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RESUMO

Os farmacos anticonvulsivantes atuais apresentam seu uso frequentemente limitado devido
aos seus efeitos colaterais; além disso, eles séo utilizados de forma n&o eficaz na profilaxia
para o tratamento das convulsGes epilépticas. Tais fatos motivaram o desenvolvimento deste
trabalho que apresenta como objetivo sintetizar complexos de paladio(ll) derivados dos
diazepam, um farmaco anticonvulsivante, com a finalidade de obter complexos que sejam
mais ativos e menos toxicos que o ligante de escolha, diazepam. Neste trabalho foram
sintetizados cinco complexos de paladio(ll) derivados do diazepam a partir de PdCl, e
Pd(OAc), como fontes de paladio; desses, dois estdo na forma dimérica (DIAZPdOACD,
bis[2-{(7-cloro-1-metill-2-0x0-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-il) fenil-x?-C,N}-p,-acetato-

paladio(I)]; e DIAZPACID, bis[2-{(7-cloro-1-metill-2-ox0-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-
il fenil-k>-C,N}-p,-cloropaladio(11)]) e trés na forma monomérica (DIAZPdOACPPhs, [2-{(7-
cloro-1-metill-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-il)fenil-«*-C,N}acetatotrifenilfosfino-

paladio(11)]; DIAZPdCIPPhs, [2-{(7-cloro-1-metill-2-ox0-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-
il)fenil->-C,N}clorotrifenilfosfinopalédio(I1)]; e DIAZPACIPy, [2-{(7-cloro-1-metill-2-oxo-
2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-il)fenil-k>-C,N}cloropiridinopaladio  (11)]). Todos esses
complexos foram caracterizados por técnicas espectrométricas e analise elementar; e o
mondmero DIAZPACIPy teve sua estrutura quimica elucidada através de difracdo de raios X,
onde observou-se a geometria quadrada plana do paladio(ll) e a ocorréncia da ciclopaladacao.
Os complexos diméricos foram avaliados quanto a atividade anticonvulsivante através de dois
tipos de testes in vivo, ambos em camundongos, um utilizando pentilenotetrazol e o outro
picrotoxina como indutores das convulsdes. Os resultados mostraram que 0s dimeros
apresentaram efeitos anticonvulsivantes induzidos provavelmente com envolvimento dos
receptores GABAAa-benzodiazepinicos, sendo que o DIAZPdOAcD apresentou uma maior
atividade quando comparado ao DIAZPACID. Além disso, o DIAZPdOACcD apresentou-se tdo
efetivo quanto o diazepam no teste utilizando o pentilenotetrazol como indutor das
convulsbes, mesmo sendo utilizado em doses mais baixas em termos de pmol/kg,
apresentando chances elevadas de ser mais potente que o diazepam. No entanto, mais testes

precisam ser realizados para uma melhor comparacéo entre os dimeros e o ligante.

Palavras-chave: Quimica Inorganica Medicinal, paladaciclos, diazepam, atividade
anticonvulsivante.



ABSTRACT

The current anticonvulsant drugs often have limited use due to its side effects, in addition,
they are used in a non-effective prophylaxis for the treatment of epileptic seizures. These
facts led to the development of this work has aimed at synthesizing complexes of palladium
(1) derived from diazepam, an anticonvulsant drug, in order to obtain complexes that are
more activeand less toxic thanthe ligand of choice, diazepam. In this work
were synthesized five complexes of diazepam-palladium(ll) derivatives from PdCIl, and
Pd(OAC); as palladium source; two of them are in dimeric form (DIAZPdOACcD, bis[2-{(7-
chloro - 1 - methyl - 2 - oxo - 2,3 - dihydro - 1H - benzodiazepine - 5 - il)phenyl - «* - C,N}-
up-acetato-palladium(11)]; and DIAZPACID, bis[2-{(7-chloro-1-methyl-2-ox0-2,3-dihydro-
1H-benzodiazepin-5-il)phenyl-«k?-C,N}-p,-chloropalladium(i1)]) and three in monomeric
form (DIAZPdOACPPh;, [2-{(7-chloro-1-methyl-2-0x0-2,3-dihydro-1H-benzodiazepin-5-
il\phenyl -«*-C,N}acetatotriphenylphosphine-palladium(11)]; DIAZPACIPPhs,[2-{(7-chloro-1-
methyl-2-oxo0-2,3-dihydro-1H-benzodiazepin-5-il)phenyl-k*-C,N}chlorotriphenilphosphine-

palladium(I1)]; and DIAZPdCIPy, [2-{(7-chloro-1-methyl-2-0x0-2,3-dihydro-1H-
benzodiazepin-5-il)phenyl-«k*-C,N}chloropyridinepalladium (11)]). All these complexes were
characterized by spectral and elemental analysis; and the monomer DIAZPdCIPy had your
chemical structure elucidated by X-ray diffraction, where it was observed the
square planar geometry of palladium(ll) and the occurrence of cyclopalladation. The
dimeric complexes were evaluated in relation to anticonvulsant activity through two types of
tests in vivo, both in mice, using pentylenetetrazole and picrotoxin to induce seizures. The
results showed that the dimers presented anticonvulsant effects induced probably with
involvement of GABAAa-benzodiazepines, being the DIAZPdOAcD showed higher activity
when compared to DIAZPACID. Furthermore, the DIAZPdOACD presented as effective as
diazepam in the test using pentylenetetrazol as inducer of seizures, even if used at lower doses
in terms of umol/kg, with high chances to be more potent than diazepam. However, more tests

should be performed for a better comparison of the dimer and the binder.

Keywords: Medicinal Inorganic Chemistry, palladacycles, diazepam, anticonvulsant activity.



LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 4.1 — Sintese do DIAZPACID..........cociiiiiiiie s 49
Esquema 4.2 — Sintese do DIAZPACIPY........ccociiiiiiiecce et 50
Esquema 4.3 — Sintese d0 DIAZPACIPPRS........ccoiiiiiice s 51
Esquema 4.4 — Sintese d0 DIAZPAOACD.........cooiiiieieeeee e 52
Esquema 4.5 — Sintese d0 DIAZPAOACPPRN........ccoiiiiieceiecesece e et 53
Esquema 5.1 — Mecanismos de ativaGao C—H.........cccooiiiiiiiiiniec e 58

Esquema 5.2 — Conformacgdes cisdide e transdide, obtidas através de célculo tedrico,
dos dimeros DIAZPAOACD € DIAZPACID.........ccccooiieiie e 63



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1 — Estrutura quimica do diazepam com destaque ao grupo de ligacdo do
(01 o Lo J SRS 19
Figura 1.2 — Metalaciclos de 5 membros. ..........o.ouviieiniiiiiiiii e 19
Figura 3.1 — Estrutura quimica de alguns complexos de platina com atividade

V11000070 - | OSSPSR 24
Figura 3.2 — Estrutura quimica de alguns metalofarmacos...........ccccooeveiiieniiniescine s 26
Figura 3.3 — Algumas das &reas da Quimica Inorganica Medicinal.............cccccocoerirennne. 27
Figura 3.4 — Tabela periddica, com destaque para 0 paladio...........cccooevrieriinieieiinienenns 28
Figura 3.5 — Conformagdes do canal para sédio durante o potencial de acéo.................... 31
Figura 3.6 — Inibigdo circundante em uma rede neural simplificada.............cc.ccoovivennnnn 32
Figura 3.7 — Grupos principais de CONVUISED............ccoiiiiiriiinicie e 33
FIgura 3.8 — Crise de aUSENCIA. .. ...vuueint ettt et ettt e e e aeeeaes 34
Figura 3.9 — ConVUISA0 tONICO-CIONICA. .. ...vueeeteteeie et 35

Figura 3.10 — Registros eletroencefalograficos no cérebro normal e apresentando

010101V - T J PSP O SO R PR 36
Figura 3.11 — Estrutura pentamérica do receptor GABAA.......cccevvererieerieaieseeseeseere e 37
Figura 3.12 — Principais sitios de ligacdo no receptor GABAA.......cccvevvrrerieeiesierir e 37
Figura 3.13 — Mecanismo de a¢do dos benzodiazepiniCos.........cccvvvvvveereeiieiesiieseeie e 38

Figura 3.14 - Estrutura do diazepam, 7-Cloro-1-metil-2-oxo-5-fenil-3H-1,4-
benzodiazepina, com destaque ao anel benzodiazepiniCo.........cccocveeveiieviiiecce e 38

Figura 3.15 - Estrutura quimica basica dos 1,4- e 1,5-benzodiazepinicos,

FESPECTIVAMEIEE. ... .cvte vttt ettt ettt e et e e e et e sr e e e e s ae e s e es e sbe e e e s neenteereesren seeren 39
Figura 4.1 — Camundongo Swiss (MUS MUSCUIUS).......c.ccueviiriiiecie et 54
Figura 5.1 — Paladaciclos organometaliCos. .........c.o.vviuiiininiiiiiiiiiieiieeeenaeaenn, 57
Figura 5.2 — Espectro de RMN de *H do DIAZPdOACD em CDCls......coooveeveveeeereen. 60
Figura 5.3 — Espectro de RMN de *H do DIAZPACID em DMSO-Gg........covevvuvvereereenane. 61
Figura 5.4 — Espectro de RMN de *H do DIAZPACIPY em CDCls.......ccooveieveeieeenn. 65
Figura 5.5 — Espectro de RMN de *H do DIAZPdOACPPhsem CDCls........covveeeeeeenn. 66
Figura 5.6 — Espectro de RMN de *H do DIAZPACIPPhsem CDCls......c.c.coovuveeereerianee. 67
Figura 5.7 — Espectro de RMN de *C do DIAZPdOACD em CDCla....c.oocvecvvveeeerieennn. 69

Figura 5.8 — Espectro de RMN de *C do DIAZPACID em DMSO-ds........c.cvvveverrieenn. 70



Figura 5.9 — Espectro de RMN de **C do DIAZPACIPy em CDCla.........coccovvvveeererenienen. 71

Figura 5.10 — Espectro de RMN de **C do DIAZPdOAcPPhzem CDCls..........cc.ooen...... 72
Figura 5.11 — Espectro de RMN de **C do DIAZPACIPPhsem CDCls.......c.ovveveveerenneene 73
Figura 5.12 — Espectro de RMN de *'P do DIAZPdOACPPhzem CDCls..........cooecveneenee. 74
Figura 5.13 — Espectro de RMN de *'P do DIAZPACIPPhsem CDCls........ovvevcveneaneaes 75

Figura 5.14 — Projecao Ortep do DIAZPUCIPY.......cccooiieiiiiiiie e 76



LISTA DE QUADROS

Quadro 3.1 — Utilizacao de alguns metais em Medicina, na antiguidade....................c...... 24
Quadro 3.2 — Complexos metélicos derivados de 1,4- e 1,5-benzodiazepinicos relatados

0 1T LT - VSRR SR 39
Quadro 3.3 - Complexos metalicos derivados do diazepam relatados na

L 1=] 2 L USRS 41
Quadro 4.1 — Locais de realizagdo das atividades experimentais............ccocvverereseniernnne. 46
Quadro 4.2 — Procedéncia e férmula molecular dos reagentes e solventes............cc......... 47



LISTA DE TABELAS

Tabela 5.1 — RMN de *H do DIAZPdOAcD com piridina deuterada, em CDCls.............. 64
Tabela 5.2 — RMN de *H do DIAZPACID com piridina deuterada, em CDCl.................. 64
Tabela 5.3 — Angulos [°] diedro e de ligagio para DIAZPACIPY.........ccccocoeveverrresrernnne. 77
Tabela 5.4 — Distancias [A] de ligagdo para DIAZPACIPY..........ccccceveveveeeeveeeeeee e, 77

Tabela 5.5 - Efeito do tratamento agudo com DIAZPdOAcD, DIAZPdCID ou diazepam
(DZP), na presenga e na auséncia de Flumazenil (FLU), no teste das convulsdes
induzidas pelo PTZ em CamuNUONGOS. .......ccueieieriiiieiieie e 79
Tabela 5.6 - Efeito do tratamento agudo com DIAZPdOAcD, DIAZPdCID ou diazepam

(DZP) no teste das convulsdes induzidas pela PIC em camundongos..........ccccccveveieieenneee 81



ANOVA
BDZ

br sig
CETENE

d

DFS
DIAZPdCID

DIAZPdCIPPh;

DIAZPdCIPy

DIAZPdOAcD

DIAZPdOACPPh;

DMF
DMSO
DzP
EEG
F.M.
FLU
GABA
GCaR
Hz
ICLAS

i.p.
QB
v

J

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Analise de Variancia

Benzodiazepinico

Sinal alargado (do inglés: broad signal)

Centro de Tecnologia do Nordeste

Dupleto

Departamento de Fisiologia
bis[2-{(7-cloro-1-metill-2-ox0-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-
il)fenil-«®-C,N}-u,-cloropaladio(11)]
[2-{(7-cloro-1-metill-2-ox0-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-il)fenil-
«?-C,N}clorotrifenilfosfinopaladio(11)]
[2-{(7-cloro-1-metill-2-ox0-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-il)fenil-
«?-C,N}cloropiridinopaladio(11)]
bis[2-{(7-cloro-1-metill-2-ox0-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-
il)fenil-k-C,N}-p,-acetatopaladio(11)]
[2-{(7-cloro-1-metill-2-0x0-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-il)fenil-
«?-C,N}acetatotrifenilfosfinopaladio(11)]

Dimetilformamida

Dimetilsulfoxido

Diazepam

Eletroencefalogréafico

Formula molecular

Flumazenil

Acido y-aminobutirico

Grupo de Catalise e Reatividade Quimica

Hertz

Conselho Internacional de Ciéncia em Animais de Laboratério (do
inglés: International Council for Laboratory Animal Science)
Intraperitoneal

Instituto de Quimica e Biotecnologia

Infravermelho

Acoplamento de spin



LaboCrMM
LAPEC
m

MHz
M.M.
OAc
pag.
PIC
PPh;
ppm
PTZ

Py
RMN

SBCAL
SNC

TMS
UFAL
UFS

Laboratorio de Cristalografia e Modelagem Molecular
Laboratorio de Farmacologia Pré-Clinica

Multipleto

Megahertz

Massa molar

Acetato

Pégina

Picrotoxina

Trifenilfosfina

Parte por milhao

Pentilenotetrazol

Piridina

Ressonancia Magnética Nuclear

Simpleto

Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio
Sistema Nervoso Central

Tripleto

Tetrametilsilano

Universidade Federal de Alagoas

Universidade Federal de Sergipe



SUMARIO

L INTRODUGAO . ..ottt ettt esiesenies s en s iess s 17
2O0BJETIVOS...ciiiiiiiiiiiiiiitttiiiinntttietesstessssssstsssessssssssssssssssssans 21
2.1 GRIAL....eie e ettt 22
2.2 ESPECIIICOS. cuiiiniieiiniineiiniinienetiatsnsesessstosssssssssossssssssssssssssossssnssnsossssses 22
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA.......o oot 23
3.1 Quimica Inorganica MedicCinal...........cccooceviiiiiiiiiie e 24
3.2 Paladio: propriedades e apliCagoes...........cevveuereineeiiiiie s 27
3.3 CONVUISAD......ccieeitieitiie ittt et et e e e e e e e e naeenbaenree s 29
3.3.1 CONSIABIAGOES JEIAIS. ...c.eeviuieeiiesteie ettt etee st sttt ettt et se et sr e e sr et b et b eneas 29
TR A [ o] [0 | - PRSP PP 30
3.3.3 TIPOS A€ CONVUISAD. ... .eeieieeeieetie sttt sttt na e sr e e e e e enaeenee e 33
3.4 Farmacologia dos anticonvulSIivantes.............ccccevveieeieesiesees e 36
3.5 Complexos metalicos derivados de benzodiazepinicos..............cc.c....... 38
4 EXPERIMENTAL. ... 45
4.1 Atividades desenvolvidas e locais de realizacao.............c.cccoevvevvrennennn, 46
4.2 Reagentes € SOIVENTES.......coovciiiiie ittt 47
4.3 Instrumentacio para caracterizago......ooveeeiieriieceennicscsnennnes 47
4.3.1 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN)..........cccoovveveiien e, 47
4.3.2 Espectrometria no infravermelho médio (IV).......cccocvvveiiv i 48
R B 11 - (o Tol o [ =Y (013 OSSPSR 48
4.3.4 ANALISE EIBMENTAN........coiiieiie e 48
4.3.5 ESPECtromMetria de IMASSaS.......cc.eciiuierieiiieiie sttt ettt e et e e b eraesraennea 48
4.4 Procedimentos de STNTESE.......cccueiveiiiie et 48

4.4.1 Sintese do bis[2-{(7-cloro-1-metill-2-o0x0-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-
il)fenil-k®-C,N}-pz-cloropaladio(11)], DIAZPACID............co.vveeeeeeeeeeeeeeeeeese s 49



4.4.2 Sintese do [2-{(7-cloro-1-metill-2-ox0-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-il)fenil-

«°-C,N}cloropiridinopaladio(11)], DIAZPACIPY............cocovverereneinsseeesressessiesineeo, 50
4.4.3 Sintese do [2-{(7-cloro-1-metill-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-il)fenil-

«°-C,N}clorotrifenilfosfinopaladio(11)], DIAZPACIPPR:.........cc.vvvereieeeesvesise e o1
4.4.4 Sintese do bis[2-{(7-cloro-1-metill-2-ox0-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-

il)fenil-k*-C,N}-po-acetatopaladio(11)], DIAZPAOACD..........co.coevrvemeireeereeereessss s, 52
4.4.5 Sintese do [2-{(7-cloro-1-metill-2-ox0-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-il)fenil-

«%-C,N}acetatotrifenilfosfinopaladio(11)], DIAZPAOACPPhs.........ccoovvvveeserreeeeenene 53
4.5 Avaliacdo da atividade anticonvulsivante..........c.cccccoevvieiiin e niieninnn, 54
4.5.1 Teste das convulsdes induzidas Pelo PTZ........cccoo i 55
4.5.2 Teste das convulsdes induzidas pela PIC..........cccoiiiiiiice e 55
4.5.3 ANALISE ESTALISTICA. .....eeviiieiiie i 55
5 RESULTADOS E DISCUSSAO. ..o ioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeres s e ee e, 56
5.1 Sintese dos paladaciClos............ccooviiiiiieiie e 57
5.2 Caracterizacao dos paladaciclos...........cccocviiiveiiie e 59
5.2.1 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de *H (RMN de 'H)............ 59
5.2.2 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de *C (RMN de C)......... 68
5.2.3 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de *'P (RMN de *P).......... 68
5.2.4 Espectrometria no Infravermelho Meédio (IV).......ccooveivieiiicciece e 76
5.2.5 Difrag80 de RAIOS X......vcviiiiiiiie e ciiesie ettt st st e e e e enaesnaesee e e 76
5.2.6 Analise Elementar e Espectrometria de Massas...........ccceevevviiereciesrieseesieese e 77
5.3 Avaliacao da atividade anticonvulsivante............cccccoeevevvieniiie e cieens 78
5.3.1 Convulstes iNduzidas Pelo PTZ.......covoiie et 78
5.3.2 Convulsdes iNduzidas pela PIC...........ccooiiiiiience e 81
6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS......cocooiiieieeeeeeeee et 83
REFERENCIAS. ..ottt sttt 85

APENDICES. ..o oo e et e e et ee e e et e e 91



APENDICE A - Espectro de RMN de *H do DIAZPdOAcD com piridina deuterada,

BIM CDC3. e bbbt 92
APENDICE B — Espectro de RMN de *H do DIAZPACID com piridina deuterada, em

(O I L YU TSR 93
APENDICE C - Espectro de RMN de *C do diazepam em CDCla........c..cocvevrvnrerranene. 94
APENDICE D - Espectro na regido do IV do DIAZPAOACD...........ccccoeeuemveereereereneernnen. 95
APENDICE E - Espectro na regi&o do IV do DIAZPACID...........cc.cccoeveveevvrreerrereeireae 96
APENDICE F — Espectro na regido do 1V do DIAZPACIPY.........cccccevevereeeeeeeeeeeeeeeeens 97
APENDICE G — Espectro na regi&o do IV do DIAZPAOACPPh;..........cccoveveeerierrecriernans 98
APENDICE H — Espectro na regi&o do IV do DIAZPACIPPhs...........cccccvveveerieeeciriernans 99

APENDICE | — Espectro na regido do 1V do diazepam............ccc.cceeevereecereereeeseeenennans 100



17

1 INTRODUCAO




18

1 INTRODUCAO

Geralmente, a primeira ideia que surge ao se pensar em farmacos é a de que o0s
mesmos S80 compostos organicos; entretanto, varios destes apresentam metais em sua
estrutura e sdo utilizados na clinica médica. Para tanto, temos como exemplos: os complexos
de platina, empregados para o tratamento de tumores; os de antimodnio, para o tratamento da
leishmaniose; os de ouro, para o tratamento de artrite; e os de bismuto, para o tratamento da
Ulcera gastrica (BERALDO; MORTIMER, 2005).

O interesse por metalofarmacos foi ampliado com a descoberta das propriedades
antitumorais da cisplatina, um arquétipo de farmaco inorganico por ndao apresentar um so
atomo de carbono em sua estrutura; desempenhando, assim, um papel importantissimo no
desenvolvimento da Quimica Inorgéanica Medicinal (BERALDO, 2005).

Uma estratégia, dentro dessa area, para o desenho de novos farmacos consiste no
desenvolvimento de complexos formados pela coordenacdo de metais a ligantes bioativos,
com o objetivo de formar complexos mais potentes e/ou menos toxicos (BERALDO, 2005).
Essa estratégia é utilizada com esse objetivo devido aos metais poderem desempenhar um
importante papel "passivo™ no acompanhamento e/ou entrega de farmacos em direcdo a seus
locais de agdo e fora dos locais onde exercem mais toxicidade. E também pelo fato da
coordenacdo a um metal alterar a solubilidade e lipofilia de um ligante bioativo, resultando
em mudancas na sua absorcdo, biodistribuicdo e biotransformacdo (HAMBLEY, 2007); além
de poder modificar sua estereoquimica e propriedades eletrénicas, podendo, dessa forma,
alterar substancialmente a atividade bioldgica de um ligante bioativo (VISNJEVAC et al.,
2002).

Tal estratégia foi a que utilizamos neste trabalho; para isso, selecionamos como pré-
ligante um farmaco com atividade anticonvulsivante, mais especificamente o diazepam, e um
metal passivel de ligacdo a esse farmaco, mais especificamente o paladio.

A escolha de um farmaco anticonvulsivante foi realizada devido aos farmacos
anticonvulsivantes atuais terem seu uso frequentemente limitado pelos efeitos colaterais
(RANG et al., 2004) e por ndo existir profilaxia eficaz para o tratamento das convulsdes
epilépticas — convulsbes desenvolvidas por pacientes que apresentam epilepsia
(MCNAMARA, 2005). E importante ressaltar o seguinte: acredita-se que pelo menos 25%
dos pacientes com epilepsia no Brasil necessitam do uso de medicamentos por toda a vida,

visto que, sdo portadores em estagios mais graves (BRASIL, 2006). Tais fatores nos mostram
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a importancia do desenvolvimento de farmacos anticonvulsivantes mais eficazes e com menos
efeitos toxicos.

No que diz respeito a escolha do paladio como metal para a geragdo de potenciais
metalofarmacos derivados do diazepam, podemos dizer que foi em funcdo da estrutura do
préprio diazepam, um 1,4-benzodiazepinico com um substituinte fenila no carbono-5 do anel
(Figura 1.1). O diazepam em presenca de sais de Pd(Il) pode sofrer reacdo de ciclometalacéo
via ativacdo da ligacdo C-H, formando composto organometélico, e coordenagdo
intramolecular com o nitrogénio iminico. Isso leva, entdo, a formacdo de um anel, um
paladaciclo de cinco membros. A Figura 1.2 ilustra de maneira genérica a estrutura basica de

um metalaciclo derivado de um N-benzilideneimino (OMAE, 2004).

Figura 1.1 — Estrutura quimica do diazepam com destaque ao grupo de ligacédo do paladio

CHg
o)

N

Cl — N

Fonte: Autora, 2012.

Figura 1.2 — Metalaciclos de 5 membros

R1
C
Ny \

\_J o
¥
C—M M
Anel de 5 membros Derivados N-benzilideneiminoalquil(ou aril)

M =Pd, Pt, Ni, Rh; Y=N, O, S, P, As.
Fonte: OMAE, 2004.

Assim, 0 nosso objetivo nesse trabalho de dissertacdo de mestrado foi o de elaborar
complexos de Pd(Il) derivados do diazepam, com a finalidade de obter complexos que

possam ser mais ativos e que apresentem menos efeitos toxicos que o ligante de escolha.
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Vale salientar que sais de cobre derivados de salicilatos e amino4cidos apresentam
atividade anticonvulsivante (BENITE; MACHADO; BARREIRO, 2007); mostrando que
compostos metélicos podem atuar como anticonvulsivantes e que é interessante complexar um
ligante com conhecida atividade anticonvulsivante a um metal de transicdo com o intuito de

obter novos prototipos de farmacos para o tratamento das convulsées.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Realizar a sintese de complexos de paladio(ll) contendo diazepam como ligante

visando realizar estudos farmacoldgicos anticonvulsivantes.

2.2 Especificos

e Sintetizar paladaciclos derivados do diazepam provenientes de sais de PdCl, e

Pd(OAC),, tanto em suas formas diméricas quanto monoméricas;
e Caracterizar estruturalmente os complexos sintetizados por meio de diversas técnicas;

e Avaliar a atividade anticonvulsivante dos paladaciclos obtidos atraves de bioensaios

utilizando pentilenotetrazol e picrotoxina como indutores das convulsdes em roedores.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Quimica Inorganica Medicinal

A Quimica Inorganica Medicinal é uma &rea de carater multidisciplinar que combina
elementos da Quimica, Bioguimica, Farmacologia e Quimica Medicinal (ROAT-MALONE,
2002). Apesar do uso de metais em Medicina ser praticado ha aproximadamente 5000 anos
(Quadro 3.1), somente despertou-se um grande interesse por essa area com a descoberta das
propriedades antitumorais da cisplatina, cis[Pt(NH3).Cl,] (Figura 3.1) pelo fisico Barnett
Rosemberg, em 1965. Esta espécie quimica, diferente da maioria dos farmacos, ndo apresenta
nenhum atomo de carbono em sua estrutura, mas proporcionou, a partir de 1978, uma
diminuicdo de cerca de 80% nas mortes de homens com tumor de testiculo (BERALDO,
2005).

Nos dias atuais, a cisplatina é utilizada em varios outros tipos de tumores, como cancer
de pulmdo, cabeca, estdmago, esdfago e mama, sobretudo em associagdo com outros
farmacos, em varios esquemas terapéuticos (FONTES; CESAR; BERALDO, 2005); além
disso, outros complexos de platina, como carboplatina e oxaliplatina (Figura 3.1), séo
utilizados no tratamento de tumores e estima-se que 50 a 70% dos pacientes com cancer

recebam tratamento com complexos de platina (BERALDO, 2011).

Quadro 3.1 — Utilizagdo de alguns metais em Medicina, na antiguidade

Metal Utilizacao Periodo

Cobre | Para esterilizar a agua, pelos egipcios 3000 anos antes de Cristo
Ferro | Em medicamentos, no Egito 1500 anos antes de Cristo
Ouro | Fabricacdo de medicamentos, na Arabia e na China | H& mais de 3500 anos

Fonte: BERALDO, 2005.

Figura 3.1 — Estrutura quimica de alguns complexos de platina com atividade antitumoral

o) H, o
HsN O N, 9

HN.  ClI N/

N/ Pt Pt

Pt HaN O RN

PN 3 N O o)
HsN  ClI O H,
Cisplatina Carboplatina Oxaliplatina

Fonte: Autora, 2012.
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A partir desse marco, deu-se inicio a uma nova corrida na busca por novos compostos
metalicos com propriedades farmacologicas, metalofarmacos, bem como, na investigacéo dos
mecanismos de acdo desses compostos e na tentativa de melhorar a atividade bioldgica de
compostos puramente organicos com a adicdo de metais em sua estrutura; modificando,
assim, o cenario encontrado em meados do século XX, no qual observamos o receio na
elaboracdo de farmacos contendo metais em sua estrutura. De fato, com essa descoberta,
retoma-se a utilizacdo de compostos metalicos na Medicina, porém agora de forma menos
empirica, tendo-se como base o conhecimento das estruturas moleculares e seus mecanismos
de acdo (BERALDO, 2005; RONCONI; SADLER, 2007).

Um dos principais desafios no desenvolvimento de metalofarmacos consiste em
modular a reatividade da porcdo metal que, apesar de desencadear as propriedades
farmacoldgicas desejadas, muitas vezes relacionadas a seus diversos estados de oxidacao e as
reacdes que sofrem in vivo, tais como hidrolise e substituicdo de ligantes, esta associada, por
muitas vezes, a sua toxicidade. Porém, com um adequado planejamento racional de farmacos,
pode-se realizar o design de moléculas a partir da escolha de metais e ligantes de forma a
atingir as caracteristicas desejadas de atividade e seletividade do composto elaborado,
direcionando o farmaco para o local desejado, diminuindo os efeitos colaterais (BERALDO,
2011).

O emprego de ligantes com comprovada bioatividade pode ser uma interessante
estratégia com o intuito de obter compostos mais potentes e/ou levar a um aumento de sua
biodisponibilidade e/ou ainda a reversdao da resisténcia celular. Como exemplos dessa
estratégia, tém-se complexos de ruténio e cobre, investigados para o tratamento da doenca de
Chagas, e complexos de ouro com ligantes antimalaricos, que se revelaram promissores
(BERALDO, 2011).

Mesmo diante de varios desafios, a elaboracdo de metalofarmacos apresenta
crescimento significativo tanto na medicina terapéutica quanto na medicina diagnostica
(RONCONI; SADLER, 2007). Como exemplos de compostos contendo metais utilizados na
medicina terapéutica, podemos citar o nitroprussiato de sodio (complexo de ferro Il), Gnico
complexo metal-nitrosila utilizado clinicamente para controlar a pressdo arterial, o
antimoniato de N-metilglucamina, complexo de antiménio(V), utilizado para o tratamento da
leishmaniose; e a auranofina, complexo de ouro(l), utilizada para o tratamento da artrite
reumatoide, Figura 3.2. E como exemplos de compostos contendo metais utilizados na
medicina diagnostica (Figura 3.2) tém-se o sulfato de bario, comumente utilizado como

contrastante em Raios X do trato gastrointestinal; e o gadopentetato de dimeglumina,
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complexo de gadolinio(l11), utilizado na detec¢do de anormalidades na circulagdo sanguinea

do cérebro (BENITE; MACHADO; BARREIRO, 2007).

Figura 3.2 — Estrutura quimica de alguns metalofarmacos

o T ¢ 00 oo
y -00C /T i
Ba®" | _S<q _\N ANTN
O~ \u _OOC_/ Gd3+ \—COO-
Sulfato de bario Gadopentetato de dimeglumina
/g < // CI;HQNH5CH3
O H—C—OH
Q P PN | |
)J\O o A 0=8b—0—C—H
/
j(O S OH H—CIZ—OH
O
H—C—OH
0O O:'< |
CH,OH
Auranofina Antimoniato de N-metilglucamina
— o —_
N
N=— —N
2Na* ;‘QC:._,FL‘::C:’
N:/:C | CsSEN
i
- N |
Nitroprussiato de sodio

Fonte: BENITE; MACHADO; BARREIRO, 2007.

E importante salientar que a Quimica Inorganica Medicinal ndo se limita ao estudo de

complexos metélicos para uso como agentes terapéuticos e de diagndstico, como

exemplificado na Figura 3.3 (RONCONI; SADLER, 2007).



Figura 3.3 — Algumas das areas da Quimica Inorganica Medicinal
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Fonte: Adaptado de RONCONI; SADLER, 2007.

3.2 Paladio: propriedades e aplicacbes

O paladio (Pd) é um metal de transicdo pertencente ao bloco d, grupo 10 e periodo 5

da Tabela Periddica, que apresenta namero atbmico igual a 46 e massa molar igual a 106,42

g/mol (Figura 3.4). E um metal que possui coloracio branco prateada, estrutura cubica e é um

elemento considerado denso (12,02 g/cm?®). Esse metal amolece antes de fundir, podendo ser

trabalhado e soldado, sendo pouco reativo e bastante resistente a corrosdo. Dissolve-se em

bases fundidas, acidos oxidantes e em &gua régia, gerando o &cido H,[PdCl;]. Quando

combinado, esse metal exibe os estados de oxidacdo 0, +1, +2 e +4; o estado de oxidacdo +2 é

0 mais estavel e ocorre no fon hidratado [Pd(H20)s]** e num ndmero bastante elevado de

compostos de coordenacdo; o estado de oxidacdo +4 é instavel e € atingido quando

combinado com oxigénio, PdO,, e flior, PdF4, podendo também ocorrer em alguns complexos
(ALVES; SILVA; GUERRA, 2010; SILVA; GUERRA, 2011).
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Figura 3.4 — Tabela periddica, com destaque para o paladio

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

1 gl Atomico 0 Nio-Metais 1 -~ o 2
H Sim 46 5 Semimetais 50 o Halogénios 3588 | )- - L= He
1 K Pd & S— —— e I T R
Li Be Palidio [ Metais 1 B £ NI G F Ne
5 il - etas | e :ac:faf';”“ e depee| 13 14) N N AE 1
Na Mg terrosos noiges rasicio Al Si P S Cl Ar
4 19| 2 2 20 znl al ) %) ozl ) ») ) n) A SlENE S
K Ca S¢c Ti V Cr Mn Fe Co Ni Cu 2Zn Ga Ge As Se Br Kr

5 37 38 39 40 41 42 43 44 45 f46) 47 48 49 50 51 52 53 54
Rb Sr Y Zr Nb Mo Tc Ru Rh |Pd/ Ag Cd In Sn Sb Te | Xe
6 55 56 [ |72y 73 74y 750 76 ToM 780 794 B0 81 82| 63 AN NN e
Cs Ba Hf Ta W Re Os Ir Pt Au Hg Tl Pb Bi Po At Rn
7 87 88 B Q14 105 108 107 108 103 110 111 112 113 114 115 116 117 118

Fr Ra Rf Db Sg Bh Hs Mt Ds Rg Cn Uut Uuq Uup Uuh Uus Uuo

Para os elementos sem isdtopos estaveis, o nimero de massa do isdtopo com a meia-vida mais longa esta entre
parénteses.

5/ 58 59 60 61 62 63 64 65 66 6 68 69 70 71
La Ce Pr Nd Pm Sm Eu Gd Tb Dy Ho Er Tm Yb Lu

89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103
Ac Th Pa U Np Pu AmMCm Bk Cf Es Fm Md No Lr

Fonte: http://www.ptable.com/?lang=pt

A maior parte do paladio produzido no mundo € utilizado na producéo de conversores
cataliticos para escapes de veiculos automores com o intuito de reduzir as emissdes de gases
poluentes. A funcdo de tais conversores é transformar os gases NO, NO, CO e
hidrocarbonetos emitidos do escape de automdveis, nos compostos N,, CO, e vapor de agua,
que sdo naturalemente encontrados na atmosfera. O restante do paladio é utilizado na
producdo de joias, na industria eletrébnica e petroquimica, na odontologia, entre outras
aplicacbes (ALVES; SILVA; GUERRA, 2010; SILVA; GUERRA, 2011).

Na forma metélica, o paladio adsorve hidrogénio gasoso; sendo a quantidade
adsorvida, em temperatura ambiente, igual a 900 vezes o seu volume. Por ser o metal que
adsorve a maior quantidade de hidrogénio, é utilizado na purificacdo desse gas. Ja 0 composto
PdCl, adsorve monoxido de carbono e, por isso, é utilizado em detectores para esse gas
(ALVES; SILVA; GUERRA, 2010; SILVA; GUERRA, 2011).

O paladio também é utilizado como catalisador na producdo de etanal, processo
Wacker, reacdes de acoplamento carbono-carbono e de hidrogenacdo. Além disso, € utilizado
na obtencdo do acido nitrico e do acido tereftalico (CgHgO4) purificado, empregados na
fabricacdo de fibras artificiais (ALVES; SILVA; GUERRA, 2010; SILVA; GUERRA, 2011).


http://www.ptable.com/?lang=pt
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Devido a semelhanga quimica do paladdio com a platina, alguns complexos de paladio
tém sido estudados visando a obtencdo de farmacos. No entanto, apesar de existirem
compostos de paladio que possuem boa atividade antitumoral e anti-infecciososa, somente o
isétopo radioativo de ®*Pd tem utilidade clinica, sendo empregado no tratamento do cancer de
préstata em estagio avancado (ALVES; SILVA; GUERRA, 2010; SILVA; GUERRA, 2011).

3.3 Convulsédo

3.3.1 Consideragdes gerais

A convulsdo refere-se a uma breve alteracdo comportamental causada pela ativagao
desordenada, sincrénica e ritmica de grupos de neurdnios cerebrais; em outras palavras,
representa uma manifestacdo clinica da atividade elétrica anormal no cérebro. A ocorréncia
periddica e imprevisivel de convulsdes caracteriza um distarbio da fungdo cerebral que é
denominado epilepsia; assim, um individuo que teve uma Unica convulsdo ndo apresenta
necessariamente epilepsia (MCNAMARA, 2005; GRIFFIN; LOWENSTEIN, 2009).

As convulsdes podem ser “nao-epilépticas” ou “epilépticas”: o primeiro caso ocorre
no cérebro normal, devido a tratamentos como o eletrochoque ou com os convulsivantes
quimicos; ja o segundo caso ocorre quando ndo se tem um estimulo evidente, em geral
acontece comprometimento transitorio da consciéncia, expondo o individuo a riscos de lesdes
fisicas, e frequentemente interferindo na educacao e no trabalho (MCNAMARA, 2005).

Esses transtornos estdo presentes na populacdo em diferentes percentuais: 5 a 10%
apresenta um episodio de convulsdo no decorrer da vida, sendo uma maior prevaléncia em
criancas e idosos (ALVAREZ et al., 2009), enquanto que a epilepsia esta compreendida entre
0,5 e 1% (RANG et al., 2004).

As convulsbes podem ocorrer de forma continua ou repetida, sem recuperacdo
completa da consciéncia, constituindo uma emergéncia medica denominada estado de mal
epiléptico ou Status Epilepticus (ARANDAS; SENA, 2010). Tal emergéncia apresenta uma
incidéncia média de 18 a 61 casos/100000 habitantes por ano, correspondendo a 0,1 % das
referidas emergéncias e a 4% dos cuidados neuroldgicos intensivos (BENTES; PIMENTEL,
2003), e uma taxa de mortalidade que se aproxima de 20% entre os adultos (MCNAMARA,
2005). Como emergéncia médica, necessita de uma terapéutica eficaz, iniciada o mais

precocemente possivel (BENTES; PIMENTEL, 2003); quanto maior o tempo durante o qual
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0 episodio de estado epiléptico permanecer sem tratamento, mais complicado serd o seu
controle, aumentando o risco de lesdo cerebral permanente (MCNAMARA, 2005).

As convulsdes recorrentes podem ser parte integrante da sindrome de abstinéncia de
drogas sedativas e depressoras do sistema nervoso central (SNC) ou podem estar relacionadas
a outras condi¢cbes como: traumatismo craniano, meningite, tumores cerebrais, doencas
degenerativas, hipertermia, hipoglicemia e doencas febris na infancia (ARANDAS; SENA,
2010). A ocorréncia de convulséo associada a uma doenga febril ocorre entre 2 e 4% das
criancas; dessas, 25 a 33% apresentardo outra convulsdo febril e 2 a 3% se tornam epilépticas
posteriormente (MCNAMARA, 2005).

Os sintomas de uma convulsdo variam de um réapido lapso de atengdo para um ataque
convulsivo bem desenvolvido, perdurando varios minutos; tais sintomas sdo determinados
pelo local da descarga primaria e a extensdo de seu espalhamento; o que se inicia como uma
descarga anormal local, pode a seguir se espalhar para outras areas do cerebro (RANG et al.,
2004). Os sintomas dependem das fun¢bes normalmente realizadas pelo local no cortex
cerebral no qual se produz a convulsdo; por exemplo, uma convulséo que envolva o cortex
motor se associa a um abalo clonico da parte do corpo controlada por essa regido cortical
(MCNAMARA, 2005).

3.3.2 Fisiologia

Estudos farmacologicos referentes as convulsfes corroboram a tese que a reducéo da
atividade inibitdria sinaptica ou 0 aumento da atividade excitatdria sinaptica desencadeia uma
convulsdo. Os neurotransmissores que medeiam grande parte da transmissdo sinaptica no
cérebro dos mamiferos sdo aminoacidos, com o acido y-aminobutirico (GABA) e o acido
glutdmico, constituindo 0s principais neurotransmissores inibitorios e excitatorios,
respectivamente (MCNAMARA, 2005).

Alteracdes agudas na disponibilidade de neurotransmissores excitatorios, causadas
pela ingestdo da toxina acido domdico (analogo estrutural do acido glutdmico) ou alterac6es
no efeito dos neurotransmissores inibitorios propiciadas pela injecdo de penicilina (um
antagonista GABAA), podem resultar em atividade convulsiva macica no cérebro humano.
Esses exemplos ilustram que os complexos circuitos no interior do cérebro se encontram em
equilibrio entre fatores excitatorios e inibitorios, e que a ocorréncia de alteragdes em um
desses mecanismos de controle pode causar disfungdo significativa (GRIFFIN;
LOWENSTEIN, 2009).
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No sistema nervoso central, encontramos dois elementos importantes que, além de
estarem envolvidos no controle preciso da sinalizacdo neuronal, também funcionam para
impedir a descarga repetitiva e sincronica caracteristica de uma convulsdo. S&o eles
(GRIFFIN; LOWENSTEIN, 2009):

1) Em nivel celular: a inativagio dos canais para Na* e a hiperpolarizagdo mediada pelos
canais para K* durante um potencial de agdo induzem o “periodo refratario”, o que impede a
descarga repetitiva anormal nas células neuronais. Apés ser iniciado no cone de implantacéo,
0 potencial de acdo é propagado através de canais ibnicos sensiveis a voltagem, por correntes
alternadas de influxo de Na* despolarizante e efluxo de K" hiperpolarizante. Durante um
potencial de acdo (Figura 3.5), os canais para Na* se apresentam em trés estados diferentes: o
estado em repouso (1), antes da despolarizacdo; o estado ativado (2), durante a
despolarizacéo; e o estado inativado (3), pouco depois do pico de despolarizacéo.

Figura 3.5 — Conformacdes do canal para sodio durante o potencial de acdo
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Fonte: Adaptado de GRIFFIN; LOWENSTEIN, 2009.

Como os canais para Na adotam o estado inativado em resposta a despolarizagio até

que a membrana seja suficientemente repolarizada, os potenciais de a¢do s&o intrinsecamente
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autolimitantes. A abertura dos canais para K* repolariza a célula, entretanto o elevado efluxo
de K" hiperpolariza transitoriamente a membrana celular além de seu potencial de repouso,
aumentando ainda mais o intervalo de tempo antes que possa ser gerado um novo potencial de
acdo. Logo, em condicdes fisiologicas, as propriedades bioquimicas dos canais para Na* e
para K" estabelecem um limite sobre a frequéncia de descarga, ajudando a evitar a descarga
repetitiva que caracteriza muitos tipos de convulsdes;

2) Em nivel das redes neurais: as redes neurais garantem a especificidade da sinalizagdo
neuronal ao limitar os efeitos de determinado potencial de acdo a uma érea definida.
Conforme observado na rede neural simplificada ilustrada na Figura 3.6, 0 neurdnio
(representado pele letra A) emite projecdes excitatérias imediatamente para neurdnios
vizinhos (representados pela letra B) e para interneurénios GABAérgicos (representados pela
letra C) que transmitem sinais inibitérios a neurdnios circundantes (representados pela letra
D).

Figura 3.6 — Inibicao circundante em uma rede neural simplificada

Circuito ativado

Ambiente inibitério h o
- -"\'_--_ oy

Neuronio
vizinho

(7

/._.\"

Fonte: Adaptado de GRIFFIN; LOWENSTEIN, 2009.
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Esse contraste de amplificacdo local e inibicdo dos neurdnios circundantes resulta na
denominada inibigdo circundante, que é essencial para a fungdo normal do sistema nervoso,
pois esse fendbmeno ndo apenas amplifica os sinais locais, como também proporciona um
isolamento e uma protecdo contra a sincronia observada em é&reas circundantes. Varios
disturbios convulsivos parecem resultar da ruptura desse complexo equilibrio.

Em condigdes fisioldgicas, esses dois elementos impedem a propagacdo réapida e
descontrolada da atividade elétrica; no entanto, existem numerosas alteragdes potenciais no
cérebro que podem enfraquecer essas forcas inibitérias, como lesdo e degeneracdo dos
neurbnios GABAérgicos, mutacdes génicas que alteram a funcdo dos canais e gradientes
ionicos anormais induzidos por lesdes expansivas (GRIFFIN; LOWENSTEIN, 2009).

3.3.3 Tipos de convulséo

As convulsbes epilépticas sdo classificadas em dois grandes grupos (Figura 3.7):
parciais, que se iniciam em um foco no cortex cerebral, e generalizadas, que envolvem
amplamente ambos os hemisférios cerebrais desde o inicio. As convulsdes parciais sao
divididas em: simples, quando associadas a preservacdo da consciéncia, e complexas, quando
associadas ao comprometimento da consciéncia (MCNAMARA, 2005; ARANDAS; SENA,
2010).

Figura 3.7 — Grupos principais de convulsdo

CONVULSAO PARCIAL CONVULSAO GENERALIZADA
Foco da \ .
convulsdo . . 3y e | )

/ |/ | \f \

N ! ~ .

S \ e -

Talamo
(foco da convulsdo)

Fonte: GRIFFIN; LOWENSTEIN, 2009.

As manifestac@es clinicas de alguns tipos de convulsdo podem ser observadas a seguir
(MCNAMARA, 2005):
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1) Convulsdes parciais:

- Parcial simples: vérias manifestacbes determinadas pela regido do cortex cerebral

ativada pela convulsdo, com duragdo de aproximadamente 20-60 segundos, por exemplo, no
caso do cortex motor representar o polegar esquerdo, o resultado sera o abalo clénico do
polegar esquerdo; a principal caracteristica € a preservacdo da consciéncia;

- Parcial complexa: comprometimento da consciéncia durando de 30 segundos a 2

minutos, frequentemente associado a movimentos sem finalidade, por exemplo, contorcer as
maos;

- Parcial, com convulsdo tdnico-clénica secundariamente generalizada: a convulsdo

parcial simples ou complexa evolui para uma convulsdo tonico-clonica com perda da
consciéncia e contragdes musculares (tbnicas) mantidas dos musculos do corpo todo, seguidas
de periodos de contracdo muscular alternando com periodos de relaxamento (cl6nico),
durando geralmente de 1 a 2 minutos;
2) Convulsdes generalizadas:

- Crise de auséncia (Figura 3.8): inicio repentino de comprometimento da consciéncia

associado a cessacdo das atividades e a fixacdo do olhar, geralmente durando menos de 30

segundos;

Figura 3.8 — Crise de auséncia

O paciente Crises:

permanece fixagdo do olhar.

normal entre cessagdo das

as crises atividades, falta
., de resposta

Fonte: Adaptado de RAFFA; RAWLS; BEYZAROV, 2008. Autor da ilustracdo: Frank H. Netter.
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- Convulséo tonico-clonica (Figura 3.9): perda da consciéncia e contragfes musculares

(tbnicas) de todos os musculos do corpo, seguidas de periodos de contragdo muscular

alternando com periodos de relaxamento (clénico), durando geralmente de 1 a 2 minutos;

Figura 3.9 — Convulséo tonico-clonica

FASE TONICA

FASE CLONICA

Fonte: pt.wikinoticia.com/estilo%20de%20vida/Maternidade/3041-convulsoes-em-lactentes

- Convulsdo mioclénica: contragdo breve dos musculos, tipo choque, podendo ser

generalizada ou limitada a parte de um membro.

A atividade elétrica durante uma convulsdo pode ser detectada por registro
eletroencefalografico (EEG), a partir de eletrodos distribuidos por toda a superficie do couro
cabeludo. Varios tipos de convulsdes podem ser reconhecidos com base na natureza e
distribuicdo da descarga anormal. Como exemplo, na crise de auséncia, observa-se uma
descarga ritmica caracteristica durante o periodo da crise, 0 que podemos notar na Figura
3.10B, que mostra um registro EEG com répido episddio repentino da descarga “ponta e
onda”; na convulsdo parcial, a descarga EEG normalmente ¢ confinada a um hemisfério,
como podemos observar na Figura 3.10C, que apresenta um registro EEG com descargas

anormais sincrénicas nas regifes frontal e temporal esquerdas (RANG et al., 2004).
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Figura 3.10 — Registros eletroencefalograficos no cérebro normal e apresentando convulséo

A) Normal B) Crise de auséncia C) Convulséo parcial
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F =regido frontal, T = regido temporal, O = regido occipital, E = esquerda, D = direita.
Fonte: Adaptado de RANG et al., 2004.

3.4 Farmacologia dos anticonvulsivantes

Os farmacos anticonvulsivantes sdo utilizados com a finalidade de inibir as
convulsées, sendo escolhidos de acordo com o tipo de convulséo do paciente (MCNAMARA,
2005). Esses farmacos sdo classificados em quatro categorias principais: inibidores dos canais
para Ca?*, estimuladores da inibicdo mediada pelos canais para Na', potencializadores da
inibicdo mediada pelo acido gama-aminobutirico (GABA) e inibidores dos receptores do
acido glutamico (GRIFFIN; LOWENSTEIN, 2009).

Entre os farmacos que aumentam a inibicdo mediada pelo GABA, encontram-se 0s
benzodiazepinicos, que atuam sobre receptores GABAA através da ligacdo direta a um local
especifico distinto daquele da ligacdo do GABA, atuando sobre o complexo receptor/canal
ionico (CHARNEY; MIHIC; HARRIS, 2005). Os receptores GABAA sdo 0s mais abundantes
dessa classe no sistema nervoso central, os quais correspondem a glicoproteinas
transmembranas pentaméricas organizadas para formar um poro iénico central seletivo para o
cloreto, (Figura 3.11), que é aberto quando ocorre a ligacdo de duas moléculas de GABA.
Além do local de ligacdo do GABA e dos benzodiazepinicos, os receptores GABAA contém
varios sitios moduladores, onde ocorre ligacdo de outros ligantes enddgenos e/ou outros
farmacos (Figura 3.12), cuja localizacao definitiva desses sitios ainda precisa ser estabelecida
(FORMAN et al., 2009).
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Figura 3.11 — Estrutura pentamérica do receptor GABAA

Subunidade 1
|

Receptor GABA,

[

Fonte: FORMAN et al., 2009.

Figura 3.12 — Principais sitios de ligacdo no receptor GABAA
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Fonte: Modificado de FORMAN et al., 2009.

Os benzodiazepinicos ndo ativam diretamente o0s receptores GABAa, pois eles
necessitam de GABA para expressar seus efeitos, ou seja, eles apenas modulam os efeitos do
GABA (CHARNEY; MIHIC; HARRIS, 2005), que consistem na abertura do canal ibnico
para cloreto, seguido do influxo de cloreto, da hiperpolarizacdo neuronal e da diminuicdo da
excitabilidade (Figura 3.13) (LULLMANN et al., 2008).

Os benzodiazepinicos sdo usados no estado de mal epiléptico, assim como no
tratamento de crises parciais e generalizadas. Esses farmacos exibem tolerancia e
dependéncia, observando-se a existéncia de uma sindrome de retirada que pode significar uma
acentuacdo da gravidade e da frequéncia das crises epilépticas (ARANDAS; SENA, 2010).

Além disso, causam efeitos adversos proeminentes, incluindo sonoléncia, tontura e ataxia. Por
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isso, sdo tipicamente utilizados apenas para interrupcdo aguda das convulsdes (GRIFFIN;
LOWENSTEIN, 2009).

Figura 3.13 — Mecanismo de ac¢ao dos benzodiazepinicos

Inibiggo da / Benzodia- Gapa =
excitagao / Zepinicos  Acido gama-
_aminobutirico|
T Receptor | ‘ s /':j',j.;'
Hiperpola- benzodia- | :i::::) . o
rizacao zepinico-/ ‘." - = o2 >/
<Y

\Canal de CI aberh) \ \< S GABA
TCr «— R '\4/ :—') )
(meio |nt)3— \ \ o</

celulary R \/ . Receptor GABA
CI' (meio extracelular)
Fonte: Modificado de LULLMANN et al., 2000.

O farmaco de escolha para interromper as crises no estado de mal epiléptico € o
diazepam (Figura 3.14), sua vantagem € que ele age muito rapidamente quando comparado
com o0s outros farmacos anticonvulsivantes (RANG et al., 2004). No entanto, tem a
desvantagem de apresentar uma acdo ndo duradoura, sendo necessario administrar também

fenitoina endovenosa, e € ineficaz quando usado por via oral (ARANDAS; SENA, 2010).

Figura 3.14 - Estrutura do diazepam, 7-Cloro-1-metil-2-oxo-5-fenil-3H-1,4-benzodiazepina, com
destaque ao anel benzodiazepinico

Fonte: Autora, 2012.

3.5 Complexos metalicos derivados de benzodiazepinicos

Os benzodiazepinicos sdo bem conhecidos por suas capacidades complexantes

(SURESH et al., 2008). Existem relatos na literatura de complexos metélicos derivados de
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dois tipos de benzodiazepinicos: 1,4- e 1,5-benzodiazepinicos, exemplificados a seguir, cujas

estruturas basicas podem ser visualizadas na Figura 3.15.

Figura 3.15 — Estrutura quimica bésica dos 1,4- e 1,5-benzodiazepinicos, respectivamente

CO OO

Fonte: Autora, 2012.

Ha relatos na literatura da formacao de complexos derivados de 1,5-benzodiazepinicos
com diversos metais (Quadro 3.2): paladio(ll) (AVERSA et al., 1990); platina(ll) (AVERSA
et al.,, 1991); estanho(IV) (SURESH et al., 2008); ferro(ll); e cobalto(ll) (ZHANG et al.,
2007). Estes fragmentos 1,5-benzodiazepinicos podem se apresentar coordenados ao centro
metélico como ligantes monodentados ou bidentados, cuja ligagdo metal-ligante ocorre
através de um ou dos dois nitrogénios do anel benzodiazepinico; em alguns casos eles estdo
ligados a dois metais através de atomos de nitrogénio.

Os complexos derivados de 1,4-benzodiazepinicos relatados, com exce¢do dos que
apresentam diazepam como ligante, sdo formados pela complexacdo com os seguintes metais
(Quadro 3.2): cobre(ll) (FORIZS et al., 1997; FORIZS et al., 1999; VISNJEVAC et al.,
2001); zinco(II) (VISNJEVAC et al., 2002); paladio(Il) (CINELLU et al., 1991; VISNJEVAC
et al., 2002; SPENCER et al., 2008; SPENCER et al., 2009); e platina(ll) (AVERSA et al.,
1991). Nesses casos, a estrutura do complexo metalico pode se apresentar de maneira
monodentada, bidentada ou tridentada e cuja ligacdo metal-ligante ocorre atraves de somente
um nitrogénio do anel benzodiazepinico ou também a um ou dois atomos pertencentes a
grupos substituintes do anel diazepinico, mais especificamente ao nitrogénio, oxigénio e/ou

carbono.

Quadro 3.2 — Complexos metalicos derivados de 1,4- e 1,5-benzodiazepinicos relatados na literatura

Metais Complexos metalicos Referéncias
Platina(Il) ; Aversa et al.,
§ 1991

HaC—Pt
| so(cHy),
H,C

Continua
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Metais Complexos metéalicos Referéncias

Paladio(ll) Aversa et al.,
1990

Ferro(Il) Zhang et al.,
2007

Onde: R=CHz e M =Fe

Estanho(1V) R Suresh et al.,

2008

&\\(\\//ij

Onde: R = CHj3
Paladio(ll) Spencer et al.,
2008
Paladio(ll) Spencer et al.,

2009

Continua




Fonte: Autora, 2012.
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Metais Complexos metélicos Referéncias
Cobre(ll) TH3 o Visnjevac et al.,
N 2001
H
CH,0
Br —N
A
/l\o\s/
|
Zinco(ll) Visnjevac et al.,
2002
CH,OCOCH,4
Br /N\
Cl
Zn/
— N/ \CI
N
Cobre(Il) NO. Forizs et al.,
1997
o, 4§
N/\( (|3I
/ HN—>Cu—<—NH
epc el
Cl N
("
OzN

Todos os complexos derivados do diazepam encontrados na literatura podem ser
visualizados no Quadro 3.3.

Quadro 3.3 — Complexos metalicos derivados do diazepam relatados na literatura

Metais

Cobre(I)

Complexos metalicos

Referéncias

Mosset et al.,
1980

Continua
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Metais Complexos metélicos Referéncias
Paladio(ll) $H3 o Cusumano et al.,
N\é 1991
cl l /N\ /X
Pd
O N PPN,
Onde: X=Clou |
Paladio(Il) ?Ha o Cinellu et al.,
l NK 1991
Cl /N\Pd/CI\Pd O
‘ \CI/ \N/ l cl
§\N
o |
CH,
Paladio(ll) ™ o Cinellu et al.,
O N\i 1901
cl /N\ e
Pd
-
L
Onde: L = PPhz ou CO
Platina(Il) ™ o Stoccoro et al.,
O N 1994
cl =N
Platina(Il) CHs

Stoccoro et al.,
1994

Continua
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Metais Complexos metélicos Referéncias
Platina(ll) (|3H3 o Stoccoro et al.,
N\\ﬁ; 1994
.
Cl \/CI
Pt
AN
-
Onde: L = PPhs; 3,5-Mey-py ou CO
Ouro(l) <|?H3 o Minghetti et al.,
N\ﬂggi 1998
H
— Au
“ " \PR3
]
X
Onde: R = CeHs: CoHs ou CgH4CH3-4
Ouro (1) o T Minghetti et al.,
?N 1998
A,
CH,
'!l 0 Ph‘P§Ph FJ’(Au N= cl
~ —F
O o $
cl =N "
Onde:n=20u3
Ouro (1) B S 7] Minghetti et al.,
N 1998
D@
ol N A [BF,]
\Au \PPh3
‘ -
Ruténio(l1) ™ o Pérez et al.,
2002

Continua
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Metais Complexos metélicos Referéncias
Ruténio(l1) ?H3 o Pérez et al.,
N 2002

Fonte: Autora, 2012.

Quanto ao estudo da atividade biolégica desses complexos derivados de
benzodiazepinicos, foram encontrados, até o momento, somente dois artigos; no entanto,
nenhum avaliou a atividade anticonvulsivante dos complexos. Um dos artigos referidos
apresenta estudos in vitro da atividade citostatica e antiviral de complexos de Pd(I1), Zn(ll) e
Cu(Il) derivados de 1,4-benzodiazepinicos; um total de seis complexos (dois complexos de
cada metal) foram analisados e os resultados revelaram que nenhum dos complexos apresenta
atividade citostatica em concentracfes terapeuticamente significativas e todos os complexos
apresentam nenhuma ou apenas atividade antiviral marginal (VISNJEVAC et al., 2002).

O outro artigo apresenta estudos in vitro de citotoxicidade contra uma linhagem
celular de cancer humano e da atividade inibitoria sobre a catepsina B (enzima envolvida em
eventos relacionados ao cancer) bovina, onde foram analisados sete complexos de Pd(ll)
derivados de 1,4-benzodiazepinicos. Os resultados mostraram que trés complexos apresentam
boa atividade citotoxica (sendo dois desses, excelentes inibidores de catepsina B; e um desses,
inibidor moderado), trés apresentam moderada atividade citotdxica (dois desses tambem
apresentaram moderada atividade inibitéria sobre catepsina B e um desses apresentou-se
como um fraco inibidor), e um foi essencialmente inativo com relacdo a citotoxicidade (e

apresentou fraca atividade inibitdria sobre a catepsina B) (SPENCER et al., 2009).

A partir desta revisdo bibliografica, é possivel observar a importancia do presente
estudo, que tem como objetivo sintetizar complexos de paladio (I1) derivados do diazepam

(um benzodiazepinico) e avaliar a atividade anticonvulsivante destes complexos.
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4 EXPERIMENTAL
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4.1 Atividades desenvolvidas e locais de realizacao

As atividades desenvolvidas neste trabalho e seus respectivos locais de realizacdo

encontram-se no Quadro 4.1.

Quadro 4.1 — Locais de realizacdo das atividades experimentais

Atividades

Locais de realizacéo

Sintese dos dimeros e mondmeros de

paladio(ll) derivados do diazepam

Laboratério do Grupo de Catélise e
Reatividade Quimica (GCaR) do Instituto de
Quimica e Biotecnologia da Universidade
Federal de (IQB/UFAL),

Maceid/AL

Alagoas

Anélises de espectrometria de ressonancia

magnética nuclear

Laboratorio de Ressondncia Magnética

Nuclear do IQB/UFAL, Macei6/AL

Anélises por espectrometria na regido do

infravermelho médio

Laboratorio da Central Analitica do

IQB/UFAL, Macei6/AL

Anaélises por difracdo de raios-x

Laboratorio de Cristalografia e Modelagem
Molecular (LaboCrMM) do [QB/UFAL,

Macei6/AL

Analises elementares

Central Analitica da Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo/SP

Anélises de Espectrometria de Massas -
MALDI-TOF

Centro de Tecnologia do Nordeste

(CETENE), Recife/PE

Avaliacdo da atividade anticonvulsivante

dos dimeros sintetizados

Laboratério de Farmacologia Pré-clinica
(LAPEC) do Departamento de Fisiologia da
Universidade Federal de Sergipe (DFS/UFS),

Sao Cristévao/SE

Fonte: Autora, 2012.
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Os reagentes e solventes utilizados na sintese dos complexos estdo presentes no

Quadro 4.2, com sua procedéncia e a formula molecular.

Quadro 4.2 — Procedéncia e férmula molecular dos reagentes e solventes

Reagentes e Solventes Férmula Molecular | Origem

Acetato de paladio (1) C4HeO4Pd Aldrich

Acido acético C,H,0; Vetec

Cloreto de litio LiCl Acros Organics

Cloreto de paladio (1) PdCl, Sigma-Aldrich

Cloroformio P.A. CHCl; Dinamica

Diazepam C16H13CIN2O Uni&o Quimica, Brasil, doagdo do
Hospital Universitario/UFS

Hexano P.A. CeH14 Dinamica

Metanol P.A. CH4O Dinédmica

Piridina P.A. CsHsN Quimibras Indastrias Quimicas S.A

Trifenilfosfina CigHisP Aldrich

Fonte: Autora, 2012.

4.3 Instrumentacéo para caracterizacéo

4.3.1 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN)

As amostras foram preparadas em tubos para RMN e solubilizadas em solvente

deuterado apropriado (CDCl; ou DMSO-ds, Sigma-Aldrich). As amostras foram analisadas

por colaboradores do laboratério de RMN/IQB/UFAL, sob a coordenacdo do Prof. Dr. Edson

de Souza Bento. O equipamento utilizado para as analises foi o Espectrémetro Bruker Avance

400. Os espectros foram obtidos a temperatura ambiente e operando na frequéncia de 400,13

MHz para os nicleos de *H; 100,61 MHz para os ndcleos de *C e 162,00 MHz para 0s

ndcleos de *'P. Os deslocamentos quimicos (8) de *H e *C foram medidos usando-se como

padréo interno o tetrametilsilano (TMS, & = 0) e os de *'P, usando-se como padréo externo o
acido fosforico 85% (H3PO4, 6 = 0).
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4.3.2 Espectrometria no infravermelho médio (1V)

As anélises por espectrometria na regido do infravermelho médio foram realizadas no
Espectrofotdmetro de Infravermelho por Transformada de Fourier, modelo IRPrestige-21,
utilizando pastilhas de KBr contendo cerca de 1% da amostra. Os espectros abrangeram as
regies de 4000 a 400 cm™.

4.3.3 Difragéo de raios X

A caracterizacdo do monocristal de DIAZPdCIPy foi realizada pela Prof.2 Dr.2 Valéria
Rodrigues dos Santos Malta, do LaboCrMM/IQB/UFAL. O equipamento utilizado para este
tipo de caracterizacdo foi o Difratdmetro Automatico KappaCCD. A coleta de dados foi
realizada a uma temperatura de 298 K utilizando-se a radiagdo monocromatica MoKa (A =
0.71073 A). Na etapa de determinacio da estrutura cristalina e molecular (estrutura
tridimensional) do complexo foi utilizado o pacote de programas WinGX.

4.3.4 Anélise Elementar

As analises elementares de C, H e N foram realizadas junto a Central Analitica da
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo/SP, empregando-se uma unidade Perkin-Elmer CHN
2400.
4.3.5 Espectrometria de Massas

As analises de Espectrometria de Massas - MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time of Flight) foram realizadas junto ao Centro de Tecnologia do

Nordeste, CETENE, Recife/PE. As analises foram feitas sem o uso de matriz, utilizando-se
um Espectrometro de Massas AutoflexIll Maldi-TOF-TOF 200 / BrukerDaltonics.

4.4 Procedimentos de sintese

Independente da fonte de paladio empregada para a preparacdo dos paladaciclos, os

complexos diméricos foram sintetizados, de modo geral, sob agitacéo e refluxo enquanto que
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suas respectivas formas monoméricas foram sintetizadas a temperatura ambiente somente sob

agitacao.

4.4.1 Sintese do bis[2-{(7-cloro-1-metill-2-ox0-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-il)fenil-x*-
C,N}-po-cloropaladio(11)], DIAZPACID

Esquema 4.1 — Sintese do DIAZPdCID

CH
)
® S
Cl =N
2 + 2Li,PpdCl, ——>
CH;OH
-4 LiCl
-2 HCI
Diazepam
P DIAZPdCID

Fonte: Autora, 2012.

Inicialmente, preparou-se uma solucdo metanolica de Li,PdCl, a partir do seguinte
procedimento: solubilizou-se o cloreto de litio (0,1060 g; 2,50 mmol) em metanol (10 mL).
Essa solucdo foi adicionada a um segundo frasco contendo cloreto de paladio(ll) (0,1773 g;
1,00 mmol) que ficou sob agitacéo e aquecimento (T = 60 °C) por 10 min. Logo apas, filtrou-
se 0 material, recuperando-se a solucdo de coloracdo castanho-escura de Li,PdCl,;. A essa
solucdo foi adicionado o pré-ligante Diazepam, 7-Cloro-1-metil-2-oxo-5-fenil-3H-1,4-
benzodiazepina, (0,2847 g; 1,00 mmol) sob agitacéo, sequido de aquecimento sob refluxo (T
~ 75 °C) por 1 hora e 30 minutos, Esquema 4.1. Apds esse tempo, separou-se 0 precipitado do
sobrenadante por filtracdo. O solido obtido foi lavado com metanol até que o filtrado ficasse
incolor. Por fim, secou-se o material em uma bomba de alto vacuo, obtendo-se assim um
solido amarelo. Rendimento: 75%.

Formula molecular (F.M.): C3,H24CIl4N4,O,Pd,. Massa molar (M.M.): 851,21 g/mol.
MALDI-TOF (sem matriz): m/z: 816 [M-CI]. Anal. Elem. Tedrico: C: 45,15; H: 2,84; N:
6,58. Experimental: C: 44,81; H: 2,89; N: 6,48. IV (vma/cm™, KBr): 3103-3021 (v C-H
aromatico); 1683 (v C=0 e v C=N). RMN de 'H (400MHz, DMSO-dgs, ppm): - Majoritério:
4,63 (d, 2H, H3a, J = 12,72 Hz); 3,94 (d, 2H, H3b, J = 12,72 Hz); 3,30 (s, 6H, H18); 5,52 (br
sig, 2H, H14); 7,12 (br sig, 6H, H15, H16 e H17); 7,74 (m, 6H, H6, H8 e H9); - Minoritario:
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4,41 (d, 1H, H3a, J = 12,72 Hz); 3,88 (d, 1H, H3b, J = 12,72 Hz); 3,16 (s, 3H, H18). RMN de
3C (100MHz, DMSO-ds, ppm): 178,04 (C5); 167,07 (C2); 153,99 (C13); 145,43 (C11);
142,20 (C10); 136,61 (C6); 132,91 (C15); 130,55 (C8); 130,08 (C12); 129,37 (C16); 129,19
(C17); 128,82 (C7); 125,03 (C14); 124,45 (C9); 54,47 (C3); 35,02 (C18).

4.4.2 Sintese do [2-{(7-cloro-1-metill-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-il)fenil-k*-
C,N}cloropiridinopaladio(ll)], DIAZPdCIPy

Esquema 4.2 — Sintese do DIAZPdCIPy

DIAZPdCID DIAZPdCIPy

Fonte: Autora, 2012.

Preparou-se uma suspensdao do DIAZPdCID (0,8514 g; 1,00 mmol) em cloroférmio
(125 mL) e adicionou-se piridina (0,32 mL; 4,0 mmol), Esquema 4.2. A reagdo procedeu sob
agitacdo em temperatura ambiente por 1 hora. Em seguida, hexano foi adicionado a solucao
obtida até completa precipitacdo do composto, o qual foi separado do sobrenadante e secado a
vacuo, obtendo-se assim um solido amarelo claro. Rendimento: 69%.

F.M.: C21H17CI,N3OPd. M.M.: 504,71 g/mol. Anal. Elem. Teérico: C: 49,97; H: 3,40;
N: 8,33. Experimental: C: 43,43; H: 2,97; N: 6,68. IV (vma/cm™, KBr): 3107-3022 (v C-H
aromatico); 1679 (v C=0 e v C=N). RMN de 'H (400MHz, CDCls, ppm): 3,41 (s, 3H, H18);
3,82 (d, 1H, H3a, J = 12,56 Hz); 5,92 (d, 1H, H3b, J = 12,56 Hz); 6,26 (d, 1H, H14, J = 7,06
Hz); 7,08 (m, 3H; H17, H16 e H15); 7,37 (d, 1H, H9, J = 8,63 Hz); 7,49 (t, 2H, H21 e H23, J
=6,83 Hz); 7,64 e 7,63 (se d, 2H, H6 e H8, J = 8,63 Hz); 7,91 (t, 1H, H22, J = 7,62 Hz); 8,93
(d, 2H, H20 e H24, J = 5,06 Hz). RMN de **C (100MHz, CDCls, ppm): 180,50 (C5); 168,69
(C2); 158,70 (C13); 153,19 (C20 e C24); 145,54 (C11); 142,04 (C10); 138,19 (C6); 132,62
(C15 e C22); 131,61 (C8); 130,07 (C16); 129,99 (C12); 129,47 (C17); 126,39 (C7); 125,62
(C21 e C23); 124,38 (C14); 123,26 (C9); 55,93 (C3); 34,97 (C18).
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4.4.3 Sintese do [2-{(7-cloro-1-metill-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-il)fenil-k*-
C,N}clorotrifenilfosfinopaladio(ll)], DIAZPdCIPPh;

Esquema 4.3 — Sintese do DIAZPdCIPPh;

I3

DIAZPdCID DIAZPdCIPPh,

Fonte: Autora, 2012.

Preparou-se uma suspensao do DIAZPdCID (0,8514 g; 1,00 mmol) em cloroférmio
(70 mL) e adicionou-se uma solucao de trifenilfosfina (0,5246 g; 2,00 mmol) em cloroformio
(10 mL), Esquema 4.3. A reacdo foi deixada sob agitacdo e a temperatura ambiente por 1
hora. Apos esse tempo, adicionou-se hexano a solucdo obtida até completa precipitacdo do
composto, o qual foi separado do sobrenadante e secado a vacuo, obtendo-se assim um sélido
branco levemente amarelado. Rendimento: 99%.

F.M.: C34H2;CI,N,OPPd. M.M.: 687,89 g/mol. Anal. Elem. Tedrico: C: 59,36; H:
3,96; N: 4,07. Experimental: C: 58,81; H: 3,87; N: 4,11. IV (vma/cm™, KBr): 3102-3004 (v
C—H aromético); 1686 (v C=0 e v C=N). RMN de 'H (400MHz, CDCls, ppm): 3,39 (s, 3H,
H18); 3,77 (dd, 1H, H3a, Ju.p = 12,43 € 3,75 Hz); 6,16 (dd, 1H, H3b, Ju.p = 12,42 e 3,00 Hz);
6,56 (m, 1H, H14); 6,61 (t, 1H, H15, J = 7,41 Hz); 6,91 (t, 1H, H16, J = 7,38 Hz); 7,11 (d,
1H, H17,J = 7,24 Hz); 7,42 (m, 10H, H9, H21, H22, H23); 7,62 (dd, 1H, H8, J = 8,80 e 2,33
Hz); 7,70 (d, 1H, H6, J = 2,28 Hz); 7,78 (dd, 6H, H20, H24, J = 11,55 e 7,87 Hz). RMN de
3C (100MHz, CDCls, ppm): 180,38 (d, 1C, C5, Jc.r = 3,50 Hz); 169,33 (s, 1C, C2); 159,37
(s, 1C, C13); 147,12 (s, 1C, C11); 142,33 (s, 1C, C10); 139,06 (d, 3C, C19, Jcr = 11,38 Hz);
135,48 (d, 6C, C20, C24, Jcp = 12,00 Hz); 132,46 (s, 1C, C6); 131,29 (s, 1C, C15); 130,82
(d, 3C, C22, Jcr = 2,60 Hz); 130,73 (s, 1C, C8); 130,67 (s, 1C, C7); 129,85 (s, 1C, C16);
129,69 (s, 1C, C17); 128,11 (d, 6C, C21, C23, Jcp = 10,98 Hz); 127,21 (d, 1C, C12, Jcp =
2,55 Hz); 123,69 (s, 1C, C14); 123,10 (s, 1C, C9); 54,10 (s, 1C, C3); 34,86 (s, 1C, C18).
RMN de 3P (162 MHz, CDCls, ppm): 42,54.
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4.4.4 Sintese do bis[2-{(7-cloro-1-metill-2-ox0-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-il)fenil-x*-
C,N}-p,-acetatopaladio(ll)], DIAZPdOAcD

Esquema 4.4 — Sintese do DIAZPdOAcD

N\g
O _N
CH,0,
l -2C,H,0,

Diazepam

DIAZPdOAcD

Fonte: Autora, 2012.

Preparou-se uma suspensao de acetato de paladio(ll) (0,1998 g; 0,89 mmol) em &cido
acetico (15 mL) e, em seguida, adicionou-se o diazepam (0,2847 g; 1,00 mmol), Esquema 4.4.
A reacdo procedeu sob agitacdo e refluxo (T = 127 °C) por 1 hora. Apos esse tempo, filtrou-se
0 material obtido, o qual foi colocado sob vacuo para retirar todos os volateis. Em seguida, ao
material sélido, adicionou-se cloroférmio em quantidade suficiente para solubilizar o0 mesmo
e hexano até completa precipitacdo do composto desejado, sendo secado a vacuo, obtendo-se
assim um solido laranja. Rendimento: 84%.

F.M.: C3sH30CI,N4OgPd,. M.M.: 898,39 g/mol. MALDI-TOF (sem matriz): m/z: 839
[M-OAc]. Anal. Elem. Teorico: C: 48,13; H: 3,37; N: 6,24. Experimental: C: 48,51; H: 3,58;
N: 6,11. IV (vma/cm™, KBr): 3109-3012 (v C—H aromético); 1687 (v C=0 e v C=N); 1562 e
1417 (v as/s COO). RMN de *H (400MHz, CDCls, ppm): - Majoritério: 4,36 (d, 2H, H3a, J =
12,80 Hz); 3,32 (d, 2H, H3b, J = 12,68 Hz); 3,32 (s, 6H, H18); 2,25 (s, 6H, H20); -
Minoritario: 4,23 (d, 1H, H3a, J = 12,93 Hz); 3,80 (d, 1H, H3b, J = 13,06 Hz); 3,68 (d, 1H,
H3c, J = 12,93 Hz); 3,26 e 3,16 (s, 6H, H18); 3,04 (d, 1H, H3d, J = 12,93 Hz); 2,32 ¢ 2,31 (s,
6H, H20). RMN de *C (100MHz, CDCls, ppm): 181,90 (C19); 177,96 (C5); 168,24 (C2);
156,59 (C13); 144,18 (C11); 141,34 (C10); 132,42 (C6); 132,32 (C15); 130,06 (C8); 129,57
(C12); 128,97 (C16); 128,81 (C17); 125,49 (C7); 124,05 (C14); 123,23 (C9); 55,70 (C3);
35,07 (C18); 24,59 (C20).
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4.45 Sintese do [2-{(7-cloro-1-metill-2-oxo-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-il)fenil-k*-
C,N}acetatotrifenilfosfinopaladio(l1)], DIAZPdOACcPPh;

Esquema 4.5 — Sintese do DIAZPdOACPPh;

DIAZPdOAcD DIAZPdAOACPPh,

Fonte: Autora, 2012.

Preparou-se uma solugdo de DIAZPdOAcD (0,8985 g; 1,00 mmol) em cloroférmio
(30 mL) e adicionou-se uma solucédo de trifenilfosfina (0,5246 g; 2,00 mmol) em cloroférmio
(10 mL), Esquema 4.5. A reacdo procedeu sob agitacéo e a temperatura ambiente por 1 hora.
Apos esse tempo, adicionou-se hexano até completa precipitacdo de um composto marrom
escuro. Em seguida, separou-se o sobrenadante do precipitado o qual foi secado a vacuo;
obtendo-se, assim, um solido amarelo. Rendimento: 52%.

F.M.: C3sH30CIN,O3PPd. M.M.: 711,48 g/mol. Anal. Elem. Tedrico: C: 60,77; H:
4,25; N: 3,94. Experimental: C: 59,85; H: 4,38; N: 3,88. IV (vms/cm™, KBr): 3093-3014 (v
C—H aromatico); 1687 (v C=0 e v C=N); 1574 e 1383 (v as/s COO). RMN de *H (400MHz,
CDCls, ppm): 1,44 (s, 3H, H20); 3,40 (s, 3H, H18); 3,81 (dd, 1H, H3a, J4.p = 12,50 e 3,53
Hz); 4,92 (dd, 1H, H3b, Jy.p = 12,50 e 2,86 Hz); 6,56 (m, 1H, H14); 6,61 (t, 1H, H15, J =
7,37 Hz); 6,90 (t, 1H, H16, J = 7,40 Hz); 7,10 (d, 1H, H17, J = 7,69 Hz); 7,41 (m, 10H, H9,
H23, H24, H25); 7,18 (dd, 1H, H8, J = 8,81 e 1,59 Hz); 7,69 (d, 1H, H6, J = 2,05 Hz); 7,82
(dd, 6H, H22, H26, J = 11,57 e 7,85Hz). RMN de **C (100MHz, CDCls, ppm): 179,60 (d, 1C,
C19, Jcp = 3,31 Hz); 177,22 (s, 1C, C5); 169,21 (s, 1C, C2); 156,56 (s, 1C, C13); 146,90 (s,
1C, C11); 142,26 (s, 1C, C10); 139,63 (d, 3C, C21, Jc.r = 11,18 Hz); 135,44 (d, 6C, C22,
C26, Jcp = 12,28 Hz); 132,46 (s, 1C, C6); 130,71 (d, 3C, C24, Jcr = 2,35 Hz); 130,63 (s, 1C,
C15); 130,51 (s, 1C, C8); 130,25 (s, 1C, C16); 130,02 (s, 1C, C17); 129,90 (s, 1C, C7);
128,26 (d, 6C, C23, C25, Jc.p = 10,90 Hz); 126,94 (d, 1C, C12, Jcp = 2,76 Hz); 123,56 (s,
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1C, C14): 123,13 (s, 1C, C9): 54,08 (s, 1C, C3); 35,02 (s, 1C, C18); 23.42 (s, 1C, C20). RMN
de 3'P (162 MHz, CDCls, ppm): - Majoritario: 40,59; - Minoritério: 42,54.

4.5 Avaliacéo da atividade anticonvulsivante

A avaliagdo da atividade anticonvulsivante foi realizada por colaboradores do
LAPEC/DFS/UFS, sob orientacdo do Prof. Dr. Lucindo José Quintans-Janior. Foram
utilizados dois tipos de testes farmacoldgicos, ambos in vivo e por estimulacdo quimica: um
utilizou pentilenotetrazol (PTZ) como indutor das convulsdes e o outro utilizou picrotoxina
(PIC). Para a realizagdo de tais testes, foram utilizados camundongos (Mus musculus) da
linhagem Swiss, machos, albinos, pesando entre 25 — 33 gramas (Figura 4.1), procedentes do
Biotério Central da Universidade Federal de Sergipe, selecionados e alojados em gaiolas de
polipropileno, contendo cinco animais cada, mantidos sob condi¢bes controladas de
temperatura de 22 £ 1°C e ciclo claro/escuro de 12 horas (fase clara: 06:00 — 18:00 horas),

tendo livre acesso a alimentacdo (tipo pellets de racdo da marca comercial Purina®) e agua.

Figura 4.1 — Camundongo Swiss (Mus musculus)

Antes da realizacdo dos protocolos experimentais, os animais foram colocados no
ambiente de trabalho (laboratdrio), por pelo menos trinta minutos de antecedéncia a execucao
do experimento, visando a adaptacdo ao ambiente novo e evitar possiveis alteracdes
comportamentais dos animais.

Todos 0s protocolos experimentais propostos respeitaram o0s critérios éticos de
experimentacdo animal preconizados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratorio (SBCAL) e International Council for Laboratory Animal Science (ICLAS). Além
disso, o presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Sergipe (CEPA/UFS N° 91/11).


http://www.unifenas.br/pesquisa/bioterio/animais.asp
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4.5.1 Teste das convulsdes induzidas pelo PTZ

Neste teste, grupos de oito camundongos machos (n=8, por grupo) foram pré-tratados,
por via intraperitoneal (i.p.), com solucdo tween 80 a 0,2% em &gua destilada (veiculo);
DIAZPdCID ou DIAZPdOACD nas doses 1,5; 3 e 6 mg/kg (i.p.) e diazepam (DPZ, 6 mg/kg,
i.p.). Grupos adicionais foram pré-tratados com flumazenil (FLU, Roche, Brasil) 15 minutos
antes dos tratamentos com DIAZPdCID, DIAZPdOAcD ou DZP (padréo).

Transcorridos 60 minutos dos pré-tratamentos, administrou-se em todos 0s animais, o
PTZ na dose de 60 mg/kg (i.p.), conforme metodologia descrita por Smith, Wilcox e White
(2007). Imediatamente apds essa administracdo, procedeu-se a observacdo dos seguintes
parametros: laténcia para o aparecimento das convulsdes, percentual de convulsdes e nimero
de mortes. Os animais foram observados individualmente durante um periodo de 15 minutos,
no que se refere aos primeiros parametros; ja o numero de mortes foi avaliado até 24 horas

apos a administracdo do agente convulsivante.

4.5.2 Teste das convulsdes induzidas pela PIC

Para este experimento, os animais foram divididos em grupos de oito camundongos
machos (n=8, por grupo). O grupo controle recebeu o veiculo (solucdo tween 80 a 0,2% em
agua destilada). Os grupos experimentais foram pré-tratados com DIAZPdCID ou
DIAZPdOACD nas doses 3 e 6 mg/kg (i.p.). O grupo padrao recebeu DZP na dose 6 mg/kg
(i.p.). Apos 60 minutos das administracdes, todos os animais foram tratados com PIC na dose
8 mg/kg (i.p.). Em seguida, procedeu-se a observacdo dos seguintes parametros: laténcia para
0 aparecimento das convulsdes e percentual de convuls@es, durante 20 minutos, e nimero de

mortes, durante um periodo de 24 horas para cada animal.

4.5.3 Analise Estatistica

A anélise estatistica dos resultados obtidos nos testes in vivo entre os grupos foi
realizada obedecendo a particularidade de cada experimento. Foram utilizados os testes de
Anélise de Variancia (ANOVA) com uma classificacdo (one-way), seguido do Teste de
Tukey para medidas paramétricas e o teste de Fisher para medidas ndo paramétricas. Os

resultados s6 foram considerados significativos quando apresentaram p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese dos paladaciclos

Os paladaciclos sdo complexos que apresentam em sua estrutura no minimo um anel
intramolecular envolvendo o paladio, pertencentes a classe dos metalaciclos, onde o0s
complexos mais estaveis apresentam anel intramolecular de cinco membros. Esses complexos
podem apresentar coordenacdo intramolecular organometélica, ou seja, o paladio pode estar
diretamente ligado a um atomo de carbono (Figura 5.1) (OMAE, 2004).

Figura 5.1 — Paladaciclos organometalicos

©C)n

~
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n>1;Y=0,N,S, P, As
Fonte: Adaptado de OMAE, 2004.

A metodologia de sintese dos paladaciclos deste trabalho mostrou-se rapida, pois o
tempo reacional ndo ultrapassou 1 hora e 30 minutos, e eficaz, pois foi possivel obter os
complexos desejados em bom rendimento. Primeiramente, obtivemos os paladaciclos
diméricos através de reacdo de ciclometalacdo, envolvendo a ativacdo da ligacdo C-H,
partindo dos sais PdCI, e Pd(OAc), como fontes de paladio; e, a partir desses, sintetizamos
seus respectivos paladaciclos monoméricos, utilizando ligantes nitrogenado e fosforado (bases
de Lewis), mais especificamente piridina e trifenilfosfina, respectivamente.

A reacdo de ciclopaladacdo envolvendo a ativacdo da ligacdo C-H, que resultou na
formacdo dos complexos diméricos sintetizados, pode ser explicada por meio de dois
mecanismos reacionais (Esquema 5.1, pdg. 58): um consiste na reacdo de substituicdo
eletrofilica aromatica e o outro refere-se a reacdo envolvendo a formacéo de ligacdo agostica.
Na primeira etapa, em ambos 0s mecanismos reacionais, ocorre a coordenacdo do nitrogénio
iminico (4tomo coordenante) do diazepam ao paladio (centro metalico), o que aproxima o
metal do substituinte 5-fenila do diazepam, mais especificamente dos carbonos B e v,
permitindo que as outras etapas ocorram. Posteriormente, no caso da reacdo de substitui¢do
eletrofilica aromatica ocorre a formagao de um complexo m, que em seguida se rearranja em

um complexo o; finalizando, ocorre a formagdo do paladaciclo devido a abstragdo de um dos
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prétons em orto do substituinte 5-fenila do diazepam. J& no outro mecanismo, apos a
coordenacdo do nitrogénio ao paladio, ocorre a formacdo de uma ligacdo agdstica entre o
paladio e uma das ligagdes Corto-H do substituinte 5-fenila do diazepam, seguido da
formacdo de um complexo agéstico e, finalizando, do paladaciclo, que ocorre da mesma
forma que no mecanismo anterior (OMAE, 2004; ALBRECHT, 2008).

Esquema 5.1 — Mecanismos de ativagdo C—H

+ E—CH
E PdXZ C(\ X2

PdXZ(E — CH),

E—CH complexo de coordenagéo

/ N
X
v T

Substituicdo eletrofilica Ativagdo da ligacéo
aromatica agostica C-H

E | N E
Q P/dX2 A “-Pé/x
R H R Hinx
Nx y
N E

/
/
v PdX

paladaciclo

/

Fonte: ALBRECHT, 2008.

Na literatura encontramos relatos de metalaciclos derivados do diazepam com 0s
seguintes metais: Pd(Il) (CINELLU et al., 1991), Pt(ll) (STOCCORO et al., 1994) e Ru(ll)
(PEREZ et al., 2002); dentre esses, sdo relatados por Cinellu e colaboradores (1991) os
complexos DIAZPACID e DIAZPdCIPPh; descritos neste trabalho, no entanto, ndo foram
encontrados estudos que avaliassem a atividade anticonvulsivante desses complexos. Todos

esses metalaciclos derivados do diazepam formam anel intramolecular de 5 membros por
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meio de ligagdo envolvendo o 4&tomo de N(4) e um dos atomos de C orto do substituinte 5-
fenila, da mesma maneira que os complexos descritos neste trabalho; com excecdo de um
complexo de Ru(ll), que apresenta anel intramolecular de 3 membros, onde a ligacdo envolve
0 atomo de N(4), mesmo atomo de ligagdo dos outros complexos, e o atomo de C(3) do anel
diazepinico. O maior nimero de complexos com anel intramolecular de cinco membros
provavelmente ocorre por esses serem 0s metalaciclos mais estaveis, como dito anteriormente.

Todos os complexos sintetizados sdo solidos a temperatura ambiente e apresentam
coloracdo que varia do laranja ao amarelo. Quanto a solubilidade, todos séo insollveis em
agua e soltveis em dimetilsulfoxido (DMSO), dimetilformamida (DMF), diclorometano e

cloroférmio, no entanto, estes dois Ultimos ndo solubilizam o DIAZPdCID.

5.2 Caracterizacao dos paladaciclos

A caracterizacdo de todos os complexos sintetizados foi realizada por ressonancia
magnética nuclear de *H e *3C, analise elementar e espectrometria no infravermelho. Além
disso, os paladaciclos diméricos tiveram sua confirmacdo obtida também por meio de
espectrometria de massas; os complexos monoméricos DIAZPdOAcPPh; e DIAZPdCIPPh;
tiveram sua formacdo evidenciada também por RMN de 3P e o complexo monomérico

DIAZPdCIPy foi caracterizado também por difracdo de raios X.
5.2.1 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de *H (RMN de 'H)

Os espectros de RMN de *H dos paladaciclos diméricos, observados nas Figuras 5.2
(pag. 60) e 5.3 (pag. 61), mostram-se de dificil resolucdo devido a alta fluxionalidade que
estes complexos apresentam e a interconversdao entre os isémeros cisdide e transdide em
solucdo, o que resulta em espectros com grande nimero de sinais superpostos e ou alargados.
No entanto, foi possivel atribuir os sinais referentes aos hidrogénios do grupo metila ligado ao
nitrogénio 1 do anel benzodiazepinico, e no caso do DIAZPdOAcD, também foi possivel
atribuir os sinais simpletos referentes aos hidrogénios da metila da ponte acetato (6 = 2,24
ppm); além disso, foi possivel observar os sinais tipicos referentes aos hidrogénios aromaticos

do diazepam com deslocamentos quimicos entre 8,4 e 6,4 ppm.
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Figura 5.2 — Espectro de RMN de *H do DIAZPdOAcD em CDCl;
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Figura 5.3 — Espectro de RMN de *H do DIAZPACID em DMSO-d,
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Tipicamente os sinais dos hidrogénios metilénicos do anel diazepinico s&o vistos como
dois sinais (por serem diastereotdpicos) para o isdmero transdide; por outro lado, para o
isdmero cisdide sdo observados quatro sinais, no caso do DIAZPdOACcD, e dois sinais, no
caso do DIAZPdACID (os outros sinais ndo puderam ser visualizados provavelmente por
estarem superpostos a outros sinais de maior intensidade); isto ocorre pois esses hidrogénios
estdo em ambientes magnéticos distintos. A integracdo entre 0s sinais majoritarios e
minoritarios foi empregada para a constatacdo da proporcdo entre os dois isdmeros dos
complexos, com isso, verificou-se que 0 DIAZPdOAcD tem uma razdo de aproximadamente
1:1 e o DIAZPACID de aproximadamente 4:1, entre os isdbmeros transoide:cisdide; a maior
semelhanca quantitativa entre os ismeros do DIAZPdOAcD com relagdo ao do DIAZPdCID
resultou em um espectro de maior dificuldade de interpretacdo. Para facilitar a interpretagéo
dos resultados de RMN de 'H, o Esquema 5.2 (pag. 63) ilustra as tipicas geometrias dos
isdmeros cisdide e transdide para os dimeros contendo ponte de acetato e o de cloro.

Para melhor atribuir os sinais dos hidrogénios aromaticos do diazepam, adicionamos
piridina deuterada aos dimeros; dessa forma, através dos espectros de RMN de 'H dos
mondmeros gerados em solugédo, derivados do DIAZPdOACcD e do DIAZPACID (Apéndices
A e B, respectivamente), foi possivel observar todos os sinais dos hidrogénios do diazepam
com exce¢do de um proton, o que indica a ocorréncia da ligacdo organometélica entre o
paladio e o diazepam, além do sinal do hidrogénio da metila do grupo acetato (6 = 2,28 ppm),
no caso do monémero derivado do DIAZPdOACcD; deduzindo-se, assim, a formacdo dos
paladaciclos diméricos. Ver Tabelas 5.1 e 5.2 (ambas podem ser encontradas na pag. 64).

No espectro do DIAZPdCIPy (Figura 5.4, pag. 65) além dos sinais referentes aos
hidrogénios do diazepam desprotonado, também é possivel observar o acréscimo de trés sinais
tipicos de hidrogénios aromaticos com deslocamentos quimicos entre 9,0 e 7,4 ppm, que séo
os sinais referentes aos hidrogénios da piridina (dupleto com & = 8,93 ppm referente aos
hidrogénios em orto, tripleto com 6 = 7,90 ppm referente ao hidrogénio em para, e tripleto 6 =
7,49 ppm referente aos hidrogénios em meta, na proporcdo de 2:1:2); a multiplicidade e os
valores das integrais de todos esses sinais, em conjunto, confirmam a formacdo deste

mondmero.
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Esquema 5.2 — Conformagdes cisoide e transdide, obtidas através de calculo tedrico, dos dimeros
DIAZPdOACD e DIAZPACID

Conformacao transéide do DIAZPdOACD:

;:V‘

\»/ \»/ € \J/

U AN
»\/ / \
AN Q/\N

INAYY
7/( é/ AN /4\,[(

.‘Al

Fonte: Autora, 2012.
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Tabela 5.1 — RMN de 'H do DIAZPdOAcD com piridina deuterada, em CDCl;

o (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicéo
2,28 S 3 - H20
3,39 S 3 - H18
3,81 d 1 12,85 H3a
4,89 d 1 12,85 H3b
6,28 d 1 7,56 H14
7,01 m 2 - H15 e H16
7,11 d 1 7,56 H17
7,35 d 1 8,69 H9
7,61 d 1 2,27 H8
7,63 S 1 - H6

Fonte: Autora, 2012.

Tabela 5.2 — RMN de *H do DIAZPACID com piridina deuterada, em CDCl;

d (ppm) Multiplicidade Integral J (H2) Atribuicéo
3,38 s 3 - H18
3,79 d 1 12,50 H3a
5,84 br sig 1 - H3b
6,28 br sig 1 - H14
7,06 m 3 - H15, H16 e H17
7,33 d 1 8,56 H9
7,59 d 1 2,55 H8
7,62 s 1 - H6

Fonte: Autora, 2012.

Os espectros de RMN de *H dos paladaciclos monoméricos DIAZPdOAcPPh; (Figura
5.5, pag. 66) e DIAZPdCIPPh; (Figura 5.6, pag. 67) mostram os sinais referentes ao diazepam
desprotonado, além de sinais tipicos de hidrogénios aromaticos com deslocamentos quimicos
entre 7,9 e 7,3 ppm, que sdo referentes aos hidrogénios da trifenilfosfina; e, no caso do
DIAZPdOACPPh;, também observa-se o sinal simpleto relativo aos hidrogénios da metila do
grupo acetato (6 = 1,44 ppm); tais dados confirmam a obtencdo desses mondmeros. Além
disso, é possivel observar o acoplamento dos hidrogénios metilénicos diastereotdpicos do
diazepam com o fésforo da trifenilfosfina e o acoplamento do hidrogénio orto a ligacdo C-Pd

também com o fosforo.
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Figura 5.4 — Espectro de RMN de 'H do DIAZPACIPy em CDCl;
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Figura 5.5 — Espectro de RMN de *H do DIAZPdOAcPPh;em CDCl;
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Figura 5.6 — Espectro de RMN de *H do DIAZPdCIPPh; em CDCl;
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5.2.2 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de *C (RMN de *C)

Através da analise por RMN de *3C de todos os complexos (Figuras 5.7 — 5.11, pégs.
69-73) é possivel identificar os sinais tipicos de carbonila (5 entre 170 e 167 ppm) do
diazepam e, naqueles que apresentam o grupo acetato (Figuras 5.7 e 5.10, pags. 69 e 72), é
possivel observar o sinal do carbono da metila (6 entre 25 e 23 ppm) e do carbono quaternario
(6 entre 182 e 179 ppm) desse grupo. Além disso, comparando-se 0s espectros de RMN de
3C dos complexos com o do ligante livre (Apéndice C), verifica-se o deslocamento dos sinais
do C=N e de um dos aomos de carbono orto do substituinte 5-fenila para valores de
frequéncia bem mais elevados (6 de ~ 169 ppm para valores entre 181 e 177 ppm, e de = 130
ppm para valores entre 160 e 153 ppm, respectivamente), indicando a ciclopaladagéo.

Existem particularidades referentes aos mondmeros que cabem ser destacadas. Quanto
ao DIAZPACIPy (Figura 5.9, pag. 71), através do seu espectro de RMN de **C é possivel
observar além dos sinais referentes ao diazepam, o acréscimo de sinais que sdo referentes a
piridina: o sinal referente ao carbono quaternario que se encontra em para ao nitrogénio (6 =
132,62 ppm) e os sinais dos carbonos terciarios que se encontram em orto (6 = 153,19 ppm) e
em meta (6 = 125,62 ppm) ao nitrogénio, estes Ultimos apresentam-se superpostos pois esses
carbonos encontram-se em ambientes magnéticos equivalentes. Ja os espectros dos complexos
DIAZPdOACPPh; (Figura 5.10, pag. 72) e DIAZPdCIPPh; (Figura 5.11, pag. 73), mostram
sinais referentes a trifenilfosfina, de forma mais especifica € possivel observar: dois sinais
muito intensos referentes aos carbonos terciarios em orto (6 =~ 135 ppm) e em meta (6 ~ 128
ppm), ambos como dupletos devido ao acoplamento com o aomo de fosforo; um sinal
dupleto referente aos carbonos quaternarios (6 ~ 139 ppm) que estdo acoplados ao atomo de
fosforo; e um sinal dupleto de intensidade elevada referente aos carbonos terciarios que se

encontram em para (6 = 131 ppm), que estdo fracamente acoplados ao dtomo de fosforo.
5.2.3 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de 3P (RMN de *'P)

Através da analise por RMN de *'P dos complexos DIAZPdOACPPh; (Figura 5.12,
pag. 74) e DIAZPACIPPh; (Figura 5.13, pag. 75) foi possivel identificar, em ambos 0s
espectros, sinais de fosforo que evidenciam a presenca do ligante trifenilfosfina. No caso do
espectro do DIAZPdOACPPh; foi possivel identificar dois sinais: um majoritario, referente ao
complexo que apresenta uma relagdo trans entre as ligacbes N-Pd e Pd-P; e um minoritério,

referente ao complexo que apresenta uma relagéo cis entre essas ligacgoes.
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Figura 5.7 — Espectro de RMN de **C do DIAZPdOAcD em CDCl;
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Figura 5.8 — Espectro de RMN de **C do DIAZPACID em DMSO-ds
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Figura 5.9 — Espectro de RMN de **C do DIAZPdCIPy em CDCls
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Figura 5.10 — Espectro de RMN de **C do DIAZPdOAcPPh;em CDCl,
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Figura 5.11 — Espectro de RMN de **C do DIAZPACIPPh;em CDCls
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Figura 5.12 — Espectro de RMN de **P do DIAZPdOAcPPh;em CDCls
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Figura 5.13 — Espectro de RMN de *'P do DIAZPACIPPh;em CDCl,
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5.2.4 Espectrometria no Infravermelho Médio (1V)

Os espectros de infravermelho dos dimeros (Apéndices D e E) e mondmeros
(Apéndices F, G e H) foram comparados com o do ligante livre (Apéndice 1), observando-se
assim todas as principais bandas caracteristicas do diazepam como, por exemplo, a banda em
~1700 cm™ referente a carbonila e a imina do anel diazepinico. Além disso, foi possivel
observar as bandas caracteristicas do grupo acetato no espectro do DIAZPdOAcD e do
DIAZPdOACPPh;. Esses resultados juntamente com a mudanga observada na coloragdo dos
dimeros e mondmeros quando comparados ao ligante ddo indicios da formacdo dos

complexos.

5.2.5 Difracédo de Raios X

O mondmero contendo piridina como ligante, mais precisamente o DIAZPdCIPy, foi
cristalizado em CHCls/Hexano e analisado por difracdo de raios X, obtendo-se assim sua
estrutura quimica, como indicada na Figura 5.14, onde podemos claramente observar a
relacdo trans entre a ligagdo Pd-N(4) e Pd-N(1’), e a formag¢do do paladaciclo, onde o
diazepam desprotonado esta ligado ao paladio através do atomo de nitrogénio iminico, N(4),

do anel diazepinico e de um dos atomos de carbono orto do substituinte 5-fenila, C(13).

Figura 5.14 — Projecédo Ortep do DIAZPdCIPy

Fonte: Autora, 2012.

Através da projecdo Ortep (Figura 5.14), juntamente com os dados dos angulos

encontrados na Tabela 5.3 (pag. 77), é possivel observar que este monémero mantém a
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geometria de barco do anel diazepinico encontrada no ligante livre (MOSSET et al., 1980); e

que o Pd(I1) apresenta uma geometria quadrada plana levemente distorcida.

Tabela 5.3 — Angulos [°] diedro e de ligagio para DIAZPdCIPy

Atomos Angulos
CI(2)-Pd-N(1")-C(5") 74,78
C(11)-C(5)-N(4)-C(3) 1,01
C(13)-Pd-N(4) 80,86(18)
C(13)-Pd-N(1) 93,74(19)
N(4)-Pd-CI(2) 96,20(12)
N(1)-Pd-CI(2) 89,21(13)

Fonte: Autora, 2012.

As principais distancias de ligacdo do DIAZPdCIPy sdo encontrados na Tabela 5.4,

nenhuma mudanca importante foi encontrada nas mesmas.

Tabela 5.4 — Distancias [A] de ligacio para DIAZPdCIPy

Atomos Distancias de Ligacao
C(2)-0(2) 1,216(6)
C(2)-N(2) 1,380(7)
C(5)-N(4) 1,302(6)
C(5)-C(12) 1,464(7)
C(12)-C(13) 1,413(6)
C(13)-Pd 1,984(5)
Cl(2)-Pd 2,4073(14)
N(1")-Pd 2,043(4)
N(4)-Pd 2,026(4)

Fonte: Autora, 2012.

5.2.6 Analise Elementar e Espectrometria de Massas

Na andlise elementar, foram obtidos resultados satisfatérios para os complexos
sintetizados; com excecdo, do resultado para 0 mondémero DIAZPdCIPy que ndo foi
condizente com sua férmula molecular, o que pode ser explicado devido a presenca de agua e

a decomposicdo deste complexo. Cabe salientar, que o mondémero DIAZPdCIPy foi bem
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caracterizado por RMN e infravermelho; além disso, ele teve sua estrutura quimica elucidada
por difracéo de raios X.

Através da andlise dos dimeros DIAZPACID e DIAZPdOACcD por espectrometria de
massas foi possivel observar a razdo massa/carga do ion resultante, respectivamente, da

ruptura da ponte cloro e acetato, ou melhor, do ion molecular.

5.3 Avaliacdo da atividade anticonvulsivante

Com o intuito de avaliar a atividade anticonvulsivante dos paladaciclos diméricos
derivados do diazepam (DIAZPdOAcD e DIAZPACID), foram selecionados dois tipos de
testes farmacologicos, um que utiliza o PTZ e o outro a PIC como indutores das convulsoes.
A escolha desses testes foi realizada por estes serem os testes de triagem de farmacos
anticonvulsivantes mais utilizados no mundo (QUINTANS-JUNIOR et al., 2008) e pelo fato
da reversdo da estimulagédo induzida tanto pelo PTZ quanto pela PIC serem consideradas um
parametro eficaz no estudo de compostos que apresentam mecanismos de a¢do que envolvem
o sistema GABAEérgico, € importante ressaltar que os dimeros sdo complexos derivados de um
farmaco que apresenta sua acao atraves da ligacdo aos receptores GABAérgicos.

O diazepam foi escolhido como farmaco padrdo nesses testes pelo fato dos
paladaciclos diméricos serem derivados desse farmaco e, principalmente, por bloguear as
convulsbes atuando em canais para os ions cloreto associados ao GABA,, facilitando assim a
transmissdo GABAérgica (LAMBERTY; GOWER; KLITGAARD, 2002).

5.3.1 Convulses induzidas pelo PTZ

O PTZ é um potente agente convulsivante, que atua induzindo convulsdes por inibir
canais para ions cloreto associados a receptores GABAA se ligando a um sitio especifico
nesse canal i6nico (LOSCHER; SCHMIDT, 2002; 2006). Além disso, 0 PTZ pode ainda
induzir convulsdes por um efeito excitatorio direto sobre as membranas neuronais
(FAINGOLD, 1987). Embora os efeitos do PTZ estejam bem estabelecidos, o seu mecanismo
exato de acdo ainda esta obscuro.

A inibicdo das convulsbes induzidas pelo PTZ € uma metodologia extensamente
utilizada para avaliar o efeito anticonvulsivante de drogas em animais (LOWSON; GENT;
GOODCHILD, 1991; QUINTANS-JUNIOR et al., 2008), sendo 0 modelo experimental de
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triagem de novos farmacos anticonvulsivantes mais utilizado no mundo (MELDRUM, 2002;
LOSCHER; SCHMIDT, 2006). Portanto, sabe-se que o bloqueio das convulsdes induzidas
quimicamente pelo PTZ, em roedores, é uma caracteristica de alguns farmacos depressores do
SNC pertencentes a classe dos anticonvulsivantes (SMITH; WILCOX; WHITE, 2007).

Os resultados deste teste encontram-se resumidos na tabela abaixo, Tabela 5.5.

Tabela 5.5 - Efeito do tratamento agudo com DIAZPdOAcD, DIAZPACID ou diazepam (DZP), na
presenca e na auséncia de Flumazenil (FLU), no teste das convulsfes induzidas pelo PTZ em
camundongos

Tratamento Dose (mg/kg) [umol/kg] Laténcia(s)® % Convulsbes % Mortes
Veiculo - 328,2+14,9 100 60
DIAZPdOACD 1,5[1,7] 875,1 £ 22,3° 10° 30°
DIAZPdOAcD 3,0[3,3] 900,0 £0,0° 0° 10°
DIAZPdOAcD 6,0 [6,7] 900,0 £0,0° 0° 0°
DIAZPdCID 1,5 [1,8] 376,9+22,7 100 50
DIAZPdCID 3,0[3,5] 321,5+353 70 60
DIAZPACID 6,0 [7,0] 644,2 +31,0° 60° 20°
DzP 6,0 [21,1] 900,0 £0,0° 0° 0°
DIAZPdOACD + FLU 6 + 10 [6,7 + 32970] 410,1 £53.8 100 50
DIAZPACID + FLU 6 + 10 [7,0 + 32970] 393,8 + 48,4 100 60
DZP + FLU 6 + 10 [21,1 + 32970] 311,5+33,0 100 30°

n =8, por grupo

®Valores representam a média =+ erro padrdo da média

Pp < 0,01; °p < 0,001 (ANOVA seguido do teste de Tukey), significativa e diferente do controle
9p < 0,01; ®p < 0,001 (Teste de Fisher), significativa e diferente do controle.

Fonte: Autora, 2012.

No que se refere ao tempo de laténcia para que 0s camundongos apresentassem as
convuls@es clonicas induzidas pelo PTZ, os resultados mostram que o tratamento agudo com
0 DIAZPdOACcD aumentou esse tempo de forma significativa (p < 0,001) em todas as doses
testadas; ja o tratamento com o DIAZPACID, foi estatisticamente significativo na maior dose
testada (6 mg/kQ).

A Tabela 5.5 mostra também que o tratamento com DIAZPdOAcD e DIAZPACID
produziu uma protecdao dos animais em relacdo aos animais do grupo controle. Entretanto, o
DIAZPdOACcD apresentou um efeito protetor em todas as doses testadas, com um perfil
semelhante ao do diazepam, que foi efetivo no que se refere ao tempo de laténcia (inibindo o

aparecimento das convulsdes durante todo o tempo avaliado) e ao percentual de mortes
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(nenhum animal morreu); enquanto que o DIAZPdCID apresentou efeito protetor apenas na
maior dose.

E importante ressaltar que, como a Unica diferenca entre os dimeros encontra-se na
ponte (&tomo ou grupo que liga um paladio a outro), esses resultados mostram que o grupo
acetato teve importancia na melhor atividade do DIAZPdOAcD quando comparada a
atividade do DIAZPdCID.

Quando comparamos 0 DIAZPdOAcD com o diazepam, observamos que esse dimero
inibiu o aparecimento das convulsdes induzidas pelo PTZ durante todo o tempo avaliado (15
minutos = 900 segundos) a partir da administracdo da dose de 3,3 umol/kg, que corresponde a
aproximadamente 6,6 umol de diazepam/kg (visto que uma molécula do dimero é composta
por duas moléculas de diazepam desprotonado), mostrando que o dimero necessitou de uma
dose trés vezes menor que a utilizada de diazepam (21,1 umol/kg) para obter 0 mesmo efeito
que esse farmaco, indicando uma atividade potencialmente maior que a do diazepam. No
entanto, existe a necessidade da realizacdo de mais testes utilizando o diazepam em doses
menores para realizar uma melhor comparagédo entre 0 DIAZPdOACD e o diazepam, ja que
este farmaco pode apresentar 0 mesmo resultado (inibir 100% das convulsdes) em doses
menores.

Ao compararmos 0 DIAZPdCID na maior dose testada (7,0 umol’kg) com o diazepam,
observamos que esse complexo ndo foi tdo potente quanto o farmaco anticonvulsivante, mas é
importante salientar que esse dimero apresentou resultados estatisticamente significativos
mesmo sendo utilizado em uma dose correspondente a ~14,0 umol de diazepam/kg (visto que
uma molécula de DIAZPACID ¢ formada por duas moléculas de diazepam desprotonado),
sendo essa dose ~1/3 menor que a dose utilizada de diazepam (21,1 pmol/kg). Tais resultados
nos mostram a necessidade da realizacdo de novos testes utilizando o diazepam em doses
equivalentes a do DIAZPACID para uma melhor comparacao entre esses compostos.

Buscando também avaliar o possivel envolvimento dos receptores GABAA-
Benzodiazepinicos (GABAA-BDZ) nos efeitos dos complexos diméricos, foi administrado o
flumazenil, um antagonista competitivo especifico desses receptores (FILE; PELLOW, 1986).
Os resultados desse teste utilizando flumazenil, encontrados na Tabela 5.5, mostram que 0s
efeitos anticonvulsivante dos dimeros DIAZPdOAcD e DIAZPACID foram antagonizados
pelo pré-tratamento com o antagonista, sugerindo um possivel efeito desses complexos no
mesmo sitio de ligacdo nos receptores GABAA-BDZ (QUINTANS-JUNIOR et al., 2010).
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5.3.2 Convulsées induzidas pela PIC

A PIC é um poderoso estimulante do SNC sendo utilizada na indugdo quimica de
convulsdes através do antagonismo aos receptores GABAérgicos (ZIA et al, 1995; SMITH,;
WILCOX; WHITE, 2007). A reversdo da estimulacdo induzida pela PIC é considerada como
um parédmetro eficaz no estudo de farmacos da classe dos anticonvulsivantes que atuam em
mecanismos que envolvem o sistema GABAérgico (QUINTANS-JUNIOR et al., 2008).

O teste das convulsdes induzidas pela PIC em camundongos foi utilizado para
investigar melhor a participacdo do sistema GABAeérgico no possivel efeito anticonvulsivante
dos dimeros, DIAZPdOACcD e DIAZPACID, visto que a administragdo da PIC (8 mg/Kg, i.p.)
parece produzir convulsdes por bloquear a conduténcia de canais para ions cloreto associados
a receptores GABAA (LOSCHER; SCHMIDT, 2006).

Os resultados encontrados na Tabela 5.6 mostram que 0s animais que receberam o
tratamento agudo com DIAZPdOACcD na dose de 6 mg/kg (i.p.) foram protegidos e o tempo
de laténcia para os animais entrarem em convulsdo foi aumentado de maneira significativa (p
< 0,01). O DIAZPdCID nédo alterou nenhum dos parametros avaliados de maneira
significativa em nenhuma das doses testadas. O grupo tratado com diazepam (DZP, 6 mg/kg,
i.p.) aumentou de forma significativa o tempo de laténcia e produziu uma reducdo do

percentual de convulses.

Tabela 5.6 - Efeito do tratamento agudo com DIAZPdOAcD, DIAZPACID ou diazepam (DZP) no
teste das convulsdes induzidas pela PIC em camundongos

Tratamento Dose (mg/kg) [umol/kg] Laténcia(s)? % ConvulsGes % Mortes
Veiculo - 4546 + 28,0 40 20
DIAZPdOAcD 3,0 [3,3] 588,3 + 21,5 10° 0
DIAZPdOACD 6,0 [6,7] 734,2 +65,9° 20¢ 10
DIAZPdCID 3,0 [3,5] 487,4 £23,8 50 0
DIAZPdCID 6,0 [7,0] 524,1 +415 40 0
DZP 6,0 [21,1] 980,0 + 77,2° 10° 0

n =8, por grupo

% Valores representam a média =+ erro padrdo da média

®p < 0,01; °p < 0,001 (ANOVA seguido do teste de Tukey), significativa e diferente do controle
9P < 0,01 (Teste de Fisher), significativa e diferente do controle.

Fonte: Autora, 2012.

Quando comparamos 0 DIAZPdOAcD com o DIAZPACID notamos que esse dimero

apresentou uma melhor atividade anticonvulsivante, indicando a importancia do grupo acetato
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para a atividade desse complexo, ja que a Unica diferenca entre os dimeros encontra-se na
ponte, que liga um palédio a outro.

A comparagdo do DIAZPdOAcD com o diazepam nos mostra que esse complexo
apresentou resultados significativos na dose de 6,7 umol/kg, mesmo sendo essa dose ~1/3
menor que a dose utilizada de diazepam quando nos referimos a nimero de mols de diazepam
(DIAZPdOACD = 13,4 umol de diazepam/kg; diazepam = 21,1 umol/kg). Ja o DIAZPdCID
ndo apresentou resultados significativos, no entanto, a maior dose desse dimero que foi
avaliada (7,0 umol/kg) também foi ~1/3 menor que a dose de diazepam utilizada quando nos
referimos a numero de mols de diazepam (DIAZPdCID = 14,0 pumol de diazepam/kg,
diazepam = 21,1 umol/kg). Tais resultados nos mostram que € necessaria a realizacdo de mais
testes utilizando o diazepam em doses menores para uma melhor comparagdo entre oS

complexos e o ligante.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Foram sintetizados cinco complexos de paladio(ll) derivados do diazepam:
DIAZPdCID, DIAZPdCIPPh;, DIAZPdCIPy, DIAZPdOACD e DIAZPdOACPPh;. A sintese
de tais complexos mostrou-se rapida e eficaz, visto que através das técnicas de caracterizacdo
utilizadas neste trabalho foi possivel confirmar a formacdo dos mesmos. Através de estudos
cristalograficos por difracdo de raios X foi possivel obter a estrutura quimica do
DIAZPdCIPy, confirmando-se a ocorréncia da ciclopaladagéo.

Por meio dos testes realizados para avaliagdo da atividade anticonvulsivante dos
complexos diméricos sintetizados (DIAZPdOAcD e DIAZPACID) foi possivel observar que
os dimeros apresentaram atividade anticonvulsivante no tratamento agudo em camundongos e
que os efeitos anticonvulsivantes dos dimeros foram induzidos, provavelmente, com
envolvimento dos receptores GABAa-BDZ. Além disso, foi possivel notar que o
DIAZPdOAcD mostrou-se mais potente que o DIAZPACID, indicando a importancia do
grupo acetato para a atividade, e exibiu um perfil semelhante ao do diazepam no teste com o
PTZ mesmo sendo administrado em doses menores que esse farmaco, apresentando chances
elevadas de ser mais potente que o ligante. No entanto, mais testes precisam ser realizados
para uma melhor comparacao entre os dimeros e o ligante.

Como perspectivas deste trabalho, tém-se:

e A caracterizacdo dos mondmeros sintetizados por espectrometria de massas;
e A realizacdo dos testes anticonvulsivantes utilizando o diazepam em doses menores;
e Aavaliacdo da atividade anticonvulsivante dos paladaciclos monoméricos;

e Aavaliacdo da toxicidade dos paladaciclos.
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— Espectro de RMN de 'H do DIAZPdOACD com piridina deuterada, em CDCl;
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APENDICE D - Espectro na regido do IV do DIAZPdOAcD
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APENDICE F — Espectro na regido do IV do DIAZPdCIPy
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