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Ebselen: A Brief Review of its Antioxidant Capacity and Biological
Applications

Abstract: Ebselen is a low toxicity selenium heterocycle very studied for its anti-
inflammatory and antioxidant activity. In this context, ebselen is capable to mimic the
glutathione peroxidase (GPx) catalytic activity, which is very important to protect
cellular components from damage caused by the accumulation of reactive oxygen
species (ROS). Although there are many studies on this compound, there are still
divergences on its mechanism of action as GPx mimetic. In this manuscript is present a
review of the last 10 years regarding the studies of ebselen mechanisms of action as
antioxidant as well as some of its biological application and of its derivatives.
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Resumo

O ebselen é um seleno-heterociclo que apresenta baixa toxicidade e é muito estudado,
principalmente devido sua atividade anti-inflamatdria e antioxidante. Nesse contexto, é
capaz de mimetizar a atividade catalitica da enzima Glutationa Peroxidase (GPx), a qual
é de suma importancia para protecao dos componentes celulares do dano causado pelo
acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Apesar de ja existirem muitos estudos
sobre este composto, até hoje ha divergéncias quanto ao seu mecanismo de acdo como
mimético desta enzima. Neste manuscrito é apresentado uma revisdao dos ultimos 10
anos, referente aos estudos tanto do mecanismo de acdo como antioxidante quanto
algumas aplica¢des bioldgicas do ebselen e de seus derivados.

Palavras-chave: Ebselen; glutationa peroxidase; antioxidante.
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Conclusdo

1. Introducao

A  molécula de nome 2-fenil-1,2-
benzisoselenazol-3(2H) -ona, a qual ¢é
usualmente chamada de ebselen 1 (Figura 1),
é um seleno-heterociclo lipossoluvel' que
apresenta baixa toxicidade?, boa
biodisponibilidade® e boa permeabilidade pela
barreira hematoencefalica® além de mimetizar
a atividade catalitica da enzima glutationa
peroxidase (GPx). Esta ultima atividade, em
outras palavras, significa que o ebselen possui
significativa atividade antioxidante no que diz
respeito a reducdo de perdxido de hidrogénio
(H202) e outros perdxidos organicos, tanto em
condi¢des in vitro? como in vivo®.

Mecanismo do Ebselen como Mimético da Enzima Glutationa Peroxidase
Analogos de Ebselen como Miméticos da GPx

Outras Atividades Bioldgicas do Ebselen e seus Derivados

0O

),
Se

1
Figura 1: Estrutura quimica do ebselen

Atualmente jad existem diversos métodos
reacionais descritos® para a preparacio do
ebselen. Dentre eles, um dos mais classicos
utilizados foi descrito por Engman em 1989
(Esquema 1)’. Esta metodologia aplica uma
reagdo “one pot” a partir do tratamento da N-
fenilbenzamida 2 com dois equivalentes de butil
litio em tetrahidrofurano, para formar o dianion
3. A adicdo de selénio elementar gera o
intermedidrio 4, o qual é ciclizado mediante a
adicdo do oxidante CuBr; para formar o ebselen
em apenas uma etapa reacional com 63% de
rendimento.
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Esquema 1. Esquema reacional para preparagdo do ebselen. (Adaptado de Engman em 1989, Ref.7)

Diferentemente da GPx, o ebselen possui a
capacidade de reagir com outros tidis e, como
consequéncia, pode apresentar outras
fungdes que a GPx ndo possui. Nesse sentido,
o ebselen é capaz de atuar na regulacdo da
funcdo celular, uma vez que consegue afetar o
sistema tiorredoxina, além de atuar em
patdgenos, como um inibidor de enzimas tiol-
dependentes.®

O ebselen vem sendo amplamente
aplicado, também, como anti-inflamatério® e
neuroprotetor?, além de sua notavel atividade
contra a isquemial® e acidente vascular
cerebral. ! Mais recentemente, devido as suas
propriedades antioxidantes, o ebselen tem
sido estudado por sua possivel aplicacdo no
tratamento do diabete mellitus tipo 22,bem
como contra o] Mycobacterium
tuberculosis.*>** Somado a isso, esse derivado
de selénio tem se destacado como um dos
mais potentes inibidores de ureases
bacterianas estudados até a presente data.
Esses inibidores visam o tratamento de
infeccdes bacterianas ureoliticas, que sdo
resultantes da presenca de Helicobacter pylori
no trato gastrico.®®

Em estudo realizado por Hiroshi
Masumoto e Helmut Sies descobriu-se que o
ebselen responde de forma protetora ao dano
celular causado pelo peroxinitrito 5 (Figura 2),
espécie proveniente do oéxido nitrico em
reacdo com o anion superoxido, cuja formacao
é comum durante inflamacdes e isquemias. 1°

O uso potencial deste  composto
organosselénio no tratamento de diversas
doencas provenientes de  desordem
neuronal’ e infeccdes também vem sendo
descritas.!81920
N0
5

Figura 2. Estrutura quimica do anion
peroxinitrito

E importante notar que o ebselen se
destaca por apresentar baixa toxicidade. Isso
pode ser explicado pelo fato de que o atomo
de selénio nao é liberado da molécula durante
as biotransformacdes, devido a estabilizacdo
do mesmo por ciclizacdo intramolecular,
conforme exemplificado na figura 3.2

NHR

o

’
,

Se
R
Figura 3. Estabilizacdo do dtomo de selénio

Em face da vasta gama de aplicagbes
biolégicas descritas para o ebselen, torna-se
fulcral a elucidacdo do seu mecanismo de
acdo, principalmente em vistas da sua
capacidade em mimetizar a enzima GPx.
Somado a isso, é importante ressaltar o que ja
vem sendo descrito nesse sentido para as
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estruturas que possuam o Ebselen como
esqueleto sintético. Embora encontrem-se
diversos trabalhos de revisdo que tratam de
compostos organosselénio e suas
propriedades biolégicas, este manuscrito
possui a proposta de dar foco apenas no
ebselen e seus derivados, no intuito de trazer
uma leitura mais dindmica e, com isso, facilitar
a difusdo de conhecimento.

Nascimento, V. et al.

2. Mecanismo do Ebselen como
Mimético da Enzima Glutationa
Peroxidase

A familia das glutationa peroxidases sao
selenoenzimas, encontradas em bactérias e
mamiferos, que tem a funcdo de proteger os
componentes celulares do dano causado pelo
acumulo de espécies reativas de oxigénio
(EROs). Esta protecdo ocorre através da
reducdo catalitica de peréxidos com o
consumo de glutationa (GSH), conforme
esquema 2.2

glutaticna (: E_S_e_H_ :l
redutase, GSSG ROOH
N»‘«DF’H(
GSH ROH
 ESeSG ESeOH »

H,0

[

GSH

GSH= glutationa; ESeH= GPx na forma de selenol I

Esquema 2. Reducdo catalitica de perdxidos. (Adaptado da Ref.23)

Entretanto, em algumas doengas a GPx
apresenta-se  sobrecarregada devido a
producdo excessiva de perdxidos e, nesse
contexto, moléculas miméticas dessa enzima
tornam-se de interesse para que haja o
reestabelecimento da homeostase redox.?
Dos compostos organicos contendo selénio ja
relatados com essa atividade, o ebselen
destaca-se por ser o mais estudado.

Embora muitos estudos sobre esta
molécula e seus derivados tenham sido
realizados até o momento, ainda h3d
divergéncias quanto ao mecanismo de acao
dessas substancias como miméticos da enzima
GPx. Sabe-se que esse é complexo e altamente
dependente dos tipos de substratos utilizados
(tidis e  hidroperéxidos).®®  Todavia,
recentemente, foi proposto um provavel
mecanismo geral para o ebselen que exibe os

principais passos para reduc¢do de peréxidos
mediante ao consumo de glutationa e outros
tiois.

Nesse mecanismo revisado, proposto a
partir de reacOes isoladas, é descrito que o
ebselen pode reagir por trés vias cataliticas
(Esquema 3).%2 A primeira é a do selenol ou
GPx-like (Esquema 3, A), semelhante ao ciclo
da GPx. Nesse mecanismo, na primeira etapa
ocorre o ataque de um equivalente de tiol ao
ebselen 1 levando a formacdo do sulfeto de
selenenila 6. A partir desse ponto existem
duas possibilidades: 1- pelo ataque de mais
um equivalente de tiol tem-se a producado do
selenol 7 e eliminacdo do dissulfeto
correspondente e 2- pela oxidagdio com
peroxido de hidrogénio ocorre a formacao do
acido selenénico 8 e eliminagdo de tioaldeido.
A partir do selenol 7, a obtencdo do 8 deve
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ocorrer via oxidacdo com perdxido de
hidrogénio e eliminacdo de agua. Na préxima
etapa, o acido selenénico sofre uma reagao de

o
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RSSR

NHPh A

SeH \/ RSH

RSSR
HZOZ
Ph (\ NHPh
RSH C Se'?;
1
H,0,
o
Se

Esquema 3. Mecanismo de acdo do ebselen na redugdo catalitica de perdxidos. (Adaptado da
Ref.23)

Outra via é a de oxida¢do (Esquema 3, B),
onde postulou-se que, em altas concentracdes
de peréxido, o ebselen 1 sofreria uma
oxidacdo a selenamida 9 que entdo é
hidrolisada, fornecendo o acido seleninico 10
que foi de fato isolado. Apds uma sequéncia
de reacbes ocorre a formacdo do acido
selenénico 8 a partir do acido seleninico 10,

com liberagdo de um equivalente de
dissulfeto.

A dltima proposta seria a via
desproporcional (Esquema 3, C). Nela, o

ebselen 1 em reagdo com determinado tiol
produziria 6, e este por sua vez decompor-se-
ia em disseleneto 11 e dissulfeto. O
mecanismo exato dessa reacdo de
desproporcionamento ndo é consenso, mas
estudos cinéticos revelaram que esse
processo é relativamente facil, ocorrendo em
meio aquoso (pH=7) e é catalisado pelo
selenol. Quando essa via é a dominante, mais
oxidacbes sdao necessarias para completar o
ciclo catalitico. Existem algumas propostas,
mas entende-se que o primeiro produto dessa

oxidacdo seja a selenoselenina 12, cuja
hidrélise leva a 1.
E importante salientar que, como

supracitado, a atividade catalitica do ebselen
e seus derivados sofre um forte efeito pela
natureza dos tidis. Por exemplo, se os
cofatores sdo tiois arilicos (PhSH ou BnSH), os
compostos organosselénio exibiriam baixa
atividade catalitica. Isso, por sua vez, foi
atribuido as indesejadas reac¢des de troca de
tiol (thiol exchange), que ocorrem através do
ataque de um segundo tiol no dtomo de
selénio da ligagcdo “Se-S” do intermedidrio

disso, os compostos que mostraram uma forte
interagdo Se-O s3ao menos ativos, em
comparacdo com aqueles com interagdes mais
fracas de Se-O, e isso se deve também as
reacdes de troca de tiol.?®
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Esquema 4. Reacdo de troca de tiol pelo
ataque de tiol no selénio. (Adaptado da
Ref.26)

3. Analogos do Ebselen como
Miméticos da GPx

Desde a descoberta de que o ebselen
poderia mimetizar a acdo da GPx, varios
andlogos foram sintetizados através da
modifica¢do da estrutura bdsica do mesmo, ou
incorporando algumas caracteristicas
estruturais da enzima nativa. Estas
transformagbes sdo realizadas no intuito de
aumentar a atividade, melhorar a solubilidade
em agua e facilitar sua sintese. Os
substituintes, tanto no anel
benzisoselenazolona quanto ligados ao atomo
de nitrogénio, tém um efeito significativo
sobre a atividade destes compostos. Desta
forma, mostrou-se que pela substituicdo de
um atomo de hidrogénio por um grupo nitro
ou por uma amida, na posicado orto ao selénio
(Figura 4), houve um aumento de nove e trés
vezes, respectivamente, na atividade GPx-like
dos compostos quando comparados ao
ebselen. Este comportamento é caracterizado
pela interacdo ndo-covalente entre o oxigénio
e o atomo de selénio, que é estabilizado,
prevenindo a reac3o de troca de tiol.2”/%

Nascimento, V. et al.

13 14 R =1i-Pr

Figura 4. Analogos 13 e 14 do ebselen

Recentemente foi relatada a sintese de
ebselendis substituidos com grupamentos
hidroxila no anel benzisoselenazolona e estes
compostos mostraram atividade semelhante
ao ebselen como miméticos da GPx.? Outros
substituintes, tais como grupos p-nitro, p-iodo
e p-metoxifenil, se mostraram como
catalisadores mais eficientes do que o
composto modelo, Ebselen.3® Um aumento
significativo na atividade GPx (15 vezes) foi
observado para o composto 20. Este sucesso
pode ser atribuido a posicdao da hidroxila em
relagdo ao centro de selénio (Figura 5). E
importante ressaltar que os ebselendis
também se apresentam como antioxidantes
regenerdveis e multifuncionais tendo a
capacidade de atuar na captura de radicais e
na decomposicdo de hidroperéxidos.3! Outro
exemplo de ebselenol mais ativo que o
ebselen, que merece destaque, é o derivado
21 descrito recentemente por Engman e
colaboradores.®

Somando-se aos estudos anteriores,
Elsherbini e colaboradores descreveram os
compostos 22 e 23 (Figura 6). O primeiro é um
catalisador eficiente, capaz de reduzir mais
rapidamente os perdxidos do que o ebselen,
devido a provavel interacdo entre o oxigénio
do alcool e o selénio, somado a sua melhor
solubilidade no meio reacional quando
comparado aos outros compostos do estudo.
Entretanto, o segundo, mesmo tendo dois
atomos de selénio, surpreendentemente,
mostrou menor atividade catalitica. Os
resultados sugerem que o impedimento
estérico dificulta a reagdo com tidis e/ou
peroxidos quando submetidos a reacdo de
mimetismo da enzima GPx.*
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Figura 6. Catalisadores derivados do ebselen

No intuito de se obterem novos derivados
de ebselen, cuja atividade tiol-peroxidase
fosse maior que a do composto modelo, foram
sintetizados analogos quirais do mesmo
(Figura 7). O substituinte quiral no atomo de
nitrogénio fornece um aumento substancial
(2103 vezes) na atividade mimética da GPx do
composto 24 quando comparada ao ebselen.?*
Nesse contexto, uma série de derivados
contendo aminoacidos (25a-g) foi sintetizada
e a eficdcia em mimetizar a enzima GPx foi
relatada. Boa parte dessas estruturas

peculiares mostraram atividade GPx maior
gue o ebselen. Entretanto, esses resultados
dependem tanto da porcdo peptidica quanto
do perdxido utilizado nos testes.®® Em 2017,
Scianowski e colaboradores reportaram a
sintese e a atividade tiol-peroxidase de novas
benzoiselenazol-3  (2H) -onas  quirais
derivadas de aminas 26 obtidas a partir da
canfora. Este derivado exibiu uma melhor
eficiéncia na eliminac¢do de perdxido do que o
composto de referéncia 1.3
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Figura 7. Derivados do ebselen com atividade para mimetizar a GPx. (Adaptado das Ref. 34, 35
e 36

4. Outras Atividades Biologicas do
Ebselen e seus Derivados

Como visto anteriormente, diversos
estudos vém sendo elaborados no que diz
respeito a sintese e investigacdo de novos
compostos derivados do ebselen para atuagao
como miméticos da GPx. Entretanto, pelo fato
deste promissor composto apresentar
diversas outras atividades bioldgicas, é de
interesse da comunidade cientifica a
realizacdo de pesquisas relacionadas a novas
atividades do ebselen e aquelas
correspondentes a seus derivados.

Em casos como de isquemia cerebral na qual
ha reducdo do pH (7 para 6,3), a capacidade
mimética da GPx do ebselen é reduzida.’” Nessa
situagdo, sua interacdo como substrato da
tiorredoxina (Trx), de mamiferos, se torna mais
expressiva.® O sistema Trx, é composto pela Trx,
TrxR (tiorredoxina redutase) e por NADPH,* e
esta envolvido na replicacdo do DNA, sinalizacdo
redox e, assim como o sistema da GPx, € um dos

mais importantes sistemas de prote¢ao contra os
EROs.” Nesse mecanismo, a Trx e a TrxR agem
reciclando o ebselen para sua forma de selenol
(Esquema 5).

Enquanto em mamiferos o ebselen tem
atividade antioxidante por meio da sua relagdo
com as enzimas GPx e Trx, em bactérias age como
um inibidor competitivo reversivel de
tiorredoxina redutase bacteriana* Sendo assim,
é considerado um antibidtico contra bactérias
Gram-positivas, pois muitas destas ndo dispéem
do sistema antioxidante de glutationa-GSH
(metabolizado pela GPx).*> Ja para bactérias
Gram-negativas, a administracao do ebselen com
nitrato prata se tornou uma nova estratégia de
combate as infec¢des, uma vez que a prata tem
como mecanismo de a¢do a produgao de radicais
e o ebselen a inibicdo de um mecanismo de
protegdo a essas espécies. Essa nova estratégia
mostrou atividade contra as cinco bactérias gram-
negativas multirresistentes a drogas de mais
dificil tratamento (Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter  baumannii, P.  aeruginosa,
Enterobacter cloacae, and E. coli).®
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Esquema 5. Sistema de reciclagem do Ebselen pelo sistema Trx. (Adaptado da Ref. 20)

Como antifungico, apresentou efeitos
melhores do que os medicamentos
antifungicos convencionais, como anfotericina
e fluconazol, contra fungos dos géneros
Candida e Cryptococcus, e em modelos de
infeccdo em C. elegans. Tal acdo pode ser
explicada pois, assim como em bactérias, ao
inibir a TrxR impede-se a reciclagem de GSH e
consequentemente o aumento das EROs.**

Estudos in vitro evidenciaram que EROs sdo
essenciais para o crescimento viral em sua fase
inicial de infeccdo, evidenciando que a atividade
antioxidante do ebselen pode ser utilizada no caso
de um tratamento antiviral. Outra caracteristica
importante se encontra na sua acdo sobre

O
Qﬁ

N b

32

importantes proteinas de replicacggo em
determinados virus, além de inibir a produgdo de
seus capsideos, sendo assim, uma promissora
substancia anti-retroviral.®

Além de um 6timo agente antioxidante, em
altas concentracdes o ebselen pode ser usado
como pré oxidante para a inducdo de
apoptose de células cancerigenas.®

Recentemente, alguns derivados de
ebselen foram descritos como inibidores da
atividade da enzima metionina amino
peptidase 2 humana, que é essencial para o
avanco de diversas doencgas, incluindo
tumores sélidos (Figura 8).4

O CI
Qﬁ&}
Se
33

Figura 8. Derivados de ebselen inibidores de metionina

Ainda nesse ambito, a atividade antitumoral de
derivados de ebselen tem sido amplamente
explorada. Alguns exemplos bem-sucedidos sdo
mostrados na Figura 9.%%

E importante destacar que o ebselen é um
inibidor da acetilcolinesterase (AChE).*® Nesse
sentido, alguns pesquisadores trabalharam para
projetar e sintetizar derivados do mesmo para
avaliar sua capacidade de inibir a atividade da
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acetilcolinesterase. Dessa forma, substancias
com potencial multialvo para o tratamento da
Doenca de Alzheimer, devido as suas
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propriedades antioxidantes, foram obtidas
através da mistura entre o ebselen e donepezi
clioquinol®® ou tacrina (Figura 10

|49
7’
) 51

R

HO OH

R4 = OAc or
HO 0
OH
R2 =H

Figura 9. Derivados de ebselen 34, 35 e 36 com atividade antitumoral. (Adaptado das Ref. 45-47)
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Figura 10. Compostos 27, 28, 29, 30 e 31 com potencial para tratamento da Doenca de
Alzheimer. (Adapatdo Ref. 48)

Em 2019, Martini e colaboradores
investigaram a atividade do ebselen para
tratamento da doenca de Alzheimer. A
descoberta de substancias para tratamento
desta doenga consiste em desenvolver
compostos capazes de atuar em multiplos
alvos envolvidos na patogenia e/ou no
reposicionamento de substdncias antigas.
Tendo como exemplo de reposicionamento,
a injecdo intracerebroventricular de
estreptozotocina (antineopldsico) sendo

utilizada como modelo metabdlico da
doenca de Alzheimer esporadica. Os
resultados deste estudo mostraram que o
ebselen atuou por vdrios alvos, sendo
efetivo para reverter o comprometimento
da memodria, estresse oxidativo e apoptose
de camundongos de modelos de
metabolismo esporadico de Alzheimer.
Esses resultados tornam o composto muito
promissor para atuar no tratamento dessa
doenca.>?

Rev. Virtual Quim. |Vol 11| |No. 6| |1894-1907|



Nascimento, V. et al.

Considerando estudos bioldgicos e
medicinais adicionais, foram obtidas sondas
marcadoras de fluorescéncia contendo
ebselen e a interacdo destas com cisteino
proteases foi investigada por Glitschow e
colaboradores.>® Neste contexto, as sondas
ndo se mostraram adequadas para marcagao
de catepsinas (tipo de cisteino proteases), pois
a interacdo do ebselen e das sondas com
grupos tidis de proteinas pode ser revertida

Ve

pela adicdo de redutores, como Ditiotreitol
(DTT), além de terem estimulado a atividade
proteolitica das mesmas. Entretanto, os
derivados fluorescentes de ebselen poderiam
ser Uteis para identificar proteinas que sdo alvo
desta substancia e, portanto, os autores
consideram que as moléculas obtidas
apresentam capacidade de serem
considerados em estudos bioldgicos futuros
(Figura 11).
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Figura 11. Compostos 37 e 38 testados como sondas marcadoras. (Adaptado Ref. 53)

5. Conclusio

Nesse artigo de revisdao foram abordadas, de
maneira geral, as caracteristicas do primeiro
composto organico sintético contendo selénio, o
ebselen. Além de ser discutido seu possivel
mecanismo de acdo em reacGes miméticas da
GPx, foram abordadas distintas atividades
bioldgicas do ebselen e seus derivados.

Fica clara a importancia que esta molécula
teve ndo somente em seu carater clinico, mas
também como meio de introducdo e
divulgacdo da quimica dos compostos de
selénio.  Assim, constata-se que é
imprescindivel a continuagdo dos estudos
realizados com ela, seus derivados, assim
como o grande potencial residente na quimica
do selénio.
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