoes hidroxiladas

A caracterizacéo estrutural de 114 foi efectuada com base nos espectros de 'H-
RMN e "C-RMN, bem como as experiéncias de HSQC, HMBC e COSY. Os dados
espectroscopicos encontram-se na Tabela [1.13. As evidéncias para a formacao de
114 séo dadas por 'H-RMN onde se verifica a auséncia dos sinais correspondentes
aos protées dos grupos métoxilo, na zona do espectro a 3,5-4,0 ppm. Ja no espectro
de "*C-RMN nota-se a auséncia dos carbonos correspondentes aos quatro grupos
metoxilo, na zona do espectro a 55,0-60,0 ppm. A atribuicdo dos restantes sinais foi
efectuada tendo em conta as correlagdes observadas nos espectros bidimensionais de
HSQC e HMVBC.

Tabela 11.13- Dados espectroscopicos obtidos para 2-(3,4-di-hidroxifenil)-3,5,7-tri-hidroxi-4 H-

cromen-4-selenona (117).

Estrutura

OH Se 117

'H-RMN (CD:0D-ds) 7 74 (1H, s, ArC*H), 7,62 (1H, d, U279, ArC®H), 6,97 (1H, d,
5
5 (ppm) J(HZ) J= 7,9, ArC ﬂ), 6,47 (1 H, S, ArC ﬂ), 6,27 (1 H, S, ArC ﬂ)

13 177,4 (C*=Se), 165,6 (ArC’ou ArC’), 162,6 (ArC> ou ArC’),
C RMN (CD;0D-ds) 158 3 (ArC®2), 148,9 (ArC* ou C?), 148,1 (ArC* ou C?), 146,3
5 (ppm) (ArC®), 130,8 (C®), 124,3 (ArC"), 121,8 (ArC®), 116,4 (ArC®),
116,1 (ArC?), 104,6 (ArC*?), 98,4 (ArC°®) 94,6 (ArC?
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Il.2- Preparacao de derivados selenados de purinas e

pirimidinas

O cancro [71] é uma doenga caracterizada pelo crescimento anormal e
descontrolado das células. O conjunto de células formado invade e destr6i os tecidos
circundantes (tumor) e pode mesmo espalhar-se por todo o corpo (metastase).
Acredita-se que esta doencga ocorre ndo sé devido a susceptibilidade genética mas
também a factores ambientais. A grande maioria dos farmacos usados actualmente na
terapia do cancro, tém como principal objectivo, “matar” as células tumorais malignas,
inibindo alguns dos mecanismos envolvidos na divisédo celular ou desencadeando

processos celulares que promovem a apoptose [72]. Todos estes farmacos, que

causam o dano celular sdo denominados citotdxicos.

Dentro dos varios grupos de farmacos usados na terapia do cancro encontra-se
o grupo dos antimetabolitos, [71,73] que podem ser definidos como compostos
analogos de metabolitos, que interferem na sua biossintese e/ou funcédo, inibindo as
vias metabdlicas normais. A maioria dos antimetabolitos interfere na sintese dos
acidos nucleicos inibindo directamente a produgéo de DNA. Esta inibigdo pode ocorrer
por duas vias principais: Competindo por sitios activos de enzimas que participam nos
processos  biossintéticos ou incorporando-se enquanto acidos nucleicos

desencadeando processos apoptoticos.

Destacam-se dois tipos de inibidores: os inibidores da biossintese de purinas e
pirimidinas e inibidores da redutase de ribonucleotidos (que esta envolvida na
biossintese de 2’-desoxiribonucleétidos). Exemplos (Figura Il. 15) destes dois tipos de
inibidores sao o 5-Fluorouracilo (118) (Adrucil®), analogo de pirimidinas; Gemcitabina
(119) (Gemzar®), inibidor da redutase de ribonucleotidos. Ambos usados no

tratamento do cancro da mama e estébmago, etc.

o

Iz

(118)

Figura I1.15- Estruturas quimicas de dois antimetabolitos actualmente em uso clinico, 5-
fluorouracilo (118) e Gemcitabina (119) [74].
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Jeong et. al. [75] descreve a primeira sintese de compostos do tipo 4-
selenoarabinofuranosil pirimidinas (120 e 121, Figura 11.16) que apresentam um
elevado potencial citotdxico em varias linhas celulares de cancro humano (pulmdes,
mama, estébmago, etc.) embora com menor actividade quando comparados com a
Gemcitabina. Maeda et. al. [76] anos antes, efectuaram ensaios de actividade
antitumoral com complexos de platina (Il) e a seleno-guanina ou tio-guanina (122,
Figura 11.16) em linhas celulares de ratos (L1210) tendo verificado um aumento de
actividade antitumoral do composto contendo selénio comparativamente ao complexo

com enxofre.

(120) (121) (122)

Figura I1.16- Estruturas quimicas de compostos estudados com potencial citotoxico.

Tendo em conta as evidéncias ja demonstradas do papel do selénio, enquanto
agente antioxidante e anticarcinogénico bem como os estudos efectuados que
demonstram um potencial efeito citotdxico de compostos contendo selénio e que se
inserem na categoria de antimetabolitos, pareceu-nos interessante avaliar a actividade
citotéxica promovida pela substituicdo do grupo carbonilo pelo grupo seleno-carbonilo

de varias purinas, pirimidinas e desoxinucledsidos.

Na sequéncia do sucesso obtido na selenacao de flavondides, na presenca de
R.W. (42) com aquecimento por microondas (secgao Il.1), pensou-se em aplicar a
mesma metodologia na transformacdo do grupo(s) carbonilo(s) de purinas e

pirimidinas em grupo(s) seleno-carbonilo.

Os ensaios preliminares de selenacao desta classe de compostos foram
efectuados com a 1,3,7-trimetilxantina (Figura 11.17, 123), que € vulgarmente
conhecida como cafeina. As xantinas, tém sido intensivamente estudadas nas ultimas
décadas pelo seu potencial anticarcinogénico especialmente quando administradas
em combinagdo com outros farmacos usados na terapia do cancro [77]. Varios
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estudos, in vivo e in vitro ja realizados, revelam que as xantinas e em particular a
cafeina, inibem o desenvolvimento de tumores induzidos por agentes carcinogénicos,
em 6rgaos como pele, mama, estdbmago, pulmdes e figado [77]. A escolha desta
purina para 0s ensaios preliminares deve-se, para além das propriedades verificadas
acima descritas, as suas caracteristicas estruturais. Nao existindo grupos hidroxilo na
molécula, 123 podera ser directamente submetida as condi¢coes de selenagdo com
R.W. sem haver necessidade de incluir passos adicionais de proteccdo e
desproteccgao.

/

~, N
A

Figura .17 - Estrutura quimica da cafeina (123).

(123)

Assim, aplicou-se a metodologia usada na preparagdo de flavondides
selenados, envolvendo a irradiagdo por microondas de uma solugéao de cafeina (1,0
eq.) em acetonitrilo (3 mL), a qual se adicionou R.W. (0,4 eq.) (ensaio 1, Tabela 11.16).
A reaccéo foi seguida por c.c.f [diclorometano/metanol (9:1)] verificando-se a formagao
de um produto, sem haver consumo total do material de partida (123). A mistura
reaccional foi purificada por c.c.f.p [diclorometano/metanol (9:1)] tendo-se isolado o
produto 1,3,7-trimetill-6-selenoxo-6,7-di-hidro-1H-purina-2(3H)-ona (Tabela I.14, 124)
com um rendimento de apenas 4%. Foi ainda recuperado 66% do material de partida.
O programa de microondas usado, que envolveu uma irradiacdo da mistura reaccional
durante 5 min., a uma poténcia de 175 W, deu origem a formacado do produto
pretendido mas com um baixo rendimento. Na tentativa de encontrar um conjunto de
condi¢des experimentais que favorecesse a formagao de 124, efectuou-se uma série
de ensaios em que se variou 0 numero de equivalentes de R.W., o solvente, o tempo e

a poténcia de irradiagéo (Tabela 11.14).
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Tabela 1l.14- Condi¢des experimentais testadas e resultados obtidos na preparagéo de 124, a

partir de 123 mediada por R.W. por irradiagdo de microondas.

(9]
Se
/ 1) RW. (0,4-0,8 eq.)
Sy | N> MW, 5-180 min. N\ N/
A At - [ )
o N N Solvente apropriado {
(0] N

| (123) | (124)

o’ B soveme lompe o frograme, 1
1 0,4  acetonitrilo 5 A 4 66
2 0,8  acetonitrilo 5 A

3 0,4  acetonitrilo 5 B

4 0,8  acetonitrilo 10 B v v
5 0,4 tolueno 5 C 2 79
6 0,4 tolueno 5 D 3 61
7 0,4 tolueno 10 D 5 75
8 0,4 tolueno 5 E 2 v
9 0,8 tolueno 5 E 2 v
10 0,4 tolueno 10 E 1 v
1 0,8 tolueno 10 E 3 v
12 0,4 tolueno 30 E v v
12 0,4 tolueno 50 E 7 51
13 0,4 tolueno 90 E 17 59
14 0,8 tolueno 180 E 23 49
15 0,8 p-xileno 180 E 30 49
16 0,6 p-xileno 180 E 41 v
17 0,8 1,4-dioxano 180 E 19 59
18 0,8 Propionitrilo 180 E 21 v

? Microondas CEM (Discover Benchmate); ° Poténcia/Temperatura maxima atingida: A-175W/150°C; B-
200W/130°C; C-175W/135°C; D-250W/150°C; E-300W/170°C. © Legenda: * - Verifica-se formacdo de
produto por c.c.f [diclorometano/metanol (9:1)]. Rendimento ndo determinado; x — N&o se verifica a
formagéo de produto por c.c.f [diclorometano/metanol (9:1)].
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Nos ensaios efectuados em acetonitrilo, quando se tentou aumentar o nimero
de equivalentes de R.W., mantendo a poténcia e o tempo de irradiagdo constantes,
nao se verificou uma melhoria na conversao da cafeina em 124 (ensaios 1 vs 2,
Tabela 11.14). Tentou-se ainda, mantendo o numero de equivalentes e o tempo de
irradiacdo, aumentar a poténcia. O aumento de 175 W para 200 W também nao
originou uma melhoria significativa na conversdao em 124 (ensaios 1 vs 3, Tabela
[1.14). O mesmo se verifica com o aumento do tempo de irradiagéo (ensaios 2 vs 4,
Tabela 11.14). Nestes primeiros ensaios néo foi efectuada uma purificagdo da mistura
reaccional nem a quantificacdo do produto obtido. No entanto, as reacg¢des foram
controladas por c.c.f [diclorometano/metanol (9:1)] e comparadas com o resultado
obtido no ensaio 1 (Tabela 11.14).

Na medida em que os ensaios efectuados em acetonitrilo ndo resultaram em
qualguer melhoria da conversao da cafeina em 124, promoveram-se varias reac¢des
com outros solventes como o tolueno, p-xileno, 1,4-dioxano e o propionitrilo (Tabela
[1.14). Como ja referido, a literatura [51c] indica que os solventes mais indicados para
reacgdes em microondas correspondem a solventes polares. No caso particular da
reaccao em estudo, a escolha do solvente estava limitada na medida em que n&o era
possivel utilizar solventes polares que apresentassem grupos carbonilo e/ou grupos
hidroxilo, sob o risco reagirem com o R.W.

Comparando o ensaio efectuado em tolueno com o efectuado em acetonitrilo,
mantendo o nimero de equivalentes, tempo e poténcia de irradiagao, nao se verificou,
mais uma vez, qualquer melhoria significativa no rendimento (ensaios 1 vs 5, Tabela
[1.14). Ainda assim, efectuaram-se varios ensaios com tolueno como solvente. Com
este solvente verifica-se que, mantendo o numero de equivalentes e o tempo de
irradiacdo, o aumento da poténcia nao altera significativamente o rendimento (ensaios
5 vs 6 vs 8, Tabela 1l.14). O mesmo se pode afirmar relativamente ao aumento do
numero de equivalentes, mantendo as restantes condi¢cdes experimentais (ensaios 8
vs 9 e ensaios 13 vs 14, Tabela Il.14). No entanto, quando se aumentou o tempo
reaccional (de 10 para 180 min.) mantendo as restantes condigcbes experimentais,
verificou-se um aumento bastante significativo na conversdo da cafeina em 124

(ensaios 11 vs 14, Tabela I.14).

Perante estes resultados tentou-se promover a reacgdo com um tempo
reaccional longo variando apenas o solvente usado (ensaios 14 vs 15, 17 e 18, Tabela
[1.14). O melhor resultado nestas condi¢des foi obtido para a reac¢ao efectuada em p-
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xileno, em que 124 foi obtida com 30 %. Num ultimo ensaio tentou-se verificar o efeito
do do numero de equivalentes de R.W.: quando se diminuiu 0 nimero de equivalentes
(de 0.8 eq. para 0.6 eq.) mantendo o tempo e poténcia de irradiacao verificou-se uma
melhoria no rendimento do produto 124 de 30% para 41% (ensaios 15 vs 16, Tabela
[1.14).

Pelos ensaios de optimizacdo das condicbes reaccionais efectuados, verifica-
se que o método mais eficaz encontrado, para a selenagao da cafeina (123) é o que
envolve o uso de p-xileno como solvente, na presenca de 0,6 eq. de R.W. com uma
irradiacdo de 300 W durante 180 min. (ensaio 16, Tabela 11.16). O produto 124 foi
obtido pelo método descrito, com um rendimento razoavel de 41%.

Mais uma vez, com o objectivo de comprovar a vantagem do método
desenvolvido como alternativa a métodos que envolvem o aquecimento convencional,
efectuou-se um ensaio em condi¢cdes semelhantes as descritas anteriormente onde
apenas se substituiu a irradiacdo de microondas, por aquecimento convencional. A
reaccao esteve em agitagcdo a uma temperatura de 170 °C e foi controlada por c.c.f.
[diclorometano/metanol (9:1)], observando-se a formagcao de 124. Apesar de ndo se
verificar o consumo total de cafeina, parou-se a reaccao ao fim de 180 min.. Ap6s o
tratamento e purificagdo da mistura reaccional obteve-se 124 com um rendimento de
apenas 2%. Os dados espectroscopicos obtidos estavam de acordo aos obtidos pelo
método de aquecimento por microondas. Comprovando-se assim, 0 aumento da
eficiéncia da reacgao pelo uso do microondas relativamente ao método que envolve o
uso do aquecimento convencional.

Devido ao sucesso obtido no método desenvolvido para a selenagdo da
cafeina (a sombreado na Tabela 1l.14), tentou-se aplicar o mesmo método na tentativa
promover a reacgao de selenacédo de algumas purinas e pirimidinas. Comegou-se por
aplicar o método desenvolvido a algumas bases purinicas nomeadamente a 1-metil-
xantina (125), tioxantina (126), guanina (127) e a base pirimidinica uracilo (128)
(Figura 11.18).
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Figura 11.18 - Estrutura quimica das bases puricas, 1-metil-xantina (125), tioxantina (126) e
guanina (127) e a base pirimidinica uracilo (128), testadas com o método de selenagao

desenvolvido.

Assim, preparou-se uma suspensao de purina/pirimidina (1,0 eq.) em p-xileno
seco (3 mL), a qual se adicionou R.W. (0,6 eq., 83 mg, 0,16 mmol). A mistura foi
irradiada, por microondas a uma poténcia de 300 W, durante 180 min. (Tabela 11.15).
Em qualquer uma das reaccbes efectuadas verificou-se a formagdo de uma
suspensdo com o arrefecimento da mistura reaccional. A purificagdo e separagdo do
material de partida (nunca se observou o seu consumo total) e os possiveis produtos

formados foram bastante dificultadas por este motivo.

Tabela I.15—- Ensaios efectuados a partir de das purinas 125, 126, 127 e pirimidina 128.

1) RW (0,6 eq.)

o MW, 180 min.
Purina/Pirimidina Produto Selenado

p-xileno (129)

(125-128)

Reaccao Material de partida n (%)

1 125 -

126 -

127 -

B~ OS] B (]

128 16 (129)

No que diz respeito a reacc¢do a partir da 1-metil-xantina (125) (Reacgéo 1,
Tabela 11.15), verifica-se por c.c.f [diclorometano/metanol (9:1)] a formacdo de um
produto de R; superior ao material de partida 125. No entanto o espectro de '"H RMN
do produto isolado por c.c.f.p [diclorometano/metanol (9:1)] revelou ser extremamente
complexo impossibilitando a atribuicdo de qualquer sinal.

A reaccao efectuada a partir da tioxantina (126) (Reaccéao 2, Tabela 11.15), foi

analisada por c.c.f [diclorometano/metanol (9:1)] ndo se observando a formagéo de
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qualquer produto. Ainda assim, para confirmar este resultado, a mistura reaccional foi
centrifugada e o sobrenadante e o precipitado formado (dissolvidos em metanol) foram
analisados por HPLC analitico, por comparagdo com o padrao do material de partida
126, também dissolvido em metanol. Pela andlise dos cromatogramas obtidos,
confirmou-se a nao formagéao de qualquer produto, e a existéncia de tioxantina (126)
na fracgcao correspondente ao precipitado.

Da reacgédo efectuada a partir da guanina (127) (Reaccéo 3, Tabela I1.15),
obteve-se uma supensao branca. O solvente da mistura reaccional foi evaporado a
pressdo reduzida e o sélido obtido foi dissolvido em metanol. No entanto, verificou-se
que ainda assim nao era possivel solubilizar toda a mistura. Esta mistura foi
centrifugada e o sobrenadante obtido retirado. Tentou-se ainda dissolver o precipitado
noutros solventes polares como o DMF mas sem sucesso. O sobrenadante foi
purificado por c.c.f.p [dicloromentano/metanol (9:1)] tendo sido recolhidas duas
fraccdes. Estas foram analisadas por 'H-RMN sem no entanto se verificar a formacéo
de qualquer produto.

O insucesso das reacgbes de selenacdo com 125, 126 e 127 podera ser
explicado pela contribuicdo significativa dos respectivos hibridos de ressonancia, na
possibilidade de deslocalizagdo de carga dos electrdes nao ligantes do atomo de
azoto. Esta contribuicdo é promovida essencialmente pela ndo substituicao total dos
atomos de azoto do grupo funcional amida (Figura 11.19). No caso da guanina, a
insolubilidade observada nas condig¢des utilizadas, podera ter também contribuido para
o resultado obtido.

(O OH
T — 10

N
H

Figura 11.19 - Contributores de ressonancia da tioxantina (126).

Apesar do insucesso obtido nas reacgdes de selenagédo das bases purinicas,
quando se aplicaram as condigbes reaccionais desenvolvidas a selenagao do uracilo
(128) (Reacgéo 4, Tabela 11.15), houve indicagdo de ocorréncia de reacgéo. A mistura
reaccional obtida apresentava-se sob a forma de suspensdo sendo necessaria a

centrifugacdo para possibilitar a analise, separagéo e purificagdo da mesma, tendo-se
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verificado por c.c.f [n-hexano/acetato de etilo (3:7)] que o produto resultante da
selenacgao se encontrava na fracgéo do precipitado. Este por sua vez foi dissolvido em
THF e purificado por cromatografia “short path” [n-hexano/acetato de etilo (1:1 até
3:7)], tendo-se isolado a 4-selenoxo-3,4-di-hidropiridina-2(1H)-ona (129) com um
rendimento de 16%.

O composto 129 ja havia sido descrito por Shiue e Chu [78]. A reaccao descrita
por estes autores, que envolve o uso de um excesso de H,Se (seleneto de hidrogénio)
promove a formacéo de 129, apds 5 dias a refluxo (piridina), com um rendimento de
12%. Apesar do método desenvolvido nao revelar uma melhoria significativa no
rendimento, comparativamente ao método de Shiue e Chu [ref], a formacao de 129
ocorre num menor tempo reaccional e com menor quantidade de agente de selenagao
(RW.).

I1.2.1. Selenacao de 2’-desoxinucledsidos

Para a selenagdo dos desoxinucledsidos, 2’-desoxiguanosina (130) e 2-
desoxicitosina (131) e 2’-desoxitimidina (132) (Figura 11.20) houve necessidade de
proteger previamente os grupos hidroxilos da unidade de agucar (Figura 11.21), tendo a
3’,5’-O-bis-(tert-butildimetilsilil)-2’-desoxiguanosina (133) e 3’,5’-O-bis-(tert-butildimetil-
silil)-2’-desoxicitosina (134) sido inicialmente utilizadas nos primeiros ensaios de
selenacdo. A escolha inicial do grupo TBDMS (tert-butildimetilsililo), como grupo
protector, deve-se ao facto de a sua introdugdo ocorrer mediante uma reacgao
bastante simples, conduzindo a rendimentos satisfatérios [69]. Além disso, a clivagem
do éter sillado a alcool é bastante rapida, bastando promover a reac¢gdo com o sal
quaternario de amoénio, fluoreto de tetrabutilaménio (TBAF) em tetra-hidrofurano
(THF), a temperatura ambiente [69].

(130) (131) (132)

Figura 11.20 - Estrutura quimica da 2’-desoxiguanosina (130), 2’-desoxicitidina (131) e 2-
desoxitimidina (132).
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Figura 1.21 - Estrutura quimica de 3’,5’-O-bis(terc-butildimetilsilil)-2’-desoxiguanosina (133), e
3',5’-O-bis-(tert-butildimetilsilil)-2’-desoxicitosina (134)

Os desoxinucleodsidos 3’,5’-O-bis-(terc-butildimetilsilil)-2’-desoxiguanosina (133)
e 3,5-0O-bis-(terc-butildimetilsilil)-2’-desoxicitosina (134) foram assim submetidos as
condicdes de selenacdo. Obtendo-se em ambos 0s casos uma mistura reaccional
muito complexa, sob a forma de suspensado, e extremamente dificil de separar e
purificar. Ainda assim, evaporou-se 0 solvente da reacgdo e tentou-se dissolver o
residuo em metanol. A suspensdes formadas foram centrifugadas e o sobrenadante
separado do precipitado. Dada a impossibilidade de dissolver os precipitados pretos
formados apenas os respectivos sobrenadantes foram analisados. No que diz respeito
a reaccao realizada a partir da 3’,5-0O-bis-(terc-butildimetilsilil)-2’-desoxiguanosina
(133), o sobrenadante foi analisado por HPLC analitico por comparagdo com o
material de partida, 133. O cromatograma obtido revelou que a fracgéo analisada nao
apresentava qualquer produto da reaccdo nem material de partida 133. Ja o
sobrenadante de 3’,5’-O-bis-(terc-butildimetilsilil)-2’-desoxicitosina (134), foi analisado
por c.c.f [diclorometano/metanol (9:1)] tendo-se observado a formagéo de um produto,
embora em muito baixa concentragéo, de R¢ superior ao material de partida 134 e
ainda o consumo do mesmo. Perante estes resultados, pensa-se que qualquer produto
formado nas duas reaccdes acima referidas estard na fraccdo ndo analisada,
nomeadamente o precipitado preto. Uma possivel explicagéo para o consumo total do
material de partida sera a reaccao do R.W com o atomo de silicio (Si) do grupo
protector. Desta forma, tentou-se proteger os desoxinucledsidos com outros grupos
protectores.

Em alternativa ao método descrito anteriormente, promoveu-se a reaccao de

130 e 132 (Figura Il. 20) com o brometo de benzilo (BnBr). Este é também um grupo
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protector muito usado na sintese de hidratos de carbono [69] originando éteres
benzilicos. Desta forma, preparou-se uma solugéo de 2’-desoxinucleésido (1,0 eq.) em
DMF, a qual se adicionou hidreto de sédio (NaH) e BnBr (Tabela 11.16). A reaccao foi
deixada em agitacao, a temperatura ambiente, sob atmosfera inerte, cerca de 72h e foi
seguida por c.c.f [diclorometano/metanol (9:1)].

Tabela 11.16- Condicdes reaccionais e produtos obtidos na proteccdo de 130 e 132 com

brometo de benzilo (BnBr).

Produto maioritario

Entrada Material de partida NaH (eq.) BnBr (eq.)
n (%)
1 130 5,4 5,4 -
22 132 10,0 10,0 74 (135)

? A mistura reaccional ficou em agitacéo e atmosfera inerte, cerca de 72 h. A reacgao foi iniciada com 4,0
eq. de NaH e de 4,0 eq. de BnBr seguida de trés adigbes de 2,0 eq. de NaH e 2,0 eq. de BnBr, ao longo
da reacgao.

Este tipo de reaccdes segue uma via do tipo de sintese de Williamson em que
o NaH funciona como base (que permite a desprotonacao do alcool) e o BnBr 0 agente
de benzilagdo. A reacgao de protecgao da 2’-desoxiguanosina (130) (ensaio 1, Tabela
[1.L13) deu origem a uma mistura reaccional extremamente complexa. Por c.c.f
[diclorometano/metanol (9:1)] verifica-se o consumo total do material de partida 130 e
a formacado de varios produtos com R; superior ao material de partida (ponto de
aplicacao). A tentativa de separacao por cromatografia “short path” [n-hexano, n-
hexano/acetato de etilo (3:7, 1:1, 7:3), acetato de etilo, diclorometano/metano (9:1)]
resultou em duas fraccdes maioritarias que foram analisadas por 'H-RMN. No entanto,
qualquer uma delas apresentava um espectro complexo nao sendo possivel identificar
qualquer produto. A formagao destes produtos pode ser explicada pela presenca de
varios grupos funcionais na molécula com possibilidade de ataque ao electréfilo BnBr,
nomeadamente o grupo amina (-NH,) ou o grupo amida (-NHC(O)-), para além dos
dois grupos hidroxilo.

A reaccdo de protecgéo via BnBr da 2’-desoxitimidina (132) foi controlada por
c.c.f [diclorometano/metanol (9:1)]. Logo nas primeiras horas de reacgéo verificou-se a

formacao de dois produtos maioritarios, sem no entanto se verificar o consumo total do
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material de partida. Considerou-se que estes produtos, de R superior ao material de
partida, corresponderiam aos produtos monobenzilado e dibenzilado de 132. Desta
forma, foram efectuadas mais adi¢ées de BnBr e NaH (ensaios 2, Tabela 11.16) para
promover o consumo total do material de partida bem como a conversdo maxima no
produto dibenzilado. Tal foi conseguido ao fim de cerca de 72h de reacgao. Apds o
tratamento e separagdo da mistura reaccional foi obtido o produto e 3-benzil-1-[(2R,
4S,5R)-4-(benziloxi)-5-(benziloximetil)tetra-hidrofurano-2-il]-5-metilpiridina-2,4-(1 H,3 H)-
diona (135, Tabela 11.17)) com um rendimento de 74%.

A caracterizagao estrutural deste produto foi efectuada por RMN, tendo como
base as correlagbes observadas nos espectros bidimensionais (HSQC e HMBC). Foi
possivel identificar os sinais correspondentes a unidade do agucar (representados a
rosa na Tabela 11.17). Observa-se também, no espectro de 'H-RMN um singuleto (a
integrar para um protéo) a 7,68 ppm correspondente ao protdo C°H da unidade da
timidina (representada a azul na Tabela 11.17). Este sinal apresenta, no espectro de
HMBC, correlacdes a trés ligagdes com os sinais a 163,3 ppm (C*=0), 151,2 ppm
(C?=0) e 13,3 ppm (C’) bem como uma Unica correlagéo a duas ligagées com o sinal a
109,7 ppm (C°). O singuleto a 1,65 ppm, a integrar para trés protdes, corresponde aos
protdes do grupo metilo, da unidade da timidina, C’'H. Este apresenta correlacdes com
os sinais a 163,3 ppm, 151,2 ppm e 109,7 ppm correspondentes aos carbonos C*=0,
C?=0 e C°®, respectivamente.

As evidéncias da formacdo de 135 foram ainda dadas pelo aparecimento no
espectro de 'H-RMN, de um multipleto a integrar para quinze protdes na zona
aromatica (7,41-7,27 ppm), sugerindo a entrada de trés grupos benzilo. Além disso
observa-se um singuleto a integrar para dois protdes e um multipleto a integrar para
quatro protdes, a 5,01 ppm e 4,59-4,45 ppm, respectivamente, correspondentes aos
carbonos CH, dos grupos benzilos. A posi¢cdo de entrada dos trés grupos benzilo foi
confirmada através dos espectros bidimensionais, HSQC e HMBC. O singuleto a 5,75
ppm correspondente ao protdo C'’H, apresenta uma correlagdo no espectro de
HSQC, com o sinal a 44,6 ppm. Além disso, apresenta duas correlacoes a trés
ligacdes com os dois carbonos carbonilicos, C*=0 e C?=0 a 163,3 ppm e 151,2 ppm,
respectivamente, no espectro de HMBC (Figura 11.22). O multipleto a 4,59-4,45 ppm
correspondente aos protdes C*’H e C*’H apresenta no espectro de HSQC duas
correlagées com os sinais a 73,4 ppm e 71,1 ppm. Ja no espectro de HMBC (Figura
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1.22), os protdes C*’H e C®’H apresentam correlacdes a trés ligagdes com os
carbonos C* e C%, respectivamente.

r40
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r70

roo
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ri1o
r120

carbono (ppm)

r130

F140
ArC/C™H e C'H

r150

- CI/C"H 160
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c'ic’H r170
180
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5.7 5.5 53 5.1 49 48 47 46 45 44 43 42 41 4.0 39 3.7
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Figura 11.22 - Algumas correlagbes a duas e trés ligagdes () (HMBC) observadas para 3-
benzil-1-[(2R, 4S, 5R)-4-(benziloxi)-5-(benziloximetil)tetrahidrofurano-2-il]-5-metilpiridina-2,4-
(1H,3H)-diona (135) em DMSO-d; (400 MHz).

76



Discussao de Resultados

Tabela 1l.17- Dados espectroscopicos obtidos para 3-benzil-1-[(2R, 4S, 5R)-4-(benziloxi)-5-
(benziloximetil)tetrahidrofurano-2-il]-5-metilpiridina-2,4-(1 H,3H)-diona (135).

'"H-RMN (DMSO-d;) 3C RMN (DMSO-d;)

5 (ppm) J (Hz) 5 (ppm)

Estrutura

7,68 (1H, s, C°H), 7,41-7,27  163,3 (C*=0), 151,2 (C°=0)

(15H, m, ArCH), 6,27 (1H, t, 139,0 (C*” ou C*”), 139,9

@ \(L/\O J=7,8,C"H), 5,01 (2H, s, (C?” ou C*), 138,0 (C'),

A C'"H), 4,59-4,45 (4H, m, 135,6 (C%), 129,3-128,3
I C?’H e C*H), 4,31-4,29 (1H,  (ArC), 109,7 (C°), 86,1 (C"),

m, C*H), 4,24-4,23 (1H, m, 84,0 (C*), 79,8 (C*), 73,4
C*H), 3,79-3,67 (2H, m, (C® ou C*), 71,1 (C*’ou C*”
C”H, e C”H,), 2,54-2,43 (1H, e C®), 44,6 (C'), 37,6 (C?),

m, C*H,), 2,31-2,24 (1H, m, 13,5 (C').
C*%Hy), 1,65 (3H, s, C'H).

(135)

A selenacao 3-benzil-1-[(2R, 45, 5R)-4-(benziloxi)-5-
(benziloximetil)tetrahidrofurano-2-il]-5-metilpiridina-2,4-(1H,3H)-diona (135) levou a
formacdo de uma suspensdo sendo necessdaria recorrer a um processo de
centrifugacdo para possibilitar a analise, separacdo e purificacdo da mistura
reaccional. Tendo-se verificado por c.c.f [n-hexano/acetato de etilo (7:3)] que o produto
resultante da selenagao se encontrava na fracgédo do sobrenadante. Assim, a solugéao
foi separada e purificada por cromatografia “short path” [n-hexano/acetato de etilo
(7:3)] tendo-se obtido o produto benzil-1-[(2R,4 S,5R)-4-(benziloxi)-5-
(benziloximetil)tetrahidrofirano-2-il]-5-metil-4-selenoxo-3,4-di-hidropiridina-2(1 H)-ona
(136), com um rendimento de 16%. Este resultado mostrou claramente que para a
aplicacao do método de selenacédo desenvolvido ndo se podera utilizar como grupos
protectores os éteres sililados.

Na sequéncia da estratégia adoptada, tentou-se desproteger o produto
selenado 136 por dois métodos distintos. O primeiro método utilizado, que foi
adaptado da literatura [79] para a desproteccdo de desoxinucledsidos benzilados,
consistiu na preparagdo de uma solugédo de 3-benzil-1-((2R,4S,5R)-4-(benziloxi)-5-
(benziloximetil)tetrahidrofirano-2-il)-5-metil-4-selenoxo-3,4-di-hidropiridina-2(1H)-ona
(136) em metanol/acido acético (4,37mL/0,66mL), a qual foi adicionado paladio (0) sob
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carvao activado (Pd-C). A mistura reaccional foi deixada em agitacado, sob atmosfera
de hidrogénio, a pressao atmosférica. Durante dois dias, a reaccao foi seguida por
c.c.f [n-hexano/acetato de etilo (7:3)] mas ndo se observou a formacédo de qualquer
produto nem o consumo do material de partida.

Devido ao insucesso da primeira tentativa de desprotecgdo de 136, tentou-se
uma via alternativa. Qiu et. al. [80] descreve o uso de tricloreto de cloro (BCl;) como
agente dos remogéo de grupos benzilo. Assim, preparou-se uma solugcao de 3-benzil-
1-((2R,4 S,5R)-4-(benziloxi)-5-(benziloximetil)tetrahidrofirano-2-il)-5-metil-4-selenoxo-
3,4-di-hidropiridina-2(1H)-ona (136) em diclorometano seco (0,5 mL), a qual foi
adicionado 12,0 eq. de BCl; (a -78°C). A reaccdo foi seguida por c.c.f
[diclorometano/butanol (9:1)] e deixada em agitacdo durante a noite. Como nao se
observou a formacdo de qualquer produto arrefeceu-se novamente a mistura
reaccional e adicionou-se mais 12,0 eq. de BCls. Ap6s mais 24h, sob agitagcao, parou-
se a reacgao e adicionou-se uma solugao aquosa de hidrogenocarbonato de sédio
(NaHCO3) (a -78 °C). A mistura reaccional, apresentava um precipitado que foi
decantado. O precipitado e a solucao obtida foram lavados com uma mistura de
diclorometano/n-butanol (9:1) (2 x 10mL), Apds a secagem com sulfato de magnésio
anidro, filtragdo e a remogé&o do solvente por destilacdo a pressdo reduzida, o
precipitado bem como o residuo obtido foram analisados por 'H-RMN, tendo-se
observado apenas os desvios correspondentes ao material de partida, revelando o
insucesso desta reacgao de desproteccao. No entanto, outros métodos poderao ser
ainda testados nomeadamente o0 método de hidrogenacao a pressdes mais elevadas
[80].

11.2.3.- Caracterizacao estrutural de derivados de purinas e
pirimidinas selenadas nas posicoes carbonilicas

A caracterizacao estrutural dos derivados selenados de purinas e pirimidinas foi
efectuada por RMN, IV e espectrometria de massa. Como ja referido para os
derivados selenados de flavonoides (ver seccao 11.1.2), sendo o atomo de selénio
maior que o atomo de oxigénio, a banda de IV correspondente a uma ligacao C=Se
aparecera a numeros de onda significativamente inferiores (1200-700 cm™) [68],
comparativamente aos esperados para uma ligacdo C=0. As primeiras evidéncias da
formagado dos produtos selenados 124, 129 e 136 foi dada quando se comparou 0s
espectros de IV dos materiais de partida 123, 128 e 135 com os respectivos produtos
selenados, e se observou a variacdo acima mencionada (Tabela 11.18)
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Tabela 11.18- Dados espectroscépicos de infravermelho observados para os produtos (124),

(129) e (130) e respectivos materiais de partida.

Composto C=0?(cm™) Produtos C=X" observada (cm™)
Cafeina (123) 1700, 1655 124 1695 (C=0), 1093 (C=Se)
Uracilo (128) 1735, 1715 129 1697 (C=0), 1035 (C=Se)

2’-desoxitimidina (132) 1699, 1660 136 1688 (C=0)

? espectros padréo efectuados em KBr; ® X=0, Se.

Tomando como exemplo a cafeina (123) e o respectivo produto selenado 124,
€ possivel verificar o desaparecimento da banda correspondente a um dos grupos
carbonilo de 123, dando lugar a uma nova banda a 1093 cm™ (a bold, Tabela Il)
correspondente a uma ligagdo C=Se. Os valores obtidos para as novas banda
observadas estdo de acordo com o esperado para o tipo de ligagdo C=Se [66, 68]. No
caso do produto 136, ndo foi possivel observar a nova banda C=Se uma vez que a
zona de 1200-700 cm™ se encontrava bastante sobrecarregada. Ainda assim observa-
se 0 desaparecimento de uma das bandas correspondentes a um dos grupos
carbonilo de 132.

Outra evidéncia da formacao dos produtos selenados 124, 129 e 136, foi dada
pelos respectivos espectros de *C-RMN. A substituicdo do 4tomo de oxigénio por um
atomo de selénio promove um desvio para campo mais baixo, do sinal correspondente
ao carbono directamente ligado ao selénio, ja explicado anteriormente. Mais uma vez,
comparando os desvios quimicos de carbono-13 ('*C) dos compostos 124, 129 e 136,
com os desvios quimicos de '*C dos respectivos materiais de partida, observa-se o
aparecimento de um sinal a campo bastante baixo (a bold, Tabela 11.19), indiciando a
entrada de um atomo de selénio.
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Tabela II.19- Desvios quimicos de '®C-RMN e "’Se-RMN correspondentes aos dois carbonos

mais desblindados para os produtos (124), (129) e (136) e respectivos materiais de partida.

Material de BC=X° observada 7Se-RMN
. C=0 (ppm) Produto
Partida (ppm) (ppm)
Cafeina (123) 155, 150° 124 177,8; 149,6 601,5
Uracilo (128) 165, 152° 129 191,7;148,4 679,0
(135) 163, 151 136 195,6; 149,2 801,1

 Espectro padrdo de 123 adquirido em CDCls (400 MHz); ° Espectro padrdo de 128 adquirido em DMSO-
ds (400 MHz); ©X=0, Se

Um exemplo desta situagcdo, pdde ser observado para o uracilo (128) e o
correspondente produto de selenagédo 129, onde se observa o aparecimento a campo
baixo de um sinal a 191,7 ppm, no espectro de '*C-RMN. De acordo com a literatura,
os desvios quimicos para os dois carbonos mais desblindados do uracilo,
correspondentes aos dois carbonos dos grupos carbonilo, surgem a 165 e 152 ppm. O
desvio de um dos sinais para campo mais baixo, sugere a substituicdo do a&tomo de
oxigénio por um de selénio. A confirmacao da presenca do atomo de selénio nos
produtos formados foi obtida por “Se-RMN (Tabela 1.19). Todos os desvios
encontrados estao de acordo aos esperados para ligagdes do tipo C=Se [66].

A atribuicdo dos sinais de 'H-RMN e "C-RMN (Tabela 11.20 a 11.22) foi
efectuada com base nas correlacdes observadas nas técnicas de HSQC e HMBC.

Através das correlagdes observadas no espectro de HMBC (Figura 11.23) foi
possivel, por exemplo, identificar a posicao de substituicdo do atomo de oxigénio por
um atomo de selénio do produto 124. O sinal a 149,6 ppm (C=0), apresenta duas
correlagcbes a trés ligacbes com os singuletos que integram para trés protoes,
correspondentes a dois grupos metilo, a 3,98 e 3,59 ppm (C°H e C'H
respectivamente). Por outro lado, o sinal mais desblindado, a 177,8 ppm (C=Se)
apresenta apenas uma correlacdo a trés ligagbes com o singuleto a 3,98 ppm,
correspondente ao grupo metilo C'°H. Perante estes resultados, juntamente com a
confirmagéo da presenca do atomo de selénio por "’Se-RMN (Tabela 11.19), com um
sinal a 601,5 ppm, é possivel afirmar que houve efectivamente uma substituicdo do
4tomo de oxigénio por um de selénio na posicéo C°.
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Figura 11.23 - Algumas correlagbes a duas e trés ligagdes () (HMBC) observadas para
1,3,7-trimetill-6-selenoxo-6,7-di-hidro-1H-purina-2(3H)-ona (124) em CDCl; (500 MHz).

A determinagao da posigao de substituicdo do atomo de oxigénio por um atomo

de selénio para os restantes produtos, foi efectuada de forma muito similar ao acima

descrito.

A confirmacdo da formacdo dos produtos 124, 129 e 136 foi dada por

espectrometria de massa com ionizagdo por electrospray, onde se observam cinco

sinais correspondentes a molecula protonada, [M+H]*, de cinco dos seis is6topos

naturais mais abundantes do elemento Se. A mesma razao isotopica € observada para

o iao molecular [M]*, por espectrometria de massa de alta resolugdo por impacto

electrénico (Tabela 11.20 a 11.22).
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Tabela 11.20- Dados espectroscopicos obtidos para 1,3,7-trimetill-6-selenoxo-6,7-di-hidro-1H-
purina-2(3H)-ona (124).

Estrutura

(124)

IV (KBF) vmax (cm™) 1697 (C°=0), 1035 (C°=Se)

"H-RMN (CDCL;) 7,78 (1H, s, C®H), 4,26 (3H, s, C'?H), 3,98 (3H, s, C'°H), 3,59 (3H, s, C''H)
3 (ppm) J (Hz)

177,8 (C°=Se), 149,6 (C°=0), 145,2 (C°), 143,5 (C*), 122,2 (C>),

*C-RMN (CDCl;) & (ppm) 37.8 (C'), 36.3 (C'?), 30,3 (C")

"Se-RMN (CDCl;) & (ppm) 601,5

261 [M(°“Se)+H]* (20), 259 [M(*°Se)+H]" (100), 257 [M("°Se)+H]*

EM (ESl+) m/z (int.rel., %) (35), 256 [M(77Se)+H]+ (15), 255 [M(768e)+H]+ (17,5)

[M(**Se)]" CsH1,0ON,*“Se (260,00161) 260,00210,
IM(®°Se CgH1,0ON,*Se (258,00144) 258,0007, [M("®Se)]"
CsH1,0N,"Se (256,00221) 256,00302, [M(”’Se)]"
(calc.) obtida CgH100ON,"Se (255,00041) 255,00186, [M("°Se)]*

CsH100ON,"°Se (254,00412) 254,00344

EMAR-IE (+) m/z

Tabela 11.21- Dados espectroscédpicos da 4-selenoxo-3,4-di-hidropiridina-2(1H)-ona (129)

Estrutura

(129)

IV (KBr) vmax (cm™) 1695 (C°=0), 1093 (C*=Se)

"H-RMN (DMSO-dj) & (ppm) J (Hz) 7,40 (1H, d, J= 5,8, C°H), 6,47 (1H, d, J= 5,8, C°H)

C-RMN (DMSO-d;) 5 (ppm) 191,7 (C*=Se), 148,4 (C°=0), 137,9 (C°), 116,4 (C°)

"’Se-RMN (DMSO-d;) & (ppm) 679,0
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Tabela 11.22- Dados espectroscépicos de 3-benzil-1-[(2R,4S,5R)-4-(benziloxi)-5-

(benziloximetil)tetrahidrofirano-2-il]-5-metil-4-selenoxo-3,4-di-hidropiridina-2(1H)-ona (136).

Se
L3QE
0.
¢ O
Estrutura ok P
H |z > H

o} H
o

(136)

IV (filme) vmay (cm™) 1688 (C°=0)

8,03 (1H, s, C°H), 7,40-7,21 (15H, m, ArCH), 6,23 (1H, t, J =
7,2,C"H), 5,98 (1H, d, J= 14,3, C""H,), 5,89 (1H, d, J =
'H-RMN (acetona-ds) 14,3, C""H,), 4,65-4,57 (4H, m, C*’"H e C*’H), 4,42-4,41 (1H
5 (ppm) J (Hz) m, C*H), 4,34-4,33 (1H, m, C*H), 3,91-3,76 (2H, m, C*’H, e
C*Hy), 2,61-2,56 (1H, m, C*H,), 2,41-2,35 (1H, m, C*Hy),
1,99 (3H, s, C'H)

195,6 (C*=Se), 149,2 (C°=0), 139,4 (ArC*” ou ArC*”), 139,2
(ArC?’ ou ArC*”), 137,3 (ArC'”), 130,7 (C°), 130,2-128,2
(ArC), 127,6 (C°), 88,14 (C"), 85,49 (C*), 79,84 (C*), 74,12
3 (ppm) (C? ou C*), 71,89 (C*” ou C*"), 71,09 (C*), 54,66 (C"),

39,09 (C?), 22,24 (C')

®C-RMN (acetona-dj)

"Se-RMN (acetona-d,)

801,1
5 (ppm)
[M(®*Se)]* Cs1H3:04N:*Se (578,15236) 578,15515, [M(**Se)]*
EMAR-IE (s) miz Ca1Ha204N,*’Se (576,15218) 576,15430, [M("*Se)]*
C31H3204N,"®Se (574,15296) 574,15059, [M("’Se)]*
(calc.) obtida CaiH5204N,7’Se (573,15487) 573,13298, [M("°Se)]*

Cs1H3,04N,"®Se (572,15487) 572,13198.
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1.3 — Ensaios de citotoxicidade

Foram realizados estudos de viabilidade celular com o produto selenado, 1,3,7-
trimetill-6-selenoxo-6,7-di-hidro-1H-purina-2(3H)-ona (124) (ver secgéao Ill.2). Os
resultados preliminares obtidos, efectuados em células de cancro de mama MCF-7
indicaram a diminuicdo efectiva de 14% da viabilidade celular, quando tratadas
conjuntamente com doxorubicina (1 uM) e 124 (100 uM) em comparagdo com 0S
valores obtidos no tratamento com apenas doxorubicina (1 pM). De referir que o
tratamento conjunto destas células com doxorubicina (1 uM) e cafeina (100 uM) teve
um efeito quase negligenciavel na viabilidade celular evidenciando a influéncia do
selénio neste efeito. Estes resultados sugerem que o desenvolvimento de novos
derivados da selenocafeina poderdo ter interesse como possiveis agentes
terapéuticos em combinacdo com agentes anticancerigenos cujo modo de accao

envolva a lesdo de DNA

I.4- Conclusoes

Desenvolveu-se um método para a interconversdao dos grupos funcionais
carbonilo para seleno-carbonilo, envolvendo a utilizagdo do reagente de Woollins
(R.W.) por irradiacao por microondas. Este método permitiu a preparacdo de uma
série de novos compostos organoselenados que foram caracterizados estruturalmente
com base nos resultados obtidos por Ressonancia Magnética Nuclear e
Espectrometria de Massa.

A optimizagcdo das condigbes experimentais envolvidas nesta reacgdo de
interconversado permitiu o estabelecimento de dois métodos gerais, que diferem no
nuamero de equivalentes de R.W., no tempo e poténcia de irradiagdo e no solvente
utilizado. O método geral A (que foi optimizado para a selenacao de flavondides)
envolve a utilizacdo de 0.4 eq. de R.W., em acetonitrilo mediante a irradiagcao por
microondas, durante 5 min., com uma poténcia de 175 W. O método geral B
(optimizado para a selenacgao de purinas) envolve a utilizagéo de 0,6 eq. de R.W., em
p-xileno, mediante a irradiagdo por microondas durante 180 min., com uma poténcia
de 300 W. A aplicacdo do método desenvolvido a moléculas contendo grupos hidroxilo
exige a proteccao prévia deste grupo funcional, tendo-se observado que a utilizagéo
de éteres sillados como grupos protectores ndo é compativel com o método

desenvolvido.
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A aplicacdo do método geral A na selenacgao de flavondides como a quercetina
(100), morina (101) e crisina (102), cujos grupos hidroxilo foram previamente
protegidos sob a forma de éteres metilicos, conduziu a formagdo dos derivados
selenados com rendimentos razoaveis. Foi possivel concluir que a eficiéncia desta
reaccao de selenacao é tanto maior quanto menor for a densidade electrénica no
carbono C* (carbono correspondente ao grupo carbonilo). Neste caso, a utilizacdo da
tecnologia de microondas revelou ser extremamente vantajosa, permitindo reaccgdes

mais selectivas quando comparadas a métodos de aquecimento convencionais.

Uma vez que a tarefa de optimizagdo das condicbes experimentais para
desproteccao dos grupos hidroxilo dos flavonoides selenados preparados se revelou
mais morosa do que a partida se esperaria, ndo foi possivel estudar o potencial
antioxidante dos novos compostos sintetizados. Na continuagdo deste trabalho,
pretende-se determinar a actividade antioxidante pelo método DPPH [81], destes
compostos selenados, e comparar com 0s respectivos materiais de partida. Deste
modo, avaliar-se-a as vantagens da introdu¢do do elemento selénio em compostos
com actividade antioxidante conhecida. Pretende-se ainda verificar se a introdugao do
atomo de selénio na crisina podera aumentar o efeito anticarcinogénico via formagéao

de complexos com cinases, ja observado para diversos derivados da crisina (102).

O método geral B que foi optimizado para a selenagdo de uma purina, a
cafeina (123) conduziu a formacao da 1,3,7-trimetill-6-selenoxo-6,7-di-hidro-1H-purina-
2(3H)-ona (124) (seleno-cafeina) com um rendimento de 41%. Neste caso a utilizagéo
da tecnologia de microondas revelou ser extremamente vantajosa, relativamente ao
método de aquecimento convencional permitindo promover reac¢ao de interconversao
do grupo carbonilo em seleno-carbonilo com rendimentos significativamente

superiores.

Embora este método geral ndo tenha sido aplicado com sucesso na selenagéao
das purinas, 1-metil-xantina (125), tioxantina (126) e guanina (127), a pirimidina uracilo
(128) foi eficientemente selenada com um rendimento de 16%. O insucesso na
selenacao das purinas estudadas podera ser explicado pela insolubilidade de alguns
destes compostos nas condicoes experimentais utilizadas e pela contribuigao
significativa dos respectivos hibridos de ressonancia, na possibilidade de
deslocalizagdo de carga dos electrées nao ligantes do atomo de azoto. Provou-se
ainda que é possivel selenar os desoxinucledsidos pelo método geral B ainda que se
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tenha que recorrer a proteccao prévia dos grupos de hidroxilo da unidade de agucar
sob a forma de éteres benzilicos.

Os ensaios preliminares de viabilidade celular efectuados em linhas de células
de cancro de mama efectuados com a cafeina selenada (124) indicam que
administracdo conjunta deste composto com a doxorubicina leva a uma diminuicao da
viabilidade celular. Uma vez que a cafeina ndo produziu este efeito, sugere que com a
interconversdo do grupo do grupo carbonilo em selenocarbonilo conduziu a um
aumento da capacidade citotéxica nas condicGes testadas. Este resultado parece
indicar que a preparacao de derivados da cafeina selenada (com o objectivo de
aumentar esta propriedade apresentada pela cafeina selenada) podera ter interesse
para o desenvolvimento de novos possiveis agentes terapéuticos em combinagdo com

agentes anticancerigenos cujo modo de acc¢ao envolva a lesdo de DNA.

Embora estes estudos de viabilidade celular em linhas celulares de cancro
tenham ainda sido efectuadas apenas para a cafeina selenada seria de todo o
interesse que estes testes fossem também efectuados para o uracilo selenado (129)
(dada a semelhanca com o antimetabolito actualmente usado em clinica, o 5-
fluorouracilo (118)). Por outro lado, seria também interessante avaliar se 0 método de
selenacdo desenvolvido poderd também ser aplicado para a preparagcdo de um
derivado selenado do 5-fluorouracilo de modo a avaliar se a presenga do atomo de
selénio melhoraria a eficacia deste antimetabolito.
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lll.1 - Reagentes, Solventes e Materiais

Todos os reagentes, disponiveis comercialmente, foram adquiridos a Sigma
Aldrich, SA (Madrid, Espanha) e usados como recebidos. O reagente de Woolins
(R.W.) foi preparado em laboratério de acordo com o método descrito na literatura
[48a] que envolve a formagao inicial de um pentamero (PPh)s, partindo do dicloreto de
fenilfosfina na presenca de magnésio, sendo posteriormente refluxado na presencga de

selénio.

Os solventes utilizados foram adquiridos a Sigma Aldrich, SA, Fulka e Merck.
Sempre que necessario, os solventes foram purificados e secos de acordo com os
métodos padronizados [82].

Para a realizacdo das cromatografias em camada fina (c.c.f.) e camada fina
preparativa (c.c.f.p.) foram utilizadas placas de silica gel GF., da Merck com

espessura 0.2 mm e 0.5 mm, respectivamente.

A deteccao dos compostos foi efectuada por irradiagdo de luz ultravioleta (UV)
a um comprimento de onda de 254 nm e/ou 366 nm.

As cromatografias em coluna “short path” foram efectuadas com suportes de
silica gel 60 GF2s, da Merck com granulos de 0.040-0.063 mm.

Em todos os casos, o eluente é referido, indicando-se a proporgao dos

componentes utilizados no caso de eluentes mistos.

lll.2 — Métodos e Equipamentos

lll.2.1 — Espectrometria de infravermelho (V)

Os espectros de infravermelho (IV) foram obtidos num aparelho FT/IR JASCO-
4100, em modo de transmitancia entre 4000 e 400 cm™'. Em cada situacéo, apenas as
frequéncias mais caracteristicas serdo indicadas e apresentam-se da seguinte forma:
Suporte para a amostra [KBr — pastilhas de brometo de potassio ou Filme — sem
agente dispersante, em células de cloreto de sédio], numero de onda de absorcao
maxima (vmax, cm’'), atribuicao da ligacdo envolvida.
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lll.2.2 — Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de protdo ('H-RMN) foram
obtidos num espectrémetro Bruker Avance Il 300 ou Bruker Avance Il 400 operando a
300 MHz e 400 MHz, respectivamente. Os espectros de Ressonancia Magnética
Nuclear de carbono 13 ("*C-RMN) foram obtidos num espectrémetro Bruker Avance I
400 e Bruker Avance Ill Plus 500, operando a 100.6 MHz e 120.8 MHz,
respectivamente. Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de selénio 77
("’Se-RMN) foram obtidos no espectrometro Avance Il Plus 500 da Bruker, operando
a 95.4 MHz. Os desvios sao expressos em partes por milhdo (ppm), € as constantes
de acoplamento (J) em Hertz (Hz). Utilizou-se tetrametilsilano (TMS) como padréao
interno para os espectros de 'H-RMN e "*C-RMN. Para os espectros de "’Se-RMN
usou-se o dimetilselano (SeMe,) como referéncia externa. Em cada situacdo sera
indicado o solvente usado bem como os dados obtidos que serdo apresentados da
seguinte forma: Nucleo estudado (solvente): desvio quimico (8, ppm) [intensidade
relativa (nH), multiplicidade (s-singuleto; d-dupleto; t-tripleto; dd-duplo de dupleto; m-
multipleto), constante de acoplamento (J, Hz) e atribuicdo na molécula (ArC"-carbono

aromatico).

A elucidacao estrutural de todos os compostos sintetizados foi efectuada com
base na analise dos resultados obtidos nas experiéncias bidimensionais. As
experiéncias de heteronuclear single quantum coherence (HSQC), heteronuclear
multiple bond correlation (HMBC), homonuclear correlation spectroscopy (COSY) e
nuclear overhauser effect spectroscopy (NOESY) foram efectuadas usando os
programas de pulso standard da Bruker.

1ll.2.3 — Espectrometria de massa (EM)

Os espectros de massa foram obtidos num espectrémetro Varian 500-MS LC
operando em modo de ionizagcdo de electrospray positivo (ESI+) e introduzidos
directamente na fonte de massa. Para as andlises por ESl+, a temperatura do gés de
secagem foi de 350 °C e a voltagem de spray foi de 600 V.

Os espectros de massa exacta de alta resolugdo (EMAR) foram adquiridos pela
técnica de espectrometria de massa de ressonancia ciclotron iénica com transformada
de Fourrier, num espectrbmetro Finnigan FT/MS 2001-DT, equipados com um
supercondutor de 3,0 T, por impacto electrénico (IE). Estes espectros foram
efectuados no Instituto Tecnoldgico e Nuclear.
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Os resultados obtidos serao referidos pela seguinte ordem: Razdo massa/carga
(m/z), atribuicdo do ido ou fragmento molecular e intensidade do pico relativamente a
do pico base (%).

lll.2.4 — Cromatografia liquida de alta resolucao (HPLC)

A cromatografia liquida de alta resolugéo (HPLC) foi efectuada com coluna de
fase reversa RP-18e (Luna C18 (2), 250 x 4.6 mm, 5 ym) da Phenomenex e os
cromatogramas foram obtidos num sistema de HPLC (Dionex) equipado com bomba
(Ultimate 3000) e detector de fotodiodos (DAD, Ultimate 3000). Para HPLC analitico,
utilizou-se um gradiente linear 5-70% de acetonitrilo em 1% de acido férmico aquoso,
até aos 32 min., seguido de 8 min. de um gradiente linear de 100% de acetonitrilo,

com um fluxo de 1 mL/min.

lll.2.5 — Equipamentos de Microondas (MW)

Os ensaios preliminares para as reacg¢oes de selenacao foram efectuados num
microondas de cozinha convencional da marca Whirlpool (modelo VT 264/WH) com
uma poténcia maxima de 800 W. Estes ensaios foram realizados em tubos de vidro de
5 mL.

As restantes experiéncias foram realizadas num reactor da CEM (modelo
Discover Benchmate), com o maximo de irradiagdo a 300 W. Estas reacgdes foram
efectuadas em tubos de pirex com a capacidade de 10 mL.

1ll.2.6 — Equipamento de Raio-X

A determinagdo da estrutura molecular do composto por raios-X foi efectuada
recorrendo a um difractémetro Bruker AXS-KAPPA APEX Il equipado com um detector
de area e um criostato de fluxo de azoto da Oxford Cryosystem, que permitiu a recolha
dos dados a 150K (A = 0,711 A). Os parametros de célula foram obtidos e refinados
utiizando os programas Bruker SMART e Bruker SAINT, respectivamente. As
correccoes de absorcao foram feitas através da aplicacdo do programa SADABS. As
estruturas foram resolvidas por métodos directos usando o programa SIR 97 e foram
refinadas com o programa SHELXL-97. Todos estes programas estdo incluidos no
conjunto WINGX (versao 1.64.05). Todos os atomos, a excepg¢dao dos atomos de
hidrogénio, foram refinados anisotropicamente; os atomos de hidrogénio foram
inseridos em posicoes geometricamente idealizadas. Os desenhos das estruturas
moleculares foram feitos com o programa ORTEP3 para Windows.
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lll.2.7 — Estudos compotacionais

Os Estudos computacionais foram efectuados pelo Doutor Gongalo Justino
(CQE-IST). Os célculos relativos a previsdao da actividade antioxidante foram
realizados, utilizando a metodologia referida em Justino e Vieira [59]. As estruturas de
todas os compostos foram optimizadas com o método semi-empirico PM6 com a
correcgao para a dispersdo DH2 utilizando o software MOPAC 2009.

O estudo de docking computacional foi efectuado, utilizando uma abordagem
rigida para a proteina (cinase) e os varios conformeros dos ligandos, utilizando o
programa FRED da OpenEye Scientific Software versdo 2.2 com os paréametros

padrao.

111.2.8 — Ensaios de citotoxicidade

Os estudos de viabilidade celular foram efectuados pela Doutora Joana
Miranda (FF-UL). Foram inoculadas 6,5 x 103 células (MCF-7) por pogo em placas de
96 pogos. Apds 48h de incubagdo a 37°C numa atmosfera de 5%
de CO,, adicionaram-se os compostos cafeina (121) e 1,3,7-trimetill-6-selenoxo-6,7-di-
hidro-1H-purina-2(3H)-ona (122), numa concentragao final de 100 uM por poco, bem
como os respectivos controlos. A doxorubicina (1 e 2 uM) e a oxaliplatina (50 e 100
puM) foram adicionadas, nos respectivos pocos, 2h depois da adicdo dos compostos
121 e 122 e as placas incubadas durantes 24h. Apds este tempo de incubagao
efectuou-se o0 ensaio colorimétrico de MTT para determinar a viabilidade celular. A
absorvancia foi lida ao comprimento de onda de 595 nm., num leitor de microplacas
Zenyth 3100 Multimode Detection, auxiliado pelo software Anthos.
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ll.3- Reaccoes para a preparacao de materiais de partida
protegidos nas posicoes hidroxiladas

lll.3.1- Ensaios de optimizacao das condic6es experimentais para a
proteccao de posicoes fendlicas de flavonéides

Preparou-se uma solugéo de quercetina (100) (1,0 eq., 100 mg, 0,3 mmol) num
solvente apropriado, a qual foi adicionada uma base (5,0 eq.) e um agente de
metilagédo (5,0 eq.). A mistura reaccional foi deixada, a temperatura ambiente ou
refluxo, num intervalo de tempo variavel (Tabela Ill.1). A reaccao foi seguida por c.c.f.
[n-hexano/acetato de etilo (1:1)]. No fim da reaccao, o solvente foi destilado a pressao
reduzida e o residuo obtido foi dissolvido em agua e extraido com diclorometano (3x10
mL). A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro, filtrada e o solvente
removido por destilacdo a pressdo reduzida. A mistura reaccional foi purificada por
c.c.f.p [n-hexano/acetato etilo (1:1), diclorometano/metanol (9:1)].

Desta forma isolaram-se os seguintes produtos:

2-(3’,4’- dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4 H-cromen-4-ona (103) na
forma de sélido amarelo IV (KBr) vy : 1664 (C=0) 'H-RMN (CDCIls;) &: 12,66 (1H,
troca com DO, s, OH), 7,75 (1H, d, J= 8,7, }

o
s

ArC®H), 7,71 (1H, s, ArC?H), 7,01 (1H, d, J = 8,7,
ArC>H), 6,47 (1H, d, J = 2,0, ArC®H), 6,39 (1H, d, J K
= 2,0, ArC®H), 4,00 (6H, s, C''H e C'?H), 3,90 (6H, |°
s, C'°H) 3,88 (3H, s, C°H) *C RMN (CDCIl;) 5:
178,9 (C*=0), 165,6 (ArC’), 162,2 (ArC°), 156,9
(ArC®), 156,0 (C?, 151,5 (ArC*), 148,9 (ArC®),
139,2 (C?%), 123,1 (ArC"), 122,3 (ArC®), 111,4 (ArC?), 111,0 (ArC®), 106,2 (ArC*?), 98,0
(ArC®), 92,4 (ArC?), 60,3 (C°ou C'?), 56,2 (C'" ou C'), 56,1 (C'" ou C'), 56,0 (C° ou
C' EM (ESl+) m/z 359 [M+H]" (100) EMAR-IE (+) m/z: [M]* calc. para CigH1507
(358,10471) obtida 358,10266, [M+H]" calc. para CioHgO; (359,10806) obtida
359,11217.

o

(103)
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Sulfonato de 2-(3’,4’- dimetoxi-fenil)-3-hidroxi-4,5,7-trimetoxi-cromenilium
(104) na forma de sélido branco IV (KBr) vma: 3442 (O-H) 'H-RMN (CDCls) &: 7,70-
7,68 (2H, m, ArC*H e ArC®H), 6,96 (1H, d, J = 8,7,
ArC”H), 6,49 (1H, s, ArC®H), 6,33 (1H, s, ArC®H),
3,95 (9H, s, C'°H e C™H e C'™H), 3.89 (3H, s,
C''H), 3,86 (3H, s, C°H) *C RMN (CDCls) 5: 173,6
(C3, 163,5 (ArC’), 162,2 (ArC®, 158,3 (ArC®),
152,2 (C%), 150,4 (ArC%), 148,2 (ArC"), 140,6 (C*),
122,8 (ArC"), 121,2 (ArC?), 110,7 (ArC®), 110,3
(ArC®), 108,9 (ArC*), 95,3 (ArC®), 91,9 (ArC?), 59,4 (C°), 55,9 (C'° ou C'"" ou C™ ou
C™), 55,6 (C'° ou C" ou C"” ou C™), 55,4 (C ou C"" ou C'? ou C"), 55,3 (C'° ou C"
ou C'? ou C'®) EM (ESI+) m/z: 395 [M+Na]* (10), 373 [M]" (100).

As varias condigdes experimentais testadas bem como os rendimentos obtidos

podem ser observados na Tabela Ill.1.

Tabela lll.1- Condicdes experimentais nos ensaios efectuados para a proteccao das posicoes

fendlicas da quercetina (100)

Agente Rendimento (%)

Solvente Condicoes
Entrada  Base met?lggéo (mL) reaccionais (103) (104)
1 K>CO3 Mel acetona (1,5) t. a., 48h - -
2 K>CO3 Mel acetona (1,5) refluxo, 2h 5 31
3 NaH Mel DMF (7) t.a., 20h® N.D. N.D.?
4 K.CO; Me,SO,  acetona (1,5) refluxo, 5h 5 9
5 Ko.CO;  Me,SO,  acetona (1,5) refluxo, 22h 6 32

#Work up: adicéo de agua (70 mL) e extraccdo com acetato de etilo (3x25 mL). A fase organica resultante
foi lavada com brine (20 mL), solugdo saturada de NaHCOj3; (20 mL), e seca com sulfato de magnésio
anidro. Apds filtragao, o solvente foi removido por presséo reduzida; ® N4o determinado (N.D.). Produtos
observados por c.c.f [n-hexano/acetato etilo (1:1)
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lll.3.2- Preparacao de flavondides metilados nas posicoes fendlicas

lll.3.2.1- Preparacao da 2-(3’, 4’ — dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-
dimetoxi-4 H-cromen-4-ona (103)

A uma solugéo de quercetina (100) (1,0 eq., 2,0 g, 5,9 mmol) em acetona (50
mL) foram adicionados carbonato de potassio (5,0 eq., 4,1 g, 30 mmol) e dimetilsulfato
(5,0 eq., 2,8 mL, 30 mmol). A mistura reaccional foi mantida em agitacao e refluxo,
durante 6 h. O solvente foi destilado a pressao reduzida. O residuo obtido foi
dissolvido em agua (60 mL) e extraido com diclorometano (4x30 mL). A fase orgénica
resultante foi extraida com uma solugéo 1N de hidroxido de potassio (KOH) (10 mL) e
de seguida seca com sulfato de magnésio anidro. O solvente foi evaporado a pressao
reduzida. Obteve-se um sélido amarelo que foi disperso em celite e purificado por
cromatografia “short path” [n-hexano/acetato de etilo (1:1) e diclorometano/metanol
(9:1)]. Apés a purificagao obtiveram-se os seguintes compostos:

2-(3’,4’- dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4H-cromen-4-ona (103) na
forma de sélido amarelo com um rendimento de 52% (1,1 g). Apresenta os mesmos
dados espectroscopicos descritos em lI1.3.1.

Sulfonato de 2-(3’,4’- dimetoxi-fenil)-3-hidroxi-4,5,7-trimetoxi-cromenilium
(104) na forma de sélido branco com um rendimento de 9% (260 mg). Apresenta os

mesmos dados espectroscopicos descritos em 111.3.1.

lll.3.2.2- Preparacao da 2-(3’, 5’ — dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-
dimetoxi-4 H-cromen-4-ona (105)

A uma solucado de morina (101) (1,0 eq., 900 mg, 2,6 mmol) em acetona (17
mL) foram adicionados carbonato de potassio (5,0 eq., 2,0 g, 15 mmol) e dimetilsulfato
(5,0 eq., 1,4 mL, 15 mmol). A mistura reaccional foi mantida em refluxo e agitacao,
durante 4h. O solvente foi destilado a pressdo reduzida, e o residuo obtido foi
dissolvido em agua (25 mL) e extraido com diclorometano (3x15 mL). A fase orgénica
resultante foi seca com sulfato de magnésio anidro e o solvente evaporado a pressao
reduzida. Obteve-se um sélido amarelo que foi purificado por cromatografia “short
path” [n-hexano/acetato de etilo (1:1) e diclorometano/metanol (9:1)]. Isolaram-se os
seguintes compostos:
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2-(3’, 5° — dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4 H-cromen-4-ona (105) na

forma de sélido amarelo com um rendimento de 33% (307 mg) IV (KBr) vya: 1668

(C=0) 'H-RMN (CDCl;) &: 7,36 (1H, d, J = 8,4, i

ArC*H), 6,60-6,56 (2H, m, ArC®H e ArC®H), 6,36 4
.

(1H, s, ArC®H) 6,34 (1H, s, ArC®H), 3,87 (BH, s, | 1
C''H), 3,83 (6H, s, C'"H e C'H), 3,77 (3H, s, C°H) l
*C RMN (CDCIl;) d: 178,9 (C*=0), 165,3 (ArC’),
163,1 (ArC*®), 162,2 (ArC*), 158,8 (ArC®), 157,5
(C3), 156,7 (ArC®), 140,2 (C®), 131,8 (ArC"), 112,5
(ArC*), 106,6 (ArC®), 104,9 (ArC?), 97,9 (ArC®) 92,4 (ArC?), 60,7 (C%), 58,7 (C'") 55,9
(C" ou C"), 55,7 (C'° ou C'?) EMAR-IE (+) m/z: [M]" calc. para CisH1507 (358,10471)
obtida 358,10458.

9

(105)

Sulfonato de 2-(3’,5’- dimetoxi-fenil)-3-hidroxi-4,5,7-trimetoxi-cromenilium

(106) na forma de soélido branco com um rendimento de 1% (17 mg). IV (KBr) vmay:

12
e

3448 (O-H) 'H-RMN (CDCl,) &: 7,38 (1H, d, J =
8,4, ArC*H), 6,61-6,57 (2H, m, ArC®H e ArC®H),
6,44 (1H, d, J = 2,0, ArC®H), 6,35 (1H, d, J=2,0,
ArC°H), 3,97 (3H, s, C'°H), 3,88 (3H, s, C'H ou
C"™H) 3,86 (3H, s, C''H), 3,84 (3H, s, C"H ou
C'H), 3,80 (3H, s, C°H) "*C RMN (CDCl;) &: 174,1
(C?, 163,8 (ArC’), 162,7 (ArC® ou ArC*), 161,2
(ArC®), 159,5 (ArC®), 158,7 (ArC® ou ArC®), 142,3 (C%), 131,8 (ArC*), 114,0 (C®),
113,0 (ArC"), 110,0 (ArC*), 104,8 (ArC® ou ArC®), 99,0 (ArC® ou ArC®), 95,8 (ArC®),
92,7 (ArC?), 60,4 (C°%), 56,5 (C'%), 55,9 (C'* ou C'), 55,8 (C'® ou C"), 55,6 (C'") EM
(ESI+) m/z: 395 [M+Na]* (100), 373 [M]* (60).

lll.3.2.3- Preparacao da 2-fenil-5-hidroxi-7-metoxi-4 H-cromen-4-ona
(107)

A uma solugéo de crisina (102) (1,0 eq., 605 mg, 2,4 mmol) em acetona (20
mL) foram adicionados carbonato de potassio (2,0 eq., 658 mg, 4,8 mmol) e
dimetilsulfato (2,0 eq., 450 pL, 4,8 mmol). A mistura reaccional esteve em refluxo e
agitacao durante 20h. O solvente foi destilado a presséo reduzida, e o residuo obtido
foi dissolvido em agua (20 mL) e extraido com diclorometano (3x10 mL). A fase
organica foi ainda extraida com uma solugdo KOH 1N (10 mL) e seca com sulfato de
magnésio anidro. Com a destilagdo do solvente a pressdo reduzida obteve-se um
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solido amarelo que foi purificado por cromatografia “short path” [acetato de etilo/n-
hexano (1:1) e diclorometano/metanol (9:1)]. Isolaram-se os seguintes compostos:

2-fenil-5-hidroxi-7-metoxi-4H-cromen-4-ona (107) na forma de sdlido
amarelo com um rendimento de 17% (110 mg). IV (KBF) v, 1670 (C=0) 'H- RMN
(acetona-dg) &: 12,82 (1H, troca com D.O, s,
OH), 8,05 (2H, d, J = 8,0, ArC®H e ArC*H), 7,59-
7,54 (3H, m, ArC¥*H e ArC*H e ArC>H), 6,79 (1H,
s, C*H), 6,70 (1H, d, J = 2,0, ArC®H), 6,32 (1H, d,
J = 2,0, ArC®H) 3,91 (3H, s, C°H) "*C RMN
(acetona-d;) 5: 183,0 (C*=0), 167,3 (ArC’), 165,4
(C?, 163,6 (ArC®), 159.3 (ArC%®), 133,3-127,8
(ArC® a ArC®), 106,8 (C®), 106,7 (ArC*), 99,4 (ArC®), 93,9 (ArC?), 57,0 (C°) EMAR-IE
(+) m/z. [M]* calc. para Ci6H:20, (268,07301) obtida 268,07389, [M+H]* calc. para
C16H1204 (269,07637) obtida 269,07971.

Sulfonato de 2-fenil-5-hidroxi-4,7-dimetoxi-cromenilium (108) na forma de

um sélido branco com um rendimento de 51%
(484 mg). IV (KBr) vma: 3446 (O-H) 'H-RMN
(acetona-ds) d: 8,05-8,03 (2H, m, ArC?H e
ArC®H), 7,61-7,59 (3H, m, ArC*H e ArC*H e
ArC>H), 6, 81 (1H, d, J= 2,2, ArC®H), 6,63 (1H, s,
C%H) 6,52 (1H, d, J= 2,2, ArC°H), 3,98 (3H, s,
C'°H), 3,91 (3H, s, C°H) *C RMN (acetona-d;) 5:
177,1 (C?), 165,8 (ArC’), 162,6 (C*), 161,6 (ArC®), 161,4 (ArC®), 133,4 (ArC"), 132, 7
(ArC*), 130,6 (ArC* e ArC®), 127,5 (ArC?® e ArC®), 110,7 (ArC*), 110,2 (C®), 97,7
(ArC®), 94,7 (ArC?), 57,2 (C%), 57,1 (C'°) EM (ESI+) m/z: 305 [M+Na]* (100), 283 [M]*
(40).
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111.3.3- Métodos gerais para a proteccao das posicoes hidroxiladas

de desoxinucledsidos

111.3.3.1 Método geral para a proteccao de desoxinucleésidos com
brometo de benzilo (BnBr)

Método Geral

Preparou-se uma solucao de desoxinucledsido (1,0 eq, 250 mg) em DMF (8
mL), a qual se adicionou hidreto de sodio (NaH, 60% em 6leo mineral) e brometo de
benzilo (BnBr) em propor¢des variaveis. A reaccdo foi deixada em agitacdo, a
temperatura ambiente, sob atmosfera inerte, cerca de 72 h e foi seguida por c.c.f
[diclorometano/metanol (9:1)].

No final da reaccao, adicionou-se agua (80 mL) a mistura reaccional, e extraiu-
se com acetato de etilo (3x45 mL). A fase organica foi seca com sulfato de magnésio
anidro e filtrada. O solvente foi removido pressao reduzida e a mistura obtida foi
purificada por cromatografia de “short path”.

111.3.3.1.1- A partir de 2’-desoxiguanosina (130)

A reacgao foi efectuada segundo o método geral descrito em 111.3.3.1, na
presenca da 2’-desoxiguanosina (130) (1,0 eq., 250 mg, 0,9 mmol), a qual se
adicionou NaH (5,4 eq., 196 mg, 4,7 mmol) e BnBr (5,4 eq, 582 puL, 4,9 mmol). A
mistura reaccional foi dispersada em celite e purificada por cromatografia “short path”
[n-hexano, n-hexano/acetato de etilo (3:7, 1:1, 7:3), acetato de etilo,
diclorometano/metano (9:1)]. As fracgdes maioritarias foram analisadas por 'H-RMN.

111.3.3.1.2- A partir de 2’-desoxitimidina (132)

A reacgao foi efectuada segundo o método geral descrito em 111.3.3.1, na
presenca da 2’-desoxitimidina (132) (1,0 eq., 250 mg, 1,0 mmol), a qual se adicionou
NaH (4,0 eq., 165 mg, 4,0 mmol) e BnBr (4,0 eq, 0,5 mL, 4,0 mmol). A reaccao foi
deixada em agitacdo durante a noite. Nos dois dias seguintes foram efectuadas trés
adigbes de NaH (2,0 eq., 82 mg, 2,0 mmol) e BnBr (2,0 eq, 0,3 mL, 2,0 mmol). A
reaccao foi controlada por c.c.f. [diclorometano/metanol (9:1)]. O residuo obtido foi
dissolvido em n-hexano. A solugdo foi purificada por cromatografia “short path” [n-
hexano, n-hexano/acetato de etilo (7:3)], obtendo-se o seguinte produto:
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3-benzil-1-[(2R, 4S, 5R)-4-(benziloxi)-5-(benziloximetil)tetrahidrofurano-2-
il]-5-metilpiridina-2,4-(1H,3H)-diona (135) na forma

de éleo branco com um rendimento de 74% (374 mg) ’\ng
'H-RMN (DMSO-d;) &: 7,68 (1H, s, C°H), 7,41-7,27 @ . . )\/\Q
(15H, m, ArCH), 6,27 (1H, t, J= 7,8, C"H), 5,01 (2H, s, e

C'"H), 4,59-4,45 (4H, m, C*"H e C*’H), 4,31-4,29 (1H, w

m, C*H), 4,24-4,23 (1H, m, C*H), 3,79-3,67 (2H, m, 2

C”H, e C”Hy), 2,54-2,43 (1H, m, C*H,), 2,31-2,24
(1H, m, C*H,), 1,65 (3H, s, C’H) *C-RMN (DMSO-d;)
5: 163,3 (C*=0), 151,2 (C?=0) 139,0 (C*’ ou C*’), 139,9 (C*’ ou C*”), 138,0 (C"),

135,6 (C°), 129,3-128,3 (ArC), 109,7 (C°), 86,1 (C"), 84,0 (C*), 79,8 (C*), 73,4 (C*’ ou
C¥), 71,1 (C*’ou C*" e C*), 44,6 (C'), 37,6 (C*), 13,5 (C').

(135)

lll.4- Reaccoes para a preparacao de produtos selenados nas
posicoes carbonilicas, na presenca de reagente de Woollins.

lll.4.1- Por irradiacao de microondas
lll.4.1.1- Ensaios de optimizacao das condicdes experimentais

1.4.1.1.1- A partir de 2-(3’°, 4’-dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-5,7-dimetoxi-
cromen-4-ona (103)

A. Sem solvente

Preparou-se uma mistura de 2-(3’, 4’-dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-5,7-dimetoxi-
cromen-4-ona (103) (1,0 eq., 20 mg, 0,06 mmol) e reagente de woollins (R.W) (tabela
[11.2) num vial de vidro. A mistura foi dispersada em alumina (100 mg) e irradiada por

microondas, a diferentes poténcias, durante 2 min..

As reaccOes foram seguidas por c.c.f. (diclorometano). Na tabela seguinte

apresentam-se as condicées experimentais e os resultados.
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Tabela Ill.2— Condigdes experimentais utilizadas nos ensaios efectuados com (103) e R.W.

sem solvente.

R.W Tempo Temperatura
Ensaio ’ Poténcia (W) irradiacdo mp o Resultado®

(eq.) (min.) atingida (2C)

12 0,4 400 2 N.D° N.O.

28 0,4 800 2 N.D° N.O

3° 0,4 300 3 93 N.O

42 0,5 400 2 N.D° N.O

52 0,5 800 2 N.D° N.O

 Microondas de cozinha; ° Microondas CEM (Discover Benchmate); © Ndo determinada. Equipamento ndo

permite a determinagéo da temperatura atingida; 4 Nao foi observado a formacgao de qualquer produto.

B. Com solvente

A uma solugao de 2-(1’, 2’-dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-5,7-dimetoxi-4H-cromen-4-
ona (103) (1,0 eq., 20 mg, 0,06 mmol) num solvente apropriado (2 mL), adicionou-se
R.W (Tabela IIl.3). A suspenséo foi irradiada por microondas, a poténcias e tempos
variaveis.

As reaccoes foram seguidas por c.c.f. (diclorometano). Na tabela II.3
apresentam-se as condicoes experimentais e os resultados obtidos.
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Tabela Ill.3— Condigbes experimentais utilizadas nos ensaios efectuados com 103 e R.W. com

solvente.

oot Y soneme PO iraiingag  TTPEIOIS

(min.)

1 0,3 tolueno 300 3 93 +
2 0,3 tolueno 300 8 127 ++
3 0,4 tolueno 175 5 116 +

4 0,4 tolueno 225 5 125 ++
5 0,4 tolueno 300 5 125 +++
6 0,5 tolueno 300 5 125 +++
7 0,6 tolueno 300 3 98 +
8 0,7 tolueno 300 5 122 ++
9 0,8 tolueno 300 8 122 ++
10 0,4 acetonitrilo 175 5 131 ++++
11 0,4 p-xileno 175 5 120 +
12 0,4 p-xileno 225 5 132 ++

# Microondas CEM (Discover Benchmate) ; ° Por c.c.f (diclorometano) néo se verifica o consumo total do
material de partida (2) e a formagao de um produto é visualmente observada; Legenda: + (muito pouco

intenso), ++ (pouco intenso), +++ (intenso), ++++ (Muito intenso)

lll.4.1.1.2- A partir da cafeina (123)

Preparou-se uma solucdo de cafeina (123) (1,0 eq., 50 mg, 0,26 mmol) num
solvente apropriado (3 mL), a qual se adicionou R.W. (0,4 eq., 0,6 eq. ou 0,8 eq.). A
suspensao foi irradiada por microondas a uma poténcia e duragédo variavel (Tabela
[1l.4). A reacgéo foi seguida por c.c.f [diclorometano/metanol (9:1)]. O solvente foi
destilado a pressado reduzida, e o residuo obtido dissolvido em diclorometano. A
solucao foi purificada por c.c.f.p [diclorometano/metanol (9:1)], obtendo-se o seguinte

produto:
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1,3,7-trimetill-6-selenoxo-6,7-di-hidro-1H-purina-2(3H)-ona (124) obtido na
forma de sélido amarelo IV (KBr) vpma : 1697 (C?=0), 1035 (C®=Se) 'H-RMN (CDCls):

7,78 (1H, s, C®H), 4,26 (3H, s, C®H), 3,98 (3H, s, C'°H),
3,59 (38H, s, C''H), "*C-RMN (CDCl;): 177,8 (C®=Se),
149,6 (C%=0), 145,2 (C®), 143,5 (C%, 122,2 (C°), 37,8
(C'%, 36,3 (C'?), 30,3 (C'") ""Se-RMIN (CDCls): 601,5
(C°=Se) EM (ESl+) m/z 261 [M(®3Se)+H]* (20), 260
IM(®'Se)+H]* (10) 259 [M(*Se)+H]* (100), 258
[M(”Se)+H]" (5), 257 [M("®Se)+H]* (35), 256 [M("’Se)+H]*
(15), 255 [M("®Se)+H]* (17,5) EMAR (IE) m/z: [M(®2Se)]*
calc. para CgH;,ON,¥*Se (260,00161) obtida 260,00210,

(124)

[M(®'Se)]" calc. para CgHi,ON,'Se (259,00479) obtida 259,00823, [M(%°Se)]* calc.
para CgH;qON,2°Se (258,00144) obtida 258,0007, [M("°Se)]* calc. para CgH{(ON,"°Se
(257,00557) obtida 257,00193, [M("®Se)]* calc. para CgH1,0ON,"®Se (256,00221) obtida
256,00302, [M(”’Se)]* calc. para CgHicON,’Se (255,00041) obtida 255,00186,

[M(®Se)]* calc. para CsH;,0ON,°Se (254,00412) obtida 254,00344.

Na Tabela lll.4 apresentam-se as condi¢gbes experimentais e os resultados

obtidos.
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Tabela Ill.4- Condigbes experimentais testadas para a preparagéao de 124.

Ensaio® R.W. Solvente :I'errlpo . I?rograma b N
(eq.) Irradiacao (min.) Microondas 122 121
1 0,4 acetonitrilo 5 A 4 66
2 0,8  acetonitrilo 5 A v v
3 0,4  acetonitrilo 5 B v v
4 0,8 acetonitrilo 10 B v v
5 0,4 tolueno 5 C 2 79
6 0,4 tolueno 5 D 3 61
7 0,4 tolueno 10 D 5 75
8 0,4 tolueno 5 E 2 v
9 0,8 tolueno 5 E 2 v
10 0,4 tolueno 10 E 1 v
1 0,8 tolueno 10 E 3 v
12 0,4 tolueno 30 E v v
12 0,4 tolueno 50 E 7 51
13 0,4 tolueno 90 E 17 59
14 0,8 tolueno 180 E 23 49
15 0,8 p-xileno 180 E 30 49
16 0,6 p-xileno 180 E 41 v
17 0,8 1,4-dioxano 180 E 19 59
18 0,8 Propionitrilo 180 E 21 v

# Microondas CEM (Discover Benchmate); ° Poténcia/Temperatura méaxima atingida: A-175W/150°C; B-
200W/130°C; C-175W/135°C; D-250W/150°C; E-300W/170°C. © Legenda:‘/ - Verifica-se formagao de
produto por c.c.f [diclorometano/metanol (9:1)]. Rendimento ndo determinado; x — N&o se verifica a
formacao de produto por c.c.f [diclorometano/metanol (9:1)].
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lll.4.1.2- Métodos gerais

Método geral A

Preparou-se uma solugao do flavonoide (1,0 eq.) em acetonitrilo (3 mL), a qual
se adicionou R.W (0,4 eq.). O tubo foi irradiado por microondas a uma poténcia de 175
W, durante 5 minutos. A temperatura maxima atingida foi aproximadamente 150 °C. As
reacgdes foram seguidas por c.c.f. (dicloromentano).

Método geral B

Preparou-se uma suspensdo de purina ou pirimidina (1,0 eq.) em p-xileno seco
(3 mL), a qual se adicionou R.W. (0,6 eq., 83 mg, 0,16 mmol). A mistura foi irradiada,
num tubo fechado, por microondas, durante 180 min. a uma poténcia de 300 W. A
temperatura atingida foi de 170 °C.

1.4.1.2.1- A partir de 2-(3°,4’- dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-
4H-cromen-4-ona (103)

A reaccao foi efectuada segundo o método geral A descrito em [ll.4.1.2, na
presencga de 2-(3’,4’- dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4 H-cromen-4-ona (103) (1,0
eg., 50 mg, 0,14 mmol) e R.W (0,4 eq., 30 mg, 0,56 mmol). No final da reaccao, a
mistura reaccional foi destilada a pressao reduzida. O residuo obtido foi dissolvido em
diclorometano. A solugéo foi separada por cromatografia “short path” (diclorometano),
da qual foi isolado o seguinte composto:

2-(3°, 4’- dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4 H-cromene-4-selenona
(110), obtido na forma de sélido vermelho com um rendimento de 83% (34 mg). IV
(KBF) vmax: 3441 (O-H), 1627 (C=Se) 'H-RMN
(acetona-dy) &: 13,83 (1H, troca com DO, s, o/11
OH), 7,99 (1H, dd, J=2,0 e 8,8, ArC®H), 7,94
(1H, d, J=2,0, ArC?H), 7,21 (1H, d, J = 8,8, ||
ArC>H), 6,82 (1H, d, J = 2,0, ArC®H), 6,53 (1H, d,
J = 2,0, ArC°H), 3,97 (6H, s, C''H e C'H), 3,95
(3H, s, C°H ou C'°H), 3,76 (3H, s, C°H) "*C-RMN
(acetona-dy): 5: 191,6 (C*=Se), 165,1 (ArC’),
161,9 (ArC®), 152,8 (ArC¥ou ArC*), 152,4 (C?), 150,8 (C®), 149,6 (ArC¥ou ArC*),
149,0 (ArC®), 123,2 (ArC®), 122,1 (ArC"), 117,7 (ArC*), 111,9 (ArC?), 111,8 (ArC®),
99,7 (ArC® 92,7 (ArC®), 58,7(C%), 55,7 ( C™ ou C"" ou C'), 55,5 (C° ou C™ ou C"" ou

C™), 55,4 (C° ou C" ou C" ou C'?) "Se-RMN (acetona-d;) 5: 768,3 (C*=Se) EM
104

OH Se (110)




Parte Experimental

(ESl+) m/z: 425 [M(®%Se)+H]" (18,5), 423 [M(®*°Se)+H]* (80), 421 [M("®Se)+H]* (42,5),
420 [M("’Se)+H]" (20), 419 [M("®Se)+H]* (18,5) EMAR-IE(+) m/z [M(**Se)]* calc. para
C1oH1506%Se (424,026489) obtida 424,03352, [M(®°Se)]* calc. para CigH:s06%'Se
(422,02631) obtida 422,02507, [M("®Se)]* calc. para CisH1506"Se (420,027081) obtida
420,02567, [M(’Se)]* calc. para CigH:s0s''Se (419,029003) obtida 419,01839,
[M(®Se)]" calc. para CioH1506"Se (418,029003) obtida 418,02523.

111.4.1.2.2- A partir da 2-(3°, 5° — dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-
dimetoxi-4 H-cromen-4-ona (105)

A reaccao foi efectuada segundo o método geral A descrito em [l1.4.1.2, na
presenga de 2-(3', 5 — dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4 H-cromen-4-ona (105)
(1,0 eq., 50 mg, 0,14 mmol) e R.W (0,4 eq, 30 mg, 0,56 mmol). No final da reac¢ao, a
mistura reaccional foi evaporada a pressao reduzida e o residuo obtido separado por
cromatografia “short path” [diclorometano, hexano/acetato de etilo (1:1)]. Isolou-se o
seguinte composto:

2-(3°, 5- dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4 H-cromene-4-selenona
(111), obtido na forma de sélido vermelho com
um rendimento de 32% (15 mg) IV (KBF) vmax el
3442 (O-H), 1633 (C=Se) 'H-RMN (acetona-d;)
5: 12,77 (1H, troca com D;0, s, OH), 7,44 (1H, d, ||
J= 8,4, ArC*H), 6,75 (1H, d, J=2,2, ArC*H), 6,69
(2H, dd, J= 8,4 e 2,2, ArC®H), 6,51 (1H, d, J =
2,2, ArC®H), 6,39 (1H, d, J = 2.0, ArC°H), 3,91
(6H, s, C'°H ou C''H ou C'"H), 3,90 (3H, s, C'°H
ou C'"H ou C'H) 3,80 (3H, s, C°H) "*C-RMN (acetona-d;) 5: 180,2 (C*=Se), 167,0
(ArC’), 164,6 (ArC®), 163,5 (C°), 160,3 (ArC*) 158,9 (ArC®), 141,3 (C®), 132,9 (ArC*),
115,4 (C?), 113,8 (ArC"), 107,5 (ArC*), 106,5 (ArC®), 99,9 (ArC?), 99,0 (ArC® 93,3
(ArC?), 61,0 (C%), 56,9 (C® ou C" ou C'), 56,7 (C'° ou C'"" ou C'?), 56,4 (C'° ou C"" ou
C') "Se-RMN (acetona-d;) 5: 774,6 (C*=Se) EM (ESl+) m/z: 425 [M(®Se)+H]* (20),
423 [M(®Se)+H]* (100), 421 [M(®Se)+H]* (87.5), 420 [M(”’Se)+H]" (20), 419
[M("®Se)+H]* (35) EMAR-IE (+) m/z: [M(®¥*Se)]* calc. para CigH:s0s%*Se (424,02649)
obtida 424,03196, [M(®°Se)]* calc. para CisH1506%'Se (422,02631) obtida 422,02542,
[M("®Se)]" calc. para CioH1506"2Se (420,02708) obtida 420,02746, [M("’Se)]* calc. para
C1oH1s06''Se  (419,02900) obtida 419,02566, [M(®Se)]* calc. para CigH1s06"°Se
(418,02900) obtida 418,02478.

OH Se (111)
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111.4.1.2.3- A partir da 2-fenil-5-hidroxi-7-metoxi-4 H-cromen-4-ona
(107)

A reacgao foi efectuada segundo o método geral A descrito em [l.4.2.1, na
presenca de 2-fenil-5-hidroxi-7-metoxi-4 H-cromen-4-ona (107) (1,0 eq., 50 mg, 0,20
mmol) e RW. (0,4 eq., 42 mg, 79 mmol). No fim da reacg&o, a mistura reaccional foi
destilada a pressao reduzida e o residuo obtido foi dispersado em celite. A solugao foi
separada por cromatografia de coluna “short path” [n-hexano/acetato de etilo (9:1)], da
qual se isolou o seguinte composto:

2-fenil-5-hidroxi-7-metoxi-4 H-cromene-4-selenona (112), obtido na forma de
sélido vermelho com um rendimento de 16% (8,4 mg). IV (KBr) vmnay : 3453 (O-H), 1635
(C=Se) 'H-RMN (CDCIl;): 5: 12,96 (1H, troca
com D,0, s, OH), 7,98 (2H, d, J= 7,7, ArC®H e
ArC®H), 7,76 (1H, s, C°H), 7,62 (1H, t, J=7,4,
ArC*H), 7,53 (2H, t, J=7,7, ArC®H e ArC®H),
6,54-6,52 (2H, m, ArC°H e ArC®H), 3,88 (3H, s,
C°H) "*C-RMN (CDCls) 5: 196,3 (C*=Se), 164,7
(ArC’), 161,9 (ArC®), 153,0 (ArC%), 151,4 (C?),
131,6 (ArC*), 130,0 (ArC"), 128,9 (ArC® ou
ArC®), 128,6 (ArC® ou ArC™), 126,0 (ArC?® e ArC®), 125,8 (ArC® e ArC®), 124,1 (C%),
117,3 (ArC*) 99,6 (ArC® e ArC®), 93,1 (ArC® e ArC®), 55,5 (C°) ""Se-RMN (CDClI;) :
888,5 (C*=Se) EM (ESI+) m/z: 335 [M(*¥*Se)+H]" (20), 333 [M(¥*Se)+H]" (100), 331
[M("®Se)+H]" (87,5), 330 [M(”’Se)+H]" (20), 329 [M("®Se)+H]* (35) EMAR-IE (+) m/z:
[M(®?Se)]" calc. para C1oH1205%*Se (333,99479) obtida 333,99386, [M(*°Se)]* calc. para
C1oH1205%'Se (331,99462) obtida 331,99273, [M("®Se)]* calc. para CigH:205"®Se
(329,99540) obtida 329,99740, [M("’Se)]* calc. para C1gH:,05''Se (328,99731) obtida
328,99642, [M("®Se)]* calc. para CigH1,05"°Se (327,99731) obtida 327,99801.

11.4.1.2.4- A partir da 2-fenil-4 H-cromen-4-ona (109)

A reaccao foi efectuada segundo o método geral A descrito em 11.3.5, na
presenca de 2-fenil-4H-cromen-4-ona (flavona, 109) (1,0 eqg., 50 mg, 0,23 mmol) e
R.W (0,4 eq., 48 mg, 0,90 mmol). A mistura reaccional foi destilada a presséo reduzida
e o residuo obtido foi dispersado em celite. A solugéo foi separada por cromatografia
de coluna “short path” [n-hexano/acetato de etilo (9:1)], da qual se isolou o seguinte
composto.
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1-(2-hidroxifenil)-3-fenilpropano-1-ona (113), na forma de 6leo amarelo com

um rendimento de 11% (4,3 mg). IV (filme) v
3348 (O-H), 1669 (C=0) 'H-RMN (acetona-d;) d:
8,38 (1H, troca com D,O, s, OH), 8,04-8,02 (2H,
m, ArC°H e ArC’H), 7,64-7,60 (1H, m, ArC°H),
7,53-7,50 (2H, m, ArC*H e ArC®H), 7,18 (1H, dd,

(113)

J=1,6 e 7,6, ArC¥H), 7,06-7,02 (1H, m, ArC®H), 6,86 (1H, dd, J=0,8 e 8,8, ArC”H),
6,78 (1H, m, ArC"H), 3,38-3,34 (2H, m, C"H), 3,01 (2H, t, J=7,6, C*H) "*C-RMN
(acetona-d;) &: 200,7 (C'=0), 156,5 (ArC*), 138,5 (ArC?), 134,3 (ArC’), 131,5 (ArC?),
129,8 (ArC® e ArC®), 129,3 (ArC® e ArC’), 128,9 (ArC%), 128,5 (ArC®), 121,0 (ArC"),
116,5 (ArC*), 30,9 (C"), 26,4 (C*) EM (ESl+) m/z: 249 [M+Na]" (100), 227 [M+H]*
(25), 209 [M-H,O]* (22,5).

111.4.1.2.5- A partir da cafeina (123)

A reaccao foi efectuada de acordo com o método geral B descrito em 111.4.1.2
na presenca de cafeina (123) (1,0 eq., 50 mg, 0,26 mmol). A reacgao foi seguida por
c.c.f [diclorometano/metanol (9:1)]. O solvente foi destilado a pressao reduzida, e o
residuo obtido foi dissolvido em diclorometano e purificado por c.c.f.p
[diclorometano/metanol (9:1)]. O composto obtido apresenta os mesmos dados
espectroscopicos que (124) em 111.4.1.1.2, com um rendimento de 41% (28 mg).

11.4.1.2.6- A partir da 1-metil-xantina (125)

A reaccao foi efectuada de acordo com o método geral B descrito em 111.4.1.2
na presenca de 1-metil-xantina (125) (1,0 eq., 50 mg, 0,26 mmol). A mistura reaccional
foi destilada a pressdo reduzida. O residuo obtido foi dissolvido em acetona e
purificada por c.c.f.p. [diclorometano/metanol (9:1)], tendo-se isolado uma fracgéo
maioritaria que foi analisada por 'H-RMN.

111.4.1.2.7- A partir da tioxantina (126)

A reaccao foi efectuada de acordo com o método geral B descrito em 111.4.1.2
na presenca de tioxantina (126) (1,0 eq., 44 mg, 0,26 mmol). A mistura reaccional foi
analizada por c.c.f [diclorometano/metanol (9:1)]. A mistura reaccional foi centrifugada
e 0 sobrenadante bem como o precipitado (dissolvido em metanol) foram analisados
por HPLC analitico.
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111.4.1.2.8- A partir da guanina (127)

A reacgéo foi efectuada de acordo com o método geral B descrito em [11.4.1.2
na presenca de guanina (127) (1,0 eq., 40 mg 0,26 mmol). Apds a destilacdo a
pressao reduzida do solvente, o residuo obtido foi dissolvido em metanol e a mistura
centrifugada. O sobrenadante foi purificado por c.c.f.p [dicloromentano/metanol (9:1)].
As duas fracgbes maioritarias foram analisadas por 'H-RMN.

111.4.1.2.9- A partir da 3°,5’-O-bis-(terc-butildimetilsilil)-2’-desoxiguanosina
(133)

A reacgéo foi efectuada de acordo com o método geral B descrito em [11.4.1.2
na presencga de 3',5-O-bis-(terc-butildimetilsilil)-2’-desoxiguanosina (118) (1,0 eq., 129
mg 0,26 mmol). A mistura reaccional foi centrifugada sendo o precipitado (dissolvido
em metanol) analisado por HPLC analitico. O sobrenadante foi purificado por c.c.f.p
[diclorometano/metanol (9:1)] e a fracgéo maioritaria analisada por 'H-RMN.

111.4.1.2.10- A partir da 3’,5’-O-bis-(terc-butildimetilsilil)-2’-
desoxicitosina (134)

A reaccao foi efectuada de acordo com o método geral B descrito em 111.4.1.2
na presenga de 3',5-O-bis-(terc-butildimetilsilil)-2’-desoxicitosina (119) (1,0 eq., 118
mg 0,26 mmol). A mistura reaccional foi centrifugada sendo o sobrenadante purificado
por c.c.f.p [diclorometano/metanol (9:1)] e a fracgdo maioritaria analisada por 'H-RMN.

11.4.1.2.11- A partir do uracilo (128)

A reaccao foi efectuada de acordo com o método geral B descrito em 111.4.1.2
na presenga de uracilo (3) (1.0 eq., 29 mg, 0,26 mmol). A mistura reaccional foi
centrifugada e o sobrenadante retirado. O precipitado obtido foi dissolvido em THF, a
solucdo dispersada em celite e purificada por cromatografia “short path” [n-
hexano/acetato de etilo (1:1 até 3:7)], obtendo-se o seguinte produto:

4-selenoxo-3,4-di-hidropiridina-2(1H)-ona  (129), na
forma de sélido amarelo com um rendimento de 16 % (7,9 mg). IV
(KBF) vmax: 1695 (C?=0) e 1093 (C*=Se) 'H-RMN (DMSO-d): 7,40
(1H, d, J = 5,8, C®H), 6,47 (1H, d, J = 5,8, C°H) *C-RMN (DMSO-
dy): 191,7 (C*=Se), 148,4 (C?=0), 137,9 (C°), 116,4 (C°), ""Se-
RMN (DMSO-d,): 679,0 (C®=Se).
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111.4.1.2.12- A partir da 3-benzil-1-[(2R, 4S, 5R)-4-benziloxil-5-
(benziloximetil)tetra-hidrofurano-2-il]-5-metilpiridina-2,4-(1 H,3 H)-
diona (135).

A reaccao foi efectuada de acordo com o método geral B descrito em 111.4.1.2
na presenca de 3-benzil-1-[(2R, 4SS, 5R)-4-benziloxil-5-(benziloximetil)tetra-
hidrofurano-2-il]-5-metilpiridina-2,4-(1H,3H)-diona (15) (1.0 eq., 122 g, 0,26 mmol). A
mistura reaccional foi centrifugada e o sobrenadante recolhido. A solucao recolhida foi
purificada por cromatografia “short path” [n-hexano/acetato de etilo (9:1, 7:3)]. Apds
destilagao do solvente, a presséo reduzida, foi identificado o seguinte composto:

3-benzil-1-[(2R,4S,5 R)-4-(benziloxi)-5-(benziloximetil)tetrahidrofirano-2-il]-
5-metil-4-selenoxo-3,4-di-hidropiridina-2(1H)-ona (136) na forma de 6leo vermelho
com um rendimento de 16 % (9,8 mg) IV (filme) vma : 1688 (C?=0) 'H-RMN (acetona-
dy): 8,03 (1H, s, C°H), 7,40-7,21 (15H, m, ArCH), 6,23 (1H, t, J = 7,2, C" , 5,98 (1H,
d, J = 14,3, C'"H,), 5,89 (1H, d, J = 14,3,

C"Hy), 4,65-4,57 (4H, m, C*H e C*H),
4,42-4,41 (1H, m, C*H), 4,34-4,33 (1H, m, /K

C*H), 3,91-3,76 (2H, m, C*H, e C*H,),
2,61-2,56 (1H, m, C*H,), 2,41-2,35 (1H, m,
C%H,), 1,99 (3H, s, C'H) "*C-RMN (acetona-
do): 1956 (C'=Se), 149,2 (C?=0), 139,4
(ArC? ou ArC®’), 139,2 (ArC* ou ArC®),
137,3 (ArC"), 130,7 (C°), 130,2-128,2 (ArC),
127,6 (C°), 88,14 (C"), 85,49 (C*), 79,84
(C%), 74,12 (C*’ ou C*’), 71,89 (C*’ ou C*’), 71,09 (C*), 54,66 (C""), 39,09 (C?), 22,24
(C") "Se-RMN (acetona-d;): 801,1 (C*=Se) EMAR (IE) m/z. [M(**Se)]" calc. para
Cs1H304N,¥Se (578,15236) obtida 578,15515, [M(®*°Se)]* calc. para Cs;H3,04N,*°Se
(576,15218) obtida 576,15430, [M("®Se)]* calc. para CsiH3:04N,"®Se (574,15296)
obtida 574,15059, [M("’Se)]" calc. para Cs1H3,04N,""Se (573,15487) obtida 573,13298.

(136)
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11l.4.2- Por aquecimento convencional

11.4.2.1- A partir de 2-(3’,4’- dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-
4H-cromen-4-ona (103)

A uma suspensao de 2-(3’,4’- dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4 H-cromen-
4-ona (2) (1,0 eq., 50 mg, 0,14 mmol) em acetonitrilo (3 mL), adicionou-se R.W. (0.4
eq., 30 mg, 0,06 mmol). A mistura foi deixada, num tubo fechado sob agitagéo, a 150
°C, durante 3h. O solvente foi destilado a pressao reduzida. O residuo resultante foi
dispersado em celite e purificado por cromatografia “short path” [n-hexano/acetato de
etilo (2:8)]. A fracgdo correspondente ao produto maioritario foi analisada por 'H RMN.

Tentou-se também separar esta mistura reaccional por cromatografia “short
path” com outros sistemas de eluentes. Tentou-se apenas diclorometano e ainda uma

mistura de n-hexano/acetato de etilo (3:7) seguida de diclorometano.

l11.4.2.2- A partir da cafeina (123)

A uma suspensao de cafeina (123) (1,0 eq., 50 mg, 0,26 mmol) em p-xileno
seco (3 mL), adicionou-se R.W. (0.6 eq., 83 mg, 0,16 mmol). A mistura foi deixada sob
agitacao a uma temperatura de 170 °C, durante 3h. A reaccédo foi seguida por c.c.f
[diclorometano/metanol (9:1)]. O solvente foi destilado a pressao reduzida, e o residuo
obtido dissolvido em diclorometano. A solugdo foi purificada por c.c.f.p
[diclorometano/metanol (9:1)], obtendo-se o seguinte produto:

1,3,7-trimetill-6-selenoxo-6,7-di-hidro-1H-purina-2(3H)-ona (124) obtido na
forma de sélido amarelo com um rendimento de 2% (1,4 mg). Apresenta 0s mesmos
dados espectroscopicos do produto descrito em 111.4.1.1.2.

lll.5- Reacc¢oOes para a desproteccao de produtos selenados
protegidos nas posicoes hidorxiladas

l11.5.1- A partir de 2-(3°, 4’- dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4 H-
cromen-4-selenona (110)

Método |

Preparou-se uma solucao de 2-(3’, 4'— dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4 H-
cromene-4-selenona (110) (1,0 eq., 10 mg, 0,02 mmol) em diclorometano seco (5 mL).
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Arrefeceu-se a mistura reaccional a -78 °C e adicionou-se tribromento de boro (BBr3)
(6.0 eq., 0,14 mL, 0,14 mmol). Permitiu-se que a temperatura subisse lentamente. A
mistura reaccional ficou em agitacao, sob atmosfera de azoto, durante a noite. De
seguida, adicionou-se mais BBr; (6.0 eq., 0,14 mL, 0,14 mmol). A reaccao esteve em
agitacao por mais 24h. A reaccao foi seguida por c.c.f [diclorometano/n-butanol (9:1)].
Arrefeceu-se novamente a mistura reaccional a -78 °C e adicionou-se uma solugéao

saturada de hidrogenocarbonato de sédio (NaHCO,).

O pH foi neutralizado e a solugdo extraida com uma mistura de
diclorometano/n-butanol (9:1) (5x 20 mL). A fase aquosa foi seca com magnésio de
sodio anidro, filtrada e destilada a presséo reduzida. O residuo obtido foi analisado por
'"H RMN.

Método Il

Preparou-se uma solugéo de 2-(3’, 4— dimetoxi-fenil)-5-hidroxi-3,7-dimetoxi-4 H-
cromene-4-selenona (110) (1,0 eq., 40 mg, 0,95 mmol) em diclorometano seco (5 mL).
Arrefeceu-se a mistura reaccional a 0 °C e adicionou-se lentamente BBr; (7,5 eq., 0,71
mL, 0,71 mmol). A mistura reaccional ficou em agitacdo, sob atmosfera de azoto,
durante a noite. Na manha seguinte, adicionou-se metanol (5 mL), a 0 °C e deixou-se
a temperatura subir lentamente. De seguida, colocou-se a mistura reaccional em
refluxo, durante 2h. O pH foi neutralizado e a mistura reaccional extraida com uma
mistura de diclorometano/n-butanol (9:1) (5x 20 mL). A fase aquosa foi seca com
magnésio de sodio anidro, filtrada e destilada a presséo reduzida. O residuo obtido foi
analisado por 1H-RMN e novamente dissolvido em diclorometano seco (5 mL).
Arrefeceu-se novamente a mistura reaccional e adicionou-se mais BBr; (7,5 eq., 0,71
mL, 0,71 mmol). A reaccdo esteve em agitacdo por mais 24h e foi seguida por c.c.f
[diclorometano/n-butanol (9:1)]. Foram feitas mais duas adi¢des de BBr; (7,5 eq., 0,71
mL, 0,71 mmol) durante as 48h seguintes. O tratamento da mistura reaccional foi feito
de modo analogo ao ja descrito. A fase aquosa foi seca com magnésio anidro, filtrada
e destilada a pressao reduzida. Obteve-se o seguinte composto:
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2-(3,4-di-hidroxifenil)-3,5,7-tri-hidroxi-4 H-cromen-4-selenona (114), com um
rendimento de 34 % (11,7 mg) '"H-RMN (CD;OD-d,)
5: 7,71 (1H, s, ArC?H), 7,62 (1H, d, J=7,9, ArC®H),
6,97 (1H, d, J= 7,9, ArC”H), 6,47 (1H, s, ArC®H), 6,27
(1H, s, ArC°H) ™C-RMN (CD;OD-d)): &: 1774
(C*=Se), 165,6 (ArC° ou ArC’), 162,6 (ArC° ou ArC’),
158,3 (ArC%),148,9 (ArC* ou C?), 148,1 (ArC* ou
C?), 146,3 (ArC%), 130,8 (C®), 124,3 (ArC"), 121,8
(ArC®), 116,4 (ArC®), 116,1 (ArC?), 104,6 (ArC*), 98,4 (ArC®) 94,6 (ArC?).

l1l.5.2- A partir da 3-benzil-1-((2R,4S,5R)-4-(benziloxi)-5
(benziloximetil)tetra-hidroforano-2-il)-5-metil-4-selenoxo-3,4-di-
hidropiridina-2(1H)-ona (136)

Método |

A uma solugéo de 3-benzil-1-((2R,4 S,5R)-4-(benziloxi)-5-
(benziloximetil)tetrahidrofirano-2-il)-5-metil-4-selenoxo-3,4-di-hidropiridina-2(1 H)-ona
(136) (1,0 eq., 7,0 mg, 0,01 mmol) em metanol/acido acético (4,37 mL/0,66mL) foi
adicionado paladio (0) sob carvao activado (Pd-C). A mistura foi deixada em agitacao,
sob hidrogénio, a pressao atmosférica, durante 2 dias. A reaccao foi seguida por c.c.f
[n-hexano/acetato de etilo (7:3)].

Método Il

Preparou-se uma solugdo de 3-benzil-1-((2R,4S,5R)-4-(benziloxi)-5-
(benziloximetil)tetrahidrofirano-2-il)-5-metil-4-selenoxo-3,4-di-hidropiridina-2(1 H)-ona
(136) (1,0 eq., 8 mg, 0,002 mmol) em diclorometano seco (0,5 mL). Arrefeceu-se a
mistura reaccional a -78 °C e adicionou-se tricloreto de boro (BCls) (12,0 eq., 0,18 mL,
0,2 mmol). A mistura foi mantida em agitagdo overnight, deixando-se a temperatura
subir lentamente. De seguida, arrefeceu-se novamente a mistura reaccional e
adicionou-se mais BCl; ) (12,0 eq., 0,18 mL, 0,2 mmol). A reaccado foi seguida c.c.f
[diclorometano/butanol (9:1)]. Ap6s 24h, adicionou-se uma solucdo aquosa de
hidrogenocarbonato de sddio (NaHCO;) (a -78 °C) e decantou-se a solugdo. Tanto o
precipitado formado como a solugao foram lavados uma mistura de diclorometano/n-

butanol (9:1) (2 x 10mL). A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro,
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filtrada e o solvente destilado a presséo reduzida. As duas fracgbes foram analisadas
por 'H-RMN.
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