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RESUMO

Os transtornos de ansiedade (TAs) configuram como um dos transtornos mentais mais
comum, sendo caracterizados por uma ansiedade, que é uma condigao psicologica
fundamental a vida, patologica. Os TAs afetam negativamente a vida de um individuo
e das pessoas com quem ele convive, trazendo prejuizos na execugao das atividades
do dia-a-dia e nos relacionamentos sociais. Mesmo existindo algumas classes de
ansioliticos na clinica, muito pacientes sao recidivados ou nao responsivos. Neste
cenario suscitou o desenvolvimento deste trabalho que tem como objetivo sintetizar,
caracterizar e avaliar as propriedades ansioliticas do [{2-(7-Bromo-2-oxo-1,3-diidro-
2H-1,4-benzodiazepin5-il)piridinil-k2-N, N}cloropaladio(ll)], [(BMZ)PdCI2]. Neste
sentido, a sintese do complexo de paladio(ll) derivado do bromazepam foi realizada
com rendimento satisfatorio, 75%. Para compreender a quimica do ligante, bem como
do complexo obtido, foram utilizadas duas técnicas de caracterizagdo, no qual o
ligante e o complexo foram submetidos a analises por RMN de '3C, de 'H e HSQC.
Além disso, o complexo também foi caracterizado pela técnica do infravermelho (V)
e por espectrometria de massas acoplada a cromatografia gasosa (CG-EM). Os
resultados obtidos da RMN possibilitaram inferir que 0 complexo apresentou estrutura
monomerica; o N4 e o N13 piridinico do ligante sdo os atomos que coordenam com o
Pd(Il). O IV possibilitou a detecgao de frequéncias de estiramentos caracteristicas do
ligante encontradas também no complexo. Ja a EM revelou os fragmentos referentes
ao complexo. Em relagao a atividade do tipo ansiolitica, foi observado que o complexo
na menor dose (0,5 ug/kg) apresentou uma redugao significativa na ansiedade dos
camundongos sujeitos ao teste do labirinto em cruz elevado em relagédo ao grupo
controle (grupo salina), sem causar alteragdo da atividade locomotora, sendo que a
analise da atividade motora também foi confirmada pelo teste do campo aberto. Da
mesma forma, foi possivel determinar que a agao ansiolitica do complexo acontece
via receptor GABAA,, pois 0s animais que receberam pré-tratamento com flumazenil e
foram tratados com o complexo ndo apresentaram atividade ansiolitica. Assim, o
presente estudo demonstrou que o complexo [(BMZ)PdCI2] se mostrou promissor a
acao ansiolitica, motivando assim aos que fazem parte do Grupo de Catalise e
Reatividade Quimica (GCaR) a buscar o melhor entendimento deste complexo e de
provaveis analogos no tratamento dos transtornos de ansiedade.

Palavras-chave: Complexo de paladio(ll). Bromazepam. Transtornos de Ansiedade.



ABSTRACT

Anxiety disorders (ADs) constitute one of the most common mental disorders and are
characterized by anxiety, which is a fundamental psychological condition of life,
pathological. TAs negatively affect the life of an individual and of the people with whom
he lives, damaging the performance of everyday activities and social relationships.
Even though there are some classes of anxiolytics in the clinic, many patients are
relapsed or nonresponsive. In this scenario, the aim of this work was to synthesize,
characterize and evaluate the anxiolytic properties of [{2- (7-Bromo-2-oxo-1,3-dihydro-
2H-1,4-benzodiazepin-5-yl) 2-N, N-chloropalladium(ll)], [[BMZ)PdCI2]. In this sense,
the synthesis of the palladium (II) complex derived from bromazepam was performed
with satisfactory yield, 75%. To understand the chemistry of the ligand as well as the
complex obtained, two characterization techniques were used in which the ligand and
the complex were subjected toNMR of '*C, 'H and HSQC analyzes. In addition, the
complex was also characterized by the infrared (IR) technique and mass spectrometry
coupled to gas chromatography (GC-MS). The results obtained from the NMR allowed
to infer that the complex presented monomeric structure; the N4 and the pyridine N13
of the linker are the atoms that coordinate with the Pd(Il). The IR allowed the detection
of frequencies of stretches characteristic of the binder found also in the complex. The
MS revealed the fragments of the complex. Regarding the anxiolytic activity, it was
observed that the complex at the lowest dose (0.5 ug/kg) presented a significant
reduction in the anxiety of the mice subjected to the plus maze test in relation to the
control group (saline group), without causing alteration of the locomotor activity, and
the analysis of the motor activity was also confirmed by the open field test. Likewise, it
was possible to determine that the anxiolytic action of the complex occurs via GABAA
receptor, since the animals that received pre-treatment with flumazenil and were
treated with the complex did not present anxiolytic activity. Thus, the present study
demonstrated that the [(BMZ)PdCIz] complex proved promising to the anxiolytic action,
thus motivating those in the Catalysis and Chemical Reactivity Group (GCaR, Grupo
de Catalise e Reatividade Quimica, em portugués) to seek a better understanding of
this complex and probable analogs in the treatment of anxiety disorders.

Keywords: Palladium(ll) complex. Bromazepam. Anxiety disorders.



Figura1 -
Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 —

Figura 7 -

Figura 8 —
Figura 9 —

Figura 10 —

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

Figura 15 —

LISTA DE ILUSTRAGOES

Principais regides cerebrais envolvidas na geragao e na regulagéo das
emocgdes e Na deteCGao dO MEAO......uuuiiiiii e

Estrutura quimica do clordiazepOXido............cceuviiiiiiiiiiiiiieeeiee e,

llustracdo da composicao estrutural do receptor GABAA. Vista superior
mostrando a montagem pentameérica das subunidades a1, f2 € y2 € a
localizagdo para os sitios de ligagdo para o GABA e os

Transmissao do sinal GABA através do receptor GABAA. O GABA é
liberado na fenda sinaptica, onde se liga ao receptor GABAA presente
na membrana do neurdnio pds-sinaptico, consistindo de cinco
S0 ] o]0 ] (o F=To (== (A TP

Analogos equivalentes da série do BZDs............cccoovviiiiiiiiiiiiii e,

Estrutura quimica de alguns complexos de platina com atividade
ANTUMOTAL. ... e

Estrutura quimica basica dos 1,4- e 1,5-benzodiazepinicos,
FESPECHVAMENTE. ... ..

Espectro de RMN de 'H do [(BMZ)PdCl2] em DMSO-de..........c...cu.........
Espectro de RMN de 3C do [(BMZ)PdCI2] em DMSO-de........................

Mapa do contorno gerado a partir do experimento HSQC (3C e 'H) do
[(BMZ)PACI2] €M DMSO-G6......veereeereeee e eeeeeeeeeseseeeeeeeeeseseeeeseeeeeeee

Espectro na regido do Infravermelho do [(BMZ)PdCIz]...........coevvveennnnnnn.

Espectro de massas do [(BMZ)PdCl2] por CG-EM e a rota de
fragmentagao PropoSta........ccvvveeeeeii i
Efeito da salina (NaCl 0,9%), do [(BMZ)PdClIz], 0,5, 5 e 50 pg/kg ou do

Bromazepam (BMz) 0,1 mg/kg, administrados |.P. 30 minutos antes da
sessdo experimental sobre o comportamento exploratério de
camundongos submetidos ao teste LCEA.................ccoooiiiiiiccciee e,

Efeito da salina (NaCl 0,9%) e do [(BMZ)PdCI2] na dose de 0,5 ug/kg
sobre o comportamento exploratério de camundongos, pré-tratados ou
n&o com Flumazenil (2 mg/kg), submetidos ao teste do LCE-................

Efeito da salina (NaCl 0,9%), do [(BMZ)PdClz], 0,5, 5 e 50 pg/kg ou do
Bromazepam (BMz) 0,1 mg/kg sobre o comportamento
locomotor/exploratério de camundongos submetidos ao teste de CA (A
e B) com subsequente avaliagdo da via GABAérgica no modo de agao
do cOmMPIEXO (C @ D) ...

20
35

36

37
40

42

45
57
58

59
61

63

65

68



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -
Tabela 6 —

Tabela 7 -

LISTA DE TABELAS

Recomendacgdes de tratamento farmacoldgico para transtornos de
ansiedade em adultos (Nota. Nem todos os medicamentos sao
licenciados para essas indicagées em todos o0s paises).................... 30

Alguns benzodiazepinicos e seus respectivos substituintes............. 38

Concentragao inibitéria minima das tetraciclinas livres e dos seus
respectivos complexos com paladio(ll) em linhagens de E. coli 43
sensivel (HB101) e resistente aos agentes (HB101/pBR322)...........
Complexos metalicos derivados do bromazepam descritos na

TEEratura.. ... e 46
Locais de realizagao das atividades experimentais.............c..cccvvuenne... 47
Procedéncia e formula molecular dos reagentes e solventes.............. 47

[{2-(7-Bromo-2-oxo-1,3-diidro-2H-1,4-benzodiazepin5-il)piridinil-«?-
N, N}cloropaladio(ll)], [(BMZ)PdClIz], em DMSO-de..........ccccevrirrrrnnrnnn. 53



LISTA DE ABRAVIATURAS E SIGLAS

[(BMZ)PdCI2] [{(7-bromo-1,3-dihidro-5-(2-piridinil)-2H-1,4-benzodiazepin-2-
ona)}fenil-k2-N, N}cloropaladio(ll)]

ACTH Horménio Adrenocorticotréfico

ADT Antidepressivo Triciclico

Ag Agorafobia

ANOVA Analise de Variancia

BDZ Benzodiazepinico

BMZ Bromazepam

DMSO-ds Dimetilsulfoxido deuterado

DZP Diazepam

GABA Acido y-aminobutirico

GCaR Grupo de Catalise e Reatividade Quimica

HSQC Coeréncia Quantica Unica Heteronuclear (Heteronuclear single-

quantum correlation)

I.P. Intraperitoneal

QB Instituto de Quimica e Biotecnologia

IRSN Inibidor da Recaptacao de Serotonina e Noradrenalina
ISRS Inibidor Seletivo da Recaptacao de Serotonina

v Infravermelho

KBr Brometo de Potassio

LCE Labirinto em Cruz Elevado

Li2PdCls Tetracloropaladato Il de litio

m/z Razao massa sobre a carga

NacCl Cloreto de Sédio



OAc
OMS
Pd
PdCl2
RMN
SNC
TA
TAG
TAS
TCC
T™MS
TP
UFAL

Acetato

Organizacdo Mundial da Saude
Paladio

Cloreto de paladio(ll)

Ressonancia Magnética Nuclear
Sistema Nervoso Central
Transtorno de Ansiedade
Transtorno de Ansiedade Generalizada
Transtorno de Ansiedade Social
Terapia Cognitiva-Comportamental
Tetrametilsilano

Transtorno do Pénico

Universidade Federal de Alagoas



21

2.2

3.1.4.1

3.1.4.2

3.2

3.2.1

3.2.2

3.2.3

3.24

3.3

3.3.1

SUMARIO

1.V 207 01U 037\ o 150 14
OBUETIVOS.......ciiieieie e s e ssse s s s sms s sms s snsms s ns s smn s s snnenns 17
Objetivo Geral.........ccccoiiiiiiiiiiicrere s 17
Objetivos ESpPecifiCos......cccccceeeiiiiiiiiiiiiierrr s e e 17
REVISAO BIBLIOGRAFICA...........ccoceeeerreeeere e s e seeeseseeasasaens 18
Transtornos de ansiedade............ccccoeiiiiiiiisnnnssnreeee e, 18
CoNSIderagies gEraiS........ucieiiiieeeeeeeeeieeeeeeeeeer e e e e 18
FiSiopatologia. .........uueeiiiiiiiiiiiieee e 19
(@7 F= 1515 | o= Tor= Lo J SRR 21
Tratamento.......cooeeeiieeee e 24
Tratamento psicolégico como medida ndo medicamentosa.......... 25
Tratamento mediCamentoSO.........ccouvvvieiiiiiiiiiieeeeeee e 26
Benzodiazepinicos: da descoberta a aplicabilidade clinica..... 32
Contexto histérico do surgimento dos BZDs.............ccccooeviiinnnnnes 32
Receptor GABAA e mecanismo de agédo dos BZDs....................... 35
Os efeitos dos grupos substituintes nos aspectos da relagao

estrutura-atividade dOS BZDS......c.oeniiieeeeeeee e 38
Uso dos BZDs nos transtornos de ansiedade...........cccocovveeeeeevennenn. 40
Quimica inorganica medicinal.........cccccemeiiiiii 41

Contexto historico e aplicabilidade dos compostos inorganicos

MNEAICINAIS . ..o



3.3.2

3.4

41

4.2

4.3

4.3.1

43.2

4.3.3

4.4

4.5

4.5.1

452

453

4.6

5.1

5.1.1

Quimica do Paladio...........cceeeeieiiiiii e 44
Compostos medicinais derivados de benzodiazepinicos........ 45
EXPERIMENTAL.......ccieiieerseeeresneesssnesssssesssnsssssnessssnssssnesssnsessnseas 47
Atividades desenvolvidas e locais de realizagao...................... 47
Reagentes e Solventes............ccooiciiiiinmmmmn s 47
Instrumentagao para caracterizagao.........cccceeeeeirreeenncceieerecennnnn. 48
Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)............ 48
Espectroscopia de absorg¢ao no infravermelho médio (IV)............. 48
Espectrometria de massas.........ccooovvveviiiiiiiiiicieee e 48

Procedimentos de sintese do [{2-(7-Bromo-2-oxo0-1,3-diidro-

2H-1,4-benzodiazepin5-il)piridinil-k2-N,N}cloropaladio(ll)],

[(BMZ)PACI2]......cccerieereesnerssseesssnessssesssssesssnesssnsesssssessssesssnsssssnensas 48
Avaliacao da atividade ansiolitica...........cccccvrrrrrirrereeneeennn, 49
Teste do labirinto em cruz elevado (LCE)...........cooovvmiiiiicciieeeennen. 50
Teste do campo aberto (CA)....ooovveeeeeieieiei e 51
Investigacéo do envolvimento do sistema

benzodiazepinico/ GABAérgico no efeito do tipo ansiolitico............ 51
Analise estatistica.........cccccviiiiiiiiiic 51
RESULTADOS E DISCUSSAQ........ccccererrecererereresesessesasaesenns 53
Caracterizagao do [(BMZ)PACL2].........cccooireecimmmmmmmeeereeeeeeeeeee 53

Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (RMN



5.2

5.2.1

5.2.2

Mapa do contorno gerado a partir do experimento HSQC ('3C e
TH) @M DIMSO-d6.....ceveeeieetieee ettt

Espectroscopia no Infravermelho Médio (IV).........ovveveiiiieeinnnnnnnn.
Espectrometria de massas (EM)............cooovmmmiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee
Avaliacao da atividade biolégica do complexo de paladio(ll)....

Avaliacdo da atividade ansiolitica do composto [(BMZ)PdCI2]
através do teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) mediada

pela via GABAEGIGICA. .......uuueiiiiiiiiiiieeee e

Avaliacdo da atividade locomotora/exploratéria do composto
[(BMZ)PdCI2] através do teste do Campo Aberto (CA) mediada
pela via GABAEGIQICA. ......uuieeei i et

(o0 ] N[0 I U L= 0 ] =1
REFERENCIAS.........ccoeirieertrertetseeseeesesesesssasesssassesessesesssssssasaeas

APENDICES........coioieeetrereececreseeteasasssess s e s s sesssasssss s s s s ssssenes

95

60

62

64

64



14

1 INTRODUGAO

O medo consiste em uma resposta adaptativa a algum tipo de ameaca concreta
e iminente que, geralmente, apresenta um carater transitério. Ele é caracterizado por
uma inter-relacdo entre as respostas cognitiva, psicoldgica, comportamental e
subjetiva (esta ultima observada em seres humanos) desencadeadas frente a tal
ameaca. Ja a ansiedade consiste em uma resposta comportamental e fisioldgica
relevante, de longa duragao, a estimulos ameacadores que podem ser indicados por
situagdes de perigo imediato ou por indicagdes incertas de eventos mal definidos;
eventos esses que o individuo julga que trardo consequéncias negativas a si (HYMAN;
COHEN, 2014; SCHMIDT et al., 2018).

Em algumas situagdes, muitas vezes devido a auséncia de sinais claros de
seguranca, a ansiedade pode persistir além do periodo da ameaga iminente ou, ainda,
pode gerar uma solugdo acentuada, incontrolavel e inapropriada frente a um estimulo
ameacador, prejudicando a qualidade de vida de alguns individuos; caracterizando os
transtornos de ansiedade (APARECIDA GELFUSO et al., 2014). De acordo com a
OMS (2017), em 2015, aproximadamente 264 milhdes de pessoas vivem com algum
tipo de transtorno de ansiedade no mundo. Segundo a mesma entidade, houve um
aumento de 14,9% do total de pessoas com transtorno de ansiedade avaliado no ano
de 2015 em relagdo a analise realizada no ano de 2005, sendo creditado esse

aumento ao crescimento e envelhecimento populacional.

Atualmente ha um amplo arsenal de farmacos usados no tratamento dos
transtornos de ansiedade, dentre os quais os inibidores seletivos da receptacédo da
serotonina (ISRS’s), os inibidores da receptagéo de serotonina-noradrenalina (IRSN’s)
e o0s benzodiazepinicos (BZDs) s&o os mais usados clinicamente (SCHMIDT et al.,
2018). Entretanto, ensaios clinicos apresentaram taxas de resposta aos agentes
farmacolégicos e de remissao dos transtornos de ansiedade em torno de 40 a 70% e
de 20 a 47%, respectivamente, ou seja, esses agentes apresentam uma porcentagem
de resposta ao tratamento menor que a ideal, no qual cerca de um em cada trés
pacientes sdo resistentes ao esse tipo de tratamento (DE MENEZES et al., 2007,
PATTERSON; VAN AMERINGEN, 2016).
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Em relagao aos BDZs, seus principais efeitos no SNC s&o a sedacéo, a reducéo
da ansiedade, a atividade anticonvulsivante, a amnésia retrograda e o relaxamento
muscular  (HILAL-DANDAN; BRUNTON, 2015). Diferencas estruturais e
farmacocinéticas influenciam a poténcia, o inicio e a duracéo do efeito terapéutico e o
tipo dos efeitos colaterais dos BDZs (GRAEFF, 2012). Dentre os efeitos adversos da
administracao dos farmacos dessa classe, e.g., sonoléncia, incoordenagdo motora e
perda de memoria (efeito amnésico anterdégrado) sao frequentemente incapacitantes
(GRAEFF, 2012). A sintese e a semi-sintese de novos benzodiazepinicos, propostas
pela quimica medicinal, ttm demonstrado avangos no que diz respeito a melhor
atividade e efetividade terapéutica e a redugao dos efeitos adversos dessa classe de
farmacos (BARROS et al., 2016).

ApoOs a descoberta das propriedades antitumorais da cisplatina por Barnett
Rosemberg em 1965, a Quimica Inorgénica Medicinal ganhou mais destaque no
cenario das ciéncias da saude e, estudos seguintes ajudaram a fornecer as bases
tedricas e praticas necessarias para o planejamento de farmacos coordenados a
metais (BERALDO, 2004). A coordenacao de farmacos a cations metalicos é capaz
de alterar, em alguns casos, de modo marcante o perfil da atividade desses farmacos.
Essa alteracao pode ocorrer principalmente através: de alteragdes farmacocinéticas,
como o aumento da lipofilia observada pelo complexo farmaco-metal em relacéo ao
farmaco livre; e de parametros farmacodinamicos relacionados a capacidade do metal
de alterar a estereoquimica e as caracteristicas eletrénicas do ligante bioativo
(farmaco) - essas mudangas tém como objetivos principais gerar complexos com
maior poténcia e/ou menor efeitos colaterais do que o farmaco livre (FARRELL, 2002;
BERALDO, 2005; CORREIA, 2017).

Tem sido dada certa atengao ao desenvolvimento de metalofarmacos tendo o
paladio(ll) como metal. Por apresentar semelhanga quimica com a platina, alguns
compostos de paladio possuem boa atividade antitumoral e anti-infecciosa. No
entanto, apenas o isotopo radioativo de '°3Pd ¢ utilizado clinicamente em casos de
cancer de prostata em estagio avangado (SINGH et al., 2010; SILVA; GUERRA,
2011). Vale ressaltar o estudo recente de Barros et al. (2016), com complexos de
paladio(ll) tendo como ligante o diazepam, que demonstrou, nos resultados iniciais,
que os complexos diméricos [(DZP)PdOAc]2 e [(DZP)PdCIl]2 desempenharam

atividade anticonvulsivante significativa em camundongos.



16

Até o presente momento, ndo foram estudados os efeitos da administragao
intraperitoneal (.P.) de complexos de paladio(ll) contendo como ligante o
benzodiazepinico bromazepam nos comportamentos de ansiedade e memoaria em
roedores. Diante do supracitado, fica evidente a importancia da realizacdo deste
trabalho que tem como objetivo sintetizar, caracterizar e avaliar a atividade biolégica
de um complexo de paladio(ll) contendo bromazepam como ligante, com o intuito de

obter novas propostas terapéuticas para o tratamento dos transtornos de ansiedade.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar a sintese e a caracterizacao, além de avaliar a atividade ansiolitica do

complexo de paladio(ll) contendo bromazepam como ligante.

2.2 Objetivos especificos

¢ Sintetizar complexo de paladio(ll) derivado do bromazepam proveniente do sal de
PdClz;

e Caracterizar estruturalmente o complexo sintetizado por meio das técnicas de RMN
("H e 13C), IV e CG-EM,;

e Avaliar os efeitos da administragao intraperitoneal (I.P.) do complexo de paladio(ll)
derivado do bromazepam nos comportamentos relacionados com medo e
ansiedade em camundongos Swiss fémeas submetidos ao teste do labirinto em

cruz elevado;

¢ Avaliar os efeitos da administragao intraperitoneal (I.P.) do complexo de paladio(ll)
derivado do bromazepam na atividade locomotora espontanea de camundongos

Swiss fémeas submetidos ao teste do campo aberto;

e Avaliar se o efeito do tipo ansiolitico do complexo de paladio(ll) derivado do
bromazepam em camundongos Swiss fémeas ocorre via receptores GABAA,
através do pré-tratamento com flumazenil (2 mg/kg, I.P.; antagonista competitivo
do sitio BDZ do receptor GABAA).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Transtornos de ansiedade

3.1.1 Consideragdes gerais

Correspondendo ao maior grupo de transtornos mentais na maior parte da
sociedade ocidental, além de estarem entre as principais causas de incapacidade aos
seus portadores, os transtornos de ansiedade (TAs) s&o fundamentalmente
caracterizados por um medo excessivo e continuo, ansiedade e/ou comportamentos
constantes de esquiva de ameacas persistentes. Essas ameacas podem estar
relacionadas desde situagdes sociais como a apresentacdo de relatério de
produtividade a uma equipe no ambiente de trabalho (sendo considerado um fator
ambiental externo), assim como a sensagdes corporais tais como “frio na barriga”, “né
na garganta”’, “coracdo apertado”, “‘maos suadas”, dentre outros (nesse caso,
caracterizando um fator ambiental interno) (ZAMIGNANI; BANACO, 2005; CRASKE

et al., 2017).

De acordo com dados de Steel et al. (2014), os transtornos de ansiedade
apresentam uma estimativa mundial de prevaléncia ao longo da vida em torno de
11,3% a 14,7%. A cultura, o género e o periodo da vida nos quais se deram inicio os
TAs consistem os principais fatores que influenciam a prevaléncia dessas patologias
(SCHMIDT et al., 2018).

No que diz respeito ao pais e/ou a cidade, a taxa de prevaléncia para 12 meses
dos TAs mostraram valores bastante variados; a Italia com taxa de 2,4%, o México
com 29,8%, ja os EUA e o Japao com valores de 19,3% e 4,8%, respectivamente
(BAXTER et al.,, 2013; SHIMADA-SUGIMOTO; OTAWA; HETTEMA, 2015).
Recentemente, um estudo demonstrou que a prevaléncia para 12 meses da
ansiedade em moradores das cidades de S&do Paulo e do Rio de Janeiro estava com
taxas de 12,7% e 12,1%, nessa ordem, sendo que as mesmas foram associadas a

maior predisposi¢céo a violéncia urbana (BLAY et al., 2018).

Assim como foi observada diferenca na prevaléncia dos TAs de acordo com o
local, essa diferenga também pode ser observada em relagcdo ao género. No qual as
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mulheres apresentam uma predisposicdo média a esses transtornos, ao longo da vida,
na casa dos 18,2%, enquanto que os homens com valor médio de 10,1% (STEEL et
al., 2014).

Por fim, e talvez o mais importante fator que influencia os transtornos de
ansiedade, estudos retrospectivos e prospectivos apontam que muitos desses
transtornos se iniciam cedo na vida, geralmente nas populagdes infantil e da
adolescéncia. Ainda, os transtornos exibem um perfil de cronicidade, pois os pacientes
podem sofrer de seus transtornos por anos ou décadas. No caso dos transtornos de
ansiedade de separacao e de fobias especificas, foi observado um inicio desses tipos
de TAs em pacientes com idades entre 6 a 17 anos (KESSLER et al., 2007;
BANDELOW; MICHAELIS, 2015).

Muitos estudos demostram a correlagao entre os transtornos de ansiedade € a
maior predisposicdo ao desenvolvimento ou ao agravamento de outras patologias,
como: transtorno bipolar (ESER et al., 2018), apneia do sono (WIERSEMA; VAN
ZELST; OUDE VOSHAAR, 2018), depressao maior (ZHOU et al., 2017), enxaqueca
cronica, artrite e dor nas costas (CSUPAK et al., 2018), acidente vascular encefalico
em pacientes diabéticos (TSAI et al., 2016), aumento significativo de metastases em
pacientes com cancer, além de ter aumentado os sinais de boca seca, dorméncia ou
formigamento e de sono perturbado nos mesmos (SHIM et al., 2017). Levando em
consideragao que todas essas comorbidades ocasionam um prejuizo ainda maior para

0s pacientes com transtornos de ansiedade no que diz respeito a qualidade de vida.

3.1.2 Fisiopatologia

Apesar do circuito neural dos transtornos de ansiedade nao estar totalmente
elucidados, muitos estudos, em humanos e roedores, sobre a neurobiologia do medo
e da ansiedade possibilitaram a compreensao de algumas sinalizagcdes envolvidas no
processamento das emogoes. Essas sinalizagbes envolvem regides cerebrais da
amigdala, do hipocampo e do cortex pré-frontal medial (abrangendo o cortex pré-
frontal ventromedial e o cértex cingulado anterior) que estdo interconectadas e
modulam importantes proje¢cdes de saida para ansiedade e respostas a ameacgas

(Figura 1). Vale acrescentar, ainda, a participagcado do hipotalamo, do mesencéfalo
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(como os nucleos da rafe) e o tronco cerebral nos transtornos de ansiedade (CRASKE
et al., 2017).

Figura 1 — Principais regides cerebrais envolvidas na geracdao e na regulagao das
emoc¢oes e na deteccao do medo.

Cortex
cingulado —~
anterior \

Caortex

pré-frontal \— Amigdala
ventromedial
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Hipocampo 4’ “—)

Fonte: CRASKE et al., 2017.

A experiéncia da emogao € em grande parte desencadeada pela amigdala.
Segundo Robinson et al. (2009), esta estrutura apresenta uma fungéo primaria na
formacao e armazenamento da memoaria associada a eventos emotivos, tais como o
medo e a ansiedade. Os primeiros estudos sobre o papel da amigdala no estado
emocional mostraram que a area basolateral da amigdala é capaz de receber sinais
sensoriais e permitir a associagdo entre os estimulos conscientes (sentimento de
medo quando um individuo se depara com um ledo a sua frente) e os inconscientes
(taquicardia que consiste na resposta autondmica e neuroenddcrina ao medo). Esta
funcao desempenhada pela amigdala basolateral regula a atividade de outra regiao
da amigdala, denominada nucleo da amigdala. Este nucleo, por sua vez, esta
reciprocamente conectado por duas projecoes eferentes principais: (1) as projecdes
dos terminais estriais que chegam ao hipotalamo e (2) a sinalizagao amigdalofugal
ventral que alcanga o tronco cerebral (DAVIS, 2000; BLAIR, 2008). Quando a
estimulacao no hipotalamo, pelos sinais provindos dos neurdnios do nucleo amigdalar,
se dar na regiao lateral, observa-se ativagdo simpatica e consequente taquicardia,
palidez, dilatacdo da pupila e elevagao da pressédo sanguinea. Ja a estimulagédo que
tem origem desta regido da amigdala quando ocorre no nucleo paraventricular

hipotalamico, ha estimulacao desta area do hipotalamo que trara como resposta uma
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maior liberacdo de ACTH e, consequentemente, uma maior liberagdo de
corticosteroides (IVERSEN, KUPFERMANN, KANDEL, 2000).

Os estimulos sensoriais externos sdo encaminhados pelo talamo e pelo cortex
sensorial através de vias aferentes excitatérias para a amigdala basolateral, que é
composta pelos nucleos amigdaloides lateral, basal e basomedial, e corresponde o
principal nucleo de entrada na amigdala para iniciar a interpretacédo se o estimulo
ambiental é ou ndo ameagador (CALHOON; TYE, 2015).

O entendimento da rede neural da ansiedade pode possibilitar a descoberta de
biomarcadores que trariam uma aplicabilidade clinica incomensuravel, pois
proporcionaria, por exemplo, prever o risco de transtornos de ansiedade. Esse fato foi
levantando pela comunidade cientifica, apds evidéncias sugerirem que o
funcionamento da rede mencionada acima esta comprometido, isto €, algumas
regides cerebrais podem estar superativadas (como a amigdala) e/ou sub-ativadas
(como partes do cortex pré-frontal ventromedial) devido a exposi¢cao a adversidade
durante a infancia (FONZO et al., 2016; TEICHER et al., 2016).

3.1.3 Classificacao

Para distinguir os transtornos de ansiedade s&o analisados fatores
relacionados a natureza, a intensidade e ao curso temporal dos sintomas, além do
padrao de transmissao entre familiares, da vulnerabilidade e dos fatores precipitantes,
da funcao dos sinais externos responsaveis por deflagrar episddios e da conjuncao
dos sintomas associados (HYMAN; COHEN, 2014). De acordo com a 5 edigédo do
Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DMS-5, Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders em inglés, 2014), os transtornos de ansiedade
sao classificados como: transtorno de ansiedade de separagdo, mutismo seletivo,
fobia especifica, transtorno de ansiedade social (fobia social), transtorno do pénico,
agorafobia, transtorno de ansiedade generalizada, transtorno de ansiedade induzido
por substancia/medicamento, transtorno de ansiedade devido a outra condicdo

meédica e outro transtorno de ansiedade especificado.

Além da classificagdo citada acima, também, para cada transtorno de
ansiedade, podem ser adotadas escalas especificas para mensurar a gravidade
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(variando de leve a severo) tendo como objetivo principal ter um prognostico do
transtorno ao longo do tempo (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014;
CRASKE et al., 2017).

O transtorno de ansiedade de separagdao (TASep) apresenta como
caracteristica uma resposta incomum a uma separagao de um ente bem préximo ou
até mesmo de algum lugar e/ou situagdes (como mudanga de lar ou de um novo
periodo na escola), isto é, o individuo responde de modo inapropriado a um
“sofrimento” adquirido, ou apresenta medos nao-reais e exagerado a situagdes de
separacado de figuras de apego. O TAS corresponde a um dos transtornos que
manifesta-se principalmente em criangas e adolescente, no entanto, ndo exime o
diagnodstico desse tipo de transtorno de ansiedade em adultos (FIGUEROA et al.,
2015).

Os individuos com mutismo seletivo (MS) apresentam uma incapacidade
consistente em falar em algumas situagcdes especificas, como na escola (levando a
prejuizos na aprendizagem) e em ambientes sociais (mesmo na presenga de amigos
proximos) e profissionais, mesmo que tenha uma desenvoltura normal da fala
demonstrada em algumas situacées como no ambito familiar (parentes de primeiro
grau). Esse transtorno € um tanto raro e acomete com maior frequéncia criangas
menores (entre os 2-5 anos de idade) do que em adolescentes e adultos. A
prevaléncia desse transtorno € subestimada, pois na pratica clinica, muitas criangas
com mutismo seletivo sdo diagnosticadas com outro tipo de transtorno de ansiedade
— sendo geralmente diagnosticada com fobia social (OERBECK et al., 2016).

O Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais — DMS-5 (2014)
apresenta que individuos com fobia especifica demonstram sinais de apreensao,
ansiedade ou de esquiva de determinados objetos ou situagdes especificos. A
resposta a situacao de fobia é praticamente imediata, geralmente apresentando sinais
de medo, ansiedade ou esquiva que, por muitas vezes, perduram apds o afastamento
do estimulo foébico e/ou mostra uma magnitude exacerbada ao risco efetivo que se
apresenta. Esse tipo de transtorno de ansiedade se desenvolve a partir de:
experiéncias traumaticas (p. ex., tomar medicamento por via parenteral ou tomar
vacina — fobia a injec&o); observacéo de experiéncias traumaticas sofridas por outras
pessoas (p. e., constatar uma pessoa se afogando); ataque de panico repentino na
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situagdo a ser temida (como um ataque de pénico no metrd); divulgacdo de
informagdes (como a extensa cobertura dos meios de comunicagdo de um acidente

aéreo).

Quando o medo e a ansiedade elevada estao relacionados a algumas
interacbes e situagdes sociais relacionadas a possibilidade de analise de
desempenho, tendo como consequéncia de defesa a esquiva e também a
incapacidade significativa, denominamos esse transtorno de transtorno de ansiedade
social (também conhecido como fobia social). Os individuos com esse transtorno
desenvolvem uma concepg¢ao cognitiva relacionada a de estarem sendo avaliados de
forma negativa pelas outras pessoas, além de ficar embaragado, ser humilhado ou
rejeitado pelos outros (FOX; KALIN, 2014). De acordo com Nobile, Garcia e Bolsoni-
Silva (2017, p. 18), no transtorno de ansiedade social, “as situagdes sociais sao
evitadas ou suportadas com sofrimento intenso ocasionando prejuizo nos contextos

sociais, ocupacionais e outros importantes da vida da pessoa”.

Individuos que sofrem do transtorno do panico vivenciam ataques de panico
recorrentes e abruptos com sintomas de palpitagdes, taquicardia, vertigem, sensagao
de asfixia, parestesias, além de sensacodes de irrealidade (desrealizacido) e de estar
se distanciando de si mesmo (despersonalizagao), medo de perder o controle ou de
morrer. Um ataque de panico corresponde ao surgimento inesperado de medo ou
desconforto intenso que alcanga um apice em minutos e durante o qual séo
observados quatro ou mais dos 13 sintomas fisicos e cognitivos determinados nos
critérios diagnodsticos desse transtorno no Manual Diagndstico e Estatistico de
Transtornos Mentais — DMS-5, sendo que alguns desses sintomas foram supracitados
neste paragrafo (GEIGER et al., 2014).

Segundo Asmundson, Taylor e Smits (2014), a agorafobia consiste em um
transtorno de ansiedade nos quais os individuos sao excessivamente aflitos e
ansiosos devido a exposicao real ou antecipada de espacos publicos. A aflicdo e a
ansiedade surgem na maior parte do tempo quando o individuo com agorafobia

experimenta duas ou mais das situagoes listadas abaixo:

a) Usar transporte publico;
b) Estar em espacgos abertos;

c) Estar em lugares fechados;
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d) Ficar em uma fila ou estar no meio de uma multidao;

e) Estar fora de casa sozinho em outras situacgoes.

Ainda de acordo com o mesmo autor, essas situagdes, quando ndao ha a
presenca de um acompanhante, sao evitadas por individuos com esse transtorno,
visto que eles tanto temem ser dificil ou ndo conseguir fugir das situagdes, quanto ndo
ter auxilio disponivel caso a pessoa venha a apresentar sintomas semelhantes ao

panico ou outros sinais e sintomas incapacitantes ou constrangedores.

O transtorno de ansiedade generalizada é caracterizado principalmente pela
ansiedade e pela preocupacgao crénica e persistente, no qual essa preocupacao afeta
varios dominios da vida das pessoas afetadas (p. ex., finangas, familia, saude e sobre
o futuro), isto é, € uma ansiedade e uma preocupacgdo multifocal, além de ser
excessiva e dificil de controlar. Podem ser observados outros sintomas psicologicos e
também fisicos, como dificuldade em concentrar-se ou sensacdes de “branco” na
mente e fatigabilidade, respectivamente. Vale a pena ressaltar que a intensidade,
duracao ou frequéncia da ansiedade e preocupacao é desproporcional a probabilidade
real ou ao impacto do evento antecipado (STEIN; SAREEN, 2015).

O Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais — DMS-5 (2014)
explica que o transtorno de ansiedade induzido por substancia/medicamento esta
relacionado a ansiedade devido ao uso abusivo ou até mesmo a abstinéncia de certas
substancia (p. ex., alcool, cafeina, Cannabis e fenciclidina) ou a um tratamento
medicamentoso (p. ex., sedativos e estimulantes do SNC). Ja no transtorno de
ansiedade devido a outra condicdo meédica, os sintomas de ansiedade sao
consequéncia fisiolégica de outra condigdo médica, marcadamente observado em

pacientes oncoldégicos (LI; LOKE, 2013).

3.1.4 Tratamento

Os transtornos de ansiedade podem ser tratados por meio de medicamentos,
de psicoterapia e/ou outras intervengdes, como a atividade fisica. Estudos de meta-
analises, demonstraram que a combinacido terapéutica entre farmacoterapia e
psicoterapia tem mostrado resultados que permeiam do moderado ao alto; em
comparagao intragrupo (pré e pos combinacédo terapéutica) e em comparagao
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intergrupos (grupo controle vs. grupo sujeito a combinag&o terapéutica). E importante
ressaltar que o indice de resposta para o tratamento inicialmente escolhido dos
transtornos de ansiedade apresenta uma propor¢ao de 45% a 65% (BANDELOW et
al., 2014).

Segundo Bandelow e colaboradores (2017), dependendo da gravidade dos
sintomas do transtorno de ansiedade, ndo ha necessidade de tratamento, isto é,
quando os individuos apresentam sintomas leves, transitério e sem comprometimento

social e ocupacional.

Um grande estudo realizado na Europa verificou que somente 20,6% dos
participantes com algum tipo de transtorno de ansiedade procuraram ajuda
profissional, sendo que destes 23,2% nao receberam nenhum tipo de tratamento,
outros 19,6% e 30,8% receberam apenas tratamento psicolégico e tratamento
medicamentoso, respectivamente, e 26,5% dos participantes receberam tratamento
medicamentoso e psicologico. Outro estudo ocorrido na atengao primaria holandesa
determinou que somente 27,0% dos participantes diagnosticados com transtorno de
ansiedade receberam cuidados segundo orientagdes de diretrizes (ALONSO;
DEPINE, 2007; SMOLDERS et al., 2009).

3.1.4.1 Tratamento psicolégico como medida ndo medicamentosa

Um ponto importante a todos os pacientes com transtornos de ansiedade
consiste em solicitar momentos de conversa de apoio e atencdo aos problemas
emocionais que estdo associados aos transtornos. Por isso, muitos pacientes
solicitam intervengbes psicolégicas como forma de tratamento (BANDELOW,;
MICHAELIS; WEDEJING, 2017). Dentre as terapias psicologicas, a terapia cognitivo-
comportamental (TCC) é a que apresenta a maior eficacia frente as outras, além de
talvez ser a abordagem nao farmacoldgica mais reconhecida para os transtornos de
ansiedade (METZLER; MAHONEY; FREEDY, 2016).

De acordo com Bahls e Navolar (2004), a TCC engloba definicao e praticas de
duas outras abordagens tedricas psicolégicas: a teoria cognitiva e a teoria
comportamental. Os mesmos autores relatam que, a teoria cognitiva objetiva enfatizar

o trabalho sobre os aspectos cognitivos de uma determinada psicopatologia atraves
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do estudo da natureza e da funcdo desses aspectos, enquanto a teoria
comportamental possibilitou o conhecimento sobre as normas gerais do

comportamento tornando-o mais previsivel.

A teoria cognitivo-comportamental inclui procedimentos capazes tanto de
eliminar o medo condicionado quanto de moldar cognitivamente as emogdes, durante
os transtornos de ansiedade. No meio desses procedimentos, pode-se destacar o de
exposi¢ao as situagdes que estdo gerando uma ansiedade patoldgica, no qual o
paciente € instigado a desafiar pensamentos automaticos negativos relacionados a
tragédias fisicas, psicologicas e/ou sociais, para fazer uma reavaliagdo do perigo
(PORTO et al., 2008).

As diretrizes para a TCC apontam que este tipo de tratamento para os
transtornos de ansiedade dure por periodos de 10 a 20 semanas (CRASKE et al.
2017). Entretanto, a situagao atual ndo possibilita uma generalizagao valida sobre a
duracao precisa da psicoterapia, pois na maior parte dos ensaios realizados foram
utilizadas de 10 a 24 semanas (no caso da fobia especifica, estudos demonstraram
que o tratamento com exposi¢do pode ocorrer com sucesso em poucas sessdes). O
que deve ser levado em consideracéo sobre a duragao do tratamento inicialmente é a
individualidade do paciente como a severidade da doenga, comorbidades e a situacao
psicossocial geral do mesmo (BANDELOW et al., 2014).

Apesar da TCC ser considerada a melhor abordagem psicoterapéutica para os
transtornos de ansiedade, outras intervengdes vém ganhando destaque como a
meditacdo baseada na atencao plena, o relaxamento muscular, os exercicios de
respiragao, a terapia psicodindmica e as e-intervengdes (tratamentos relacionados a
utilizagcado assistida de computadores, baseados na internet e em aplicativos)
(CHRISTENSEN; BATTERHAM; CALEAR, 2014; CRASKE et al., 2017).

3.1.4.2 Tratamento medicamentoso

A escolha do tratamento medicamentoso adequado para os transtornos de
ansiedade é realizada levando-se em consideragao o tipo de transtorno diagnosticado,
aléem da necessidade clinica de efeitos ansioliticos a curto prazo. Por isso, o

tratamento agudo dos transtornos de ansiedade é realizado com o uso de
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benzodiazepinicos (também ha a indicagcdo para tratamento crbénico) e de
antagonistas p-adrenérgicos. Em contrapartida, para a promog¢ao e manutencao dos
efeitos ansioliticos, sdo usados os farmacos inibidores seletivos da receptacédo de
serotonina (ISRSs), os inibidores da receptagdo de serotonina e noradrenalina
(IRSNs) e a buspirona (HILAL-DANDAN; BRUNTON, 2015).

Os farmacos antidepressivos, especialmente os ISRSs e o IRSN venlafaxina,
sao considerados, por muitas autoridades da area da saude, o tratamento de primeira
escolha nos transtornos de ansiedade, exceto nos casos de fobia especifica, devido
a eficacia que eles demostraram em diversos ensaios clinicos randomizados (ver a
eficacia mostrada em alguns tipos de transtornos de ansiedade em ensaios clinicos
randomizados na tabela 1). Entretanto, devido a acéo lenta desses farmacos, eles
demonstram eficacia restrita nos estados de ansiedade aguda (TREVOR; WAY, 2014;
O’'DONNELL; SHELTON, 2012).

Grande parte dos ISRSs foram implementados na pratica clinica entre os anos
de 1984 a 1997, tais como a fluoxetina (principal farmaco prescrito para transtornos
depressivos), paroxetina, sertralina, citalopram, escitalopram e fluvoxamina. Esses
farmacos apresentam indicagcdes diversas na terapéutica, como antidepressivos,
ansioliticos, para os tratamentos de transtorno obsessivo compulsivo e transtorno
disforico pré-menstrual (O'DONNELL; SHELTON, 2012).

Especificamente para os transtornos de ansiedade, os ISRSs e os IRNSs
geralmente comegam a apresentar seus efeitos ansioliticos entre a segunda e a
quarta semana de tratamento, sendo que em alguns casos pode chegar até a sexta
semana. Por esse motivo, é fundamental orientar os pacientes quanto a esse periodo
de laténcia para o surgimento de uma melhora nos sintomas para que nao haja perda
de adesdo a farmacoterapia proposta. Além disso, geralmente é observada uma
potencializagdo dos efeitos adversos a esses antidepressivos nas primeiras duas
semanas de tratamento, tendo como consequéncias agitagao inicial e um amplificacao
dos sintomas da ansiedade (BANDELOW; MICHAELIS; WEDEJING, 2017).

Mesmo sendo agentes que demonstram maior seguranga e menos efeitos
adversos (ver os efeitos adversos na tabela 1) em relagdo a outras classes de

antidepressivos, os ISRSs e os IRNSs — particularmente a paroxetina e a venlafaxina,
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respectivamente — podem causar reagdes graves aos paciente devido a abstinéncia,

sendo necessaria a redugao gradual e lenta (STAHL et al., 1997).

Outras classes de agentes que atuam nos transtornos de ansiedade sao: os
antidepressivos triciclicos (clomipramina e imipramina) e o inibidor seletivo e
reversivel da enzima monoamina oxidase (MAO) moclobemida. Os primeiros sao
indicados nos casos de transtorno do panico e agorafobia, enquanto a moclobemida
para o tratamento da fobia social. A principal desvantagem dos ADTs, em relagao aos
ISRSs e IRNSs, consiste no perfil de efeitos colaterais, tais como sintomas
antiadrenérgicos e anticolinérgicos (como boca seca, constipagdo, sedacéo,
disfungao sexual e hipotensao ortostatica) (RAVINDRAN; STEIN, 2010; BANDELOW;
MICHAELIS; WEDEJING, 2017).

A buspirona consiste em um agente ansiolitico seletivo de agdo lenta que néo
causa sedacao, nem efeitos hipnoéticos e euforicos marcantes, além de nao apresentar
caracteristicas anticonvulsivantes e miorrelaxantes; caracteristicas marcantes dos
benzodiazepinicos. Esse agente atua em dois sistemas de neurotransmissores
excitatérios do SNC: (1) o serotoninérgico, como agonista parcial nos receptores do
tipo 5-HT1a presentes no cérebro; e (2) o dopaminérgico, através dos receptores D2
cerebrais. Apesar da buspirona apresentar baixa predisposi¢ao a sinais de abstinéncia
com a interrupcdo brusca da mesma, de n&o gerar ansiedade de rebote e de
demonstrar marcante efetividade no transtorno de ansiedade generalizada em alguns
estudos controlados, nao é tao efetiva em outros tipos de transtorno de ansiedade
como no transtorno do panico (TREVOR; WAY, 2014).

A pregabalina corresponde a um analogo do acido y-aminobutirico (GABA) —
principal neurotransmissor inibitério — que é indicada para os casos de transtorno de
ansiedade generalizada, além de ser usada no tratamento adjunto das crises
epilépticas focais (anteriormente denominadas de crises parciais), da dor neuropatica
diabética, da neuralgia pds-herpética e da fibromialgia. Ainda que seja estruturalmente
semelhante ao GABA, seus efeitos ndo acontecem mediante os receptores para o
GABA, mas sim através da sua ligagdo a subunidade a2-6 dos canais de calcio
sensiveis a voltagem, presentes nas terminagdes pré-sinapticas de neurdnios do
sistema nervoso central e periférico (WENSEL; POWE; CATES, 2012; STAHL et al.,
2013). Em um estudo realizado por Frampton (2014), a pregabelina se mostrou tao
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eficiente quanto lorazepam ou venlafaxina quando usada como monoterapia de curta

duracao no tratamento de transtorno de ansiedade generalizada.
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Tabela 1 — Recomendacgé6es de tratamento farmacolégico para transtornos de ansiedade em adultos (Nota. Nem todos os medicamentos sao
licenciados para essas indicagoes em todos os paises).

Medicamentos

Eficacia mostrada em
ECR para
Classe Farmacos Dose diaria Efeitos adversos
TP/Ag | TAG | TAS
Citalopram X X 20-40 mg
: Nervosismo, nausea, inquietagcdo, dor de cabeca, fadiga,
Escitalopram X X X 10-20 mg o .
aumento ou diminuicdo do apetite, ganho ou perda de peso,
Fluoxetina X 20 mg
tremor, sudorese, prolongamento do QTc (observado no
ISRSs Fluvoxamina X X 50-100 mg _ _ _ _ ) L
eletrocardiograma), disfuncéo sexual, diarreia, constipacéo e
Paroxetina X X X 20-50 mg , )
outros efeitos colaterais.
Sertralina X X X 50-150 mg
Nervosismo, nausea, inquietagdo, dor de cabecga, fadiga,
RNS Duloxetina X 60-120Mg | 5 mento ou diminuigio do apetite, ganho de peso, perda de
s
peso, tremor, sudorese, disfungao sexual, diarreia, constipacéo,
Venlafaxina X X X 75-225 mg problemas de micg¢ao e outros efeitos colaterais.
Efeitos anticolinérgicos, sonoléncia, tontura, efeitos colaterais
ADT Clomipramina X 75-250 mg cardiovasculares, ganho de peso, nausea, dor de cabeca,
disfuncéo sexual e outros efeitos colaterais.

Continua
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Eficacia mostrada em
Classe Farmacos ECR para Dose diaria Efeitos adversos
TP/Ag | TAG | TAS

Tonturas, sonoléncia, boca seca, edema, visdo embacada,

ganho de peso, constipagdo, humor euforico, disturbio de

Modulador _ o . N
do Ca? Pregabalina X X 150-600 mg | equilibrio, aumento do apetite, dificuldade de
o Ca**
concentracao/atencdo, sintomas de abstinéncia apds
interrupcao abrupta e outros efeitos colaterais.
_ _ Tontura, nausea, dor de cabecga, nervosismo, excitagao, insénia
Azapirona Buspirona X 15-60 mg _ .
e outros efeitos colaterais.
IRMA Inquietude, insbénia, boca seca, dor de cabeca, tontura,

Moclobemida X 300-600 mg | . . L . .
sintomas gastrointestinais, nausea e outros efeitos colaterais.

ISRSs, Inibidores Seletivos da Recaptacao de Serotonina; IRNS, Inibidores da Recaptacao de Noradrenalina e Serotonina; ADT, Antidepressivo
Triciclico; IRMA, Inibidor Reversivel da MAOa; ECR, Ensaio Clinico Randomizado; TP/Ag, Transtorno do Panico/Agorafobia; TAG, Transtorno
de Ansiedade Generalizada; TAS, Transtorno de Ansiedade Social.
Fonte: Modificado de BANDELOW; MICHAELIS; WEDEJING, 2017.
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3.2 Benzodiazepinicos: da descoberta a aplicabilidade clinica

3.2.1 Contexto histoérico do surgimento dos BZDs

O uso de substancias com finalidades de reduzir a ansiedade e as tensdes do
dia-a-dia, de provocar o sono e os efeitos sedativos parece caminhar sinergicamente
com a histéria da humanidade. Entretanto, o surgimento de compostos quimicos
produzidos para tais finalidades foi possivel devido ao aprofundamento dos
conhecimentos sobre a Medicina e a Quimica Organica. Apesar do etanol (na forma
de vinhos e cervejas, por exemplo), do paraldeido e do hidrato de cloral serem usados
como substancias depressoras do SNC, os sais de brometo foram introduzidos na
pratica clinica especificamente como substancias ansioliticas no final do século XIX
(BERNIK; SOARES; SOARES, 1990).

Apesar do &cido barbiturico ter sido sintetizado no ano de 1862, sua
aplicabilidade clinica so6 veio a acontecer nos primeiros anos do século XX. No ano de
1912, o fenobarbital foi introduzido na pratica clinica. Importante ressaltar que, os
barbituricos ganharam maior expressdo na clinica dos transtornos de ansiedade
devido, nos anos de 1930, a dados robustos sobre a alta toxicidade causada pelos
sais de brometos: transtornos neuroldgicos e gastrointestinais, sinais de irritabilidade,
alucinagoes, delirio e letargia. A toxicidade se dava pelo efeito cumulativo tecidual dos
brometos que apresentavam meia-vida média longa, em torno de 12 dias (BALME,
1976; LOPEZ-MUNOZ; ALAMO; GARCIA-GARCIA, 2011).

Entre os anos de 1920 até a metade da década de 1950, os barbituricos eram
a unica intervengao farmacoldgica com propriedades ansioliticas e hipnéticas. Em
1950, foi sintetizado o meprobamato (dicarbamato de 2-metil-2-n-propil-1,3-
propanediol) pelo farmacologista e microbiologista Frank M. Berger. No entanto, a
aprovacgao, pela FDA (Food and Drug Administration), para a utilizagdo na clinica
como relaxante muscular, anticonvulsivante e ansiolitico ocorreu cinco anos apos a
sua descoberta. O meprobamato demonstrou menor capacidade de causar
dependéncia em relagdo aos barbituricos, além de demonstrar efeito ansiolitico

causando alteracbes muito pequenas no desempenho fisico e na competéncia
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intelectual dos usuarios; foi considerado o primeiro medicamento notadamente
comercializado como ansiolitico (LOPEZ-MUNOZ et al., 2005; RAMCHANDANI;
LOPEZ-MUNOZ; ALAMO, 2006).

Porém, o tempo de uso clinico do meprobamato como agente ansiolitico n&o
chegou a uma década nos EUA, pois foi observado que mesmo em doses terapéuticas
ele causava sonoléncia e, assim, foi retirado do mercado farmacéutico norte-
americano. Somada a sonoléncia, também contribuiram para a saida deste farmaco
do mercado evidentes complicagdes de tolerancia, uso abusivo, overdoses letais e
dependéncia (LOPEZ-MUNOZ; ALAMO; GARCIA-GARCIA, 2011).

A era dos benzodiazepinicos esta diretamente relacionada a pessoa de Leo
Henryk Sternbach (1908-2005), pesquisador polonés que durante a Segunda Guerra
Mundial fugiu para os EUA devido a perseguicéo antissemitica imposta pelos nazistas
e, neste pais, comegou a trabalhar como quimico na sede da empresa de laboratérios
suica Hoffmann-LaRoche Inc. Com a descoberta da clorpromazina (na Franga em
1952), que quimicamente apresenta estrutura triciclica, Sternbach comegou a planejar
algumas modifica¢des nas cadeias laterais em moléculas que ele tinha trabalhado ha
duas décadas atras com a finalidade de obter novos compostos com propriedades

antipsicéticas similares a clorpromazina (STERNBACH, 1979).

Inicialmente, Sternbach e colaboradores decidiram sintetizar compostos
aminocetbnicos do tipo 1 (esquema 1) relativamente acessiveis apresentando
diversos substituintes no anel benzénico e, em seguida, acilar suas oximas para gerar
produtos do tipo 2 (esquema 1). Apds, os compostos do tipo 2 foram combinados com
uma variedade de aminocetonas e acidos produzindo um grande numero dos
compostos do tipo 3 (esquema 1), sendo que os pesquisadores esperavam que esses
ultimos fossem obtidos por meio de rea¢gdes com um minimo de dificuldades e de
forma rapida (STERNBACH, 1979).
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Esquema 1 — Sequéncia de transformagcées de compostos para a obtencdao do
composto base dos benzodiazepinicos; o composto 3, no qual R = CH.Cl e Rz = fenila;
CeHs.

R
NH, NHCOR; N 1
—
x\/ x\/ X~
o= ==
AN X TR /
/co /CNOH ——N
()
(D R, R, (3) q,

Fonte: STERNBACH, 1976.

A partir desse composto base 3 aproximadamente 40 novos compostos foram
desenvolvidos pelo grupo de Sternbach e encaminhados para Lowell Orland Randall,
na época o diretor de pesquisas farmacéuticas na Roche, para realizar ensaios
bioldgicos. Para o desanimo de Sternbach e sua equipe, os compostos apresentaram
respostas negativas nos estudos de sedacdo, anticonvulsivante e de relaxamento
muscular. Esse fato determinou a parada nos trabalhos com essas moléculas, no
segundo semestre do ano de 1955. Houve a necessidade de trabalhar com outros
projetos envolvendo antibiéticos, porém, mesmo com a doagao de toda equipe, 0s
resultados praticos desses novos projetos foram insignificantes, levando o laboratério,
em 1957, a uma situagdo de desespero (STERNBACH; REEDER, 1961;
STERNBACH, 1972).

Durante uma atividade de limpeza do laboratério, Earl Reeder percebeu que o
ultimo composto sintetizado por Sternbach (de cdédigo Ro 5-0690) nao tinha sido
estudado anteriormente e, ambos, encaminharam o composto para Randall
(STERNBACH, 1972). Nos dias seguintes, Randall e colaboradores (1960)

confirmaram que esse composto demonstrou:

e Propriedades ansioliticas e de relaxante muscular central superior ao
meprobamato;

e Propriedade sedativa semelhante a clorpromazina, sem apresentar efeitos
adversos significativos; e

e Propriedade anticonvulsivante superior ao fenobarbital em teste com

pentilenotetrazol e inferior no teste de eletrochoque.
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Para elucidacdo do composto Ro 5-0690 foram utilizadas técnicas de
caracterizagao por infravermelho e ultravioleta, além de estudos de analise elementar
e de degradacdo. Chegando a estrutura do primeiro benzodiazepinico — o
clordiazepdxido (Figura 2) — que foi patenteado no més de maio de 1958 e foi
implementado para comercializagdo em 1960 com o nome Librium® (BERNIK;
SOARES; SOARES, 1990).

Figura 2— Estrutura quimica do clordiazepéxido.

cl /N\

Fonte: LOPEZ-MUNOZ; ALAMO:; GARCIA-GARCIA, 2011.

Modificagdes estruturais no clordiazepoxido originaram inumeros derivados
benzodiazepinicos, sendo que, em 1963, foi langcado no mercado o diazepam com
nome comercial de Valium®. O nitrazepam (Sonebron®) e o oxazepam (Serax®) foram
incorporados no mercado em 1965, ja o lorazepam (Lorax®) e o flurazepam
(Dalmadorm®) em 1970 (BERNIK; SOARES; SOARES, 1990).

3.2.2 Receptor GABAA e mecanismo de agao dos BZDs

Os receptores GABA sao considerados os receptores inibitérios de maior
importancia no cérebro, sendo ativados pelo &cido y-aminobutirico (principal
neurotransmissor inibitério no SNC desenvolvido dos mamiferos). Esses receptores
podem ser divididos em dois tipos principais: receptores ionotropicos, que
correspondem a proteinas de membranas com multiplas subunidades, onde o GABA
se liga e abrem um canal ibnico de cloreto (receptores GABAa e GABAc); e receptores

metabotrépicos, que consistem em receptores heterodiméricos acoplados a proteina
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G, que influenciam a condutancia i6nica neural através de segundos mensageiros
(receptores GABAB) (JOHNSTON, 2005). Devido a sua ampla distribuicdo, os
receptores GABA atuam em muitos circuitos e fungdes neurais. Sendo um importante
alvo de farmacos que podem modular as atividades destes receptores e influenciar,
por exemplo, a reatividade neuronal, a atengao, a formacdo da memoaria, a ansiedade,
0 sono, o ténus muscular, além de amenizar a hiperatividade neuronal nos casos de
epilepsia (FORMAN et al., 2012).

Os receptores GABAA sdo os mais abundantes no SNC e fazem parte da
superfamilia de canais idnicos regulados por ligante rapidos. A ligagdo do substrato
ao receptor GABAA regula fung¢des importantissimas no que diz respeito a vigilancia,
a ansiedade, a tens&@o muscular, a atividade epileptogénica e 8 memoéria. E importante
correlacionar a regulagao das inumeras fungdes citadas acima com a maior densidade
destes receptores principalmente no cortex cerebral, além de ser encontrados no

hipotalamo, cerebelo, hipocampo e estriado (BATESON, 2004).

Uma maior compreensao da estrutura do receptor GABAaA foi descrita
inicialmente em estudos com cérebro bovino, o qual foi possivel isolar um complexo
proteico com duas subunidades denominadas o e B e, posteriormente, foi feita a
confirmagédo destas subunidades através de estudos de clonagem e expressao.
Adiante foi possivel reconhecer a existéncia de multiplas isoformas de subunidades
em mamiferos, denominadas a1-s, f1-3, y1-3, p1-3, 9, €, 0 € m. A isoforma mais abundante
no SNC de humanos é a a1f2y2 (Figura 3), organizada da seguinte forma a1y2p2a1p2 no
sentido anti-horario, observada do lado de fora da célula (SIGEL; ERNST, 2018).
Figura 3 - llustragao da composicdo estrutural do receptor GABAa. Vista superior

mostrando a montagem pentamérica das subunidades a4, B2 € v2 € a localizagédo para os sitios
de ligacao para o GABA e os BZDs.

et il s mamd

—

Fonte: Modificado de BERGMANN et al., 2012 (BZD = benzodiazepinico; GABA = acido y-
aminobutirico.
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A ligacado do GABA ao receptor GABAAa abrira o poro do canal que é permeavel
ao cloreto (CI). Como o CI- esta mais concentrado no meio extracelular, havera influxo
deste ion no neurbnio poés-sinaptico mediando, assim, a hiperpolarizacdo da
membrana. A hiperpolarizagdo da membrana pds-sinaptica gera um potencial pos-
sinaptico inibitério que diminui a probabilidade dos disparos desse neurbnio — ver
figura 4 (D’HULST; ATACK; KOQY, 2009).

Figura 4 — Transmissao do sinal GABA através do receptor GABAA. O GABA ¢ liberado
na fenda sinaptica, onde se liga ao receptor GABAa presente na membrana do neurdnio pés-
sinaptico, consistindo de cinco subunidades. O GABA liga-se a dois sitios de ligacao
localizados entre uma subunidade a uma subunidade 3. Apés ligacdo ao receptor, o canal
para o cloreto ativado por ligante é aberto. Isso permite o influxo de ions cloreto para o
citoplasma do neurénio pés-sinaptico, resultando em hiperpolarizacao e inibi¢cao fasica destes
neurénio. Os BZDs ligam-se a um sitio localizado entre as subunidades a e y.

Sinapse

Inibic&o fasica

Meurdnio
ré-sinaptico o
=

Vesiculas sinaptica

(&)
N?urﬁlnip . Canal iénico ativado
pos-sinaptico Rc’s CABAL por ligante aberto

HIPERPOLARIZACAO

Subunidades do receptor GABA e sitios de ligacio

Fonte: Modificado de SANKAR, 2012 (BZD = benzodiazepinico; Teasa = transportador do
GABA.).

Os farmacos BZDs sao moduladores alostéricos positivos do neurotransmissor
inibitério GABA via receptor GABAa, ou seja, agem abrandando a ansiedade sentida

pelos pacientes, além de aumentar a acdo inibitéria dos neurdnios durante a
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excitabilidade excessiva que ocorrem em certos grupos neuronais durante as crises
epilépticas (WHITING, 2003).

3.2.3 Os efeitos dos grupos substituintes nos aspectos da relagao estrutura-atividade
dos BZDs

Os farmacos da classe dos benzodiazepinicos (Tabela 2) receberam esse
denominagédo devido as suas estruturas compostas de um anel benzeno (A) fundido
a um anel diazepinico de sete membros (B). A presencga do grupo arila na posi¢ao 5
e um anel 1,4-benzodiazepina caracterizam os compostos desta classe considerados
importantes, sendo chamados comumente de 5-arilas-1,4-benzodiazepinas.
Entretanto, varias alteragbes na estrutura do sistema de anéis possibilitaram o
surgimento de analogos com atividades semelhantes, abrangendo as 1,5-
benzodiazepinas (como o clobazam) e o analogo apresentando o grupo 2-pirinidil na
posicdo 5 (p. ex., bromazepam) ao invés da arila (STERNBACH, 1979; MIHIC;
HARRIS, 2012).

Tabela 2 — Alguns benzodiazepinicos e seus respectivos substituintes.

R4

Legenda:

A — Anel aromatico

B — Anel diazepina (ciclo-heptano substituido)
C — Anel aromatico®-2"la

Grupos de R1-R7 — Substituintes variados

Benzodiazepinico R1 R2 Rs R~ R2’
Alprazolam [Anel triazol fusionado] —H —ClI —H
Bromazepam* —H =0 —H —Br —H
Clonazepam —H =0 —H —NO2 —Cl
Diazepam —CHs =0 —H —Cl —H
Estazolam [Anel triazol fusionado] —H —Cl —H
Funitrazepam —CHs3s =0 —H —NO2 —F

Continua
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Benzodiazepinico R1 R2 Rs Rz R2’
Lorazepam —H =0 —OH —Cl —Cl
Midazolam [Anel imidazol fusionado] —H —Cl —F
Oxazepam —H =0 —OH —Cl —H

Temazepam —CHs =0 —OH —Cl —H

* No bromazepam, na posi¢cao 2’ ha um nitrogénio e nao um carbono.
Fonte: Modificado de MIHIC; HARRIS, 2012.

Segundo Melo (2014), o efeito ansiolitico dos benzodiazepinicos esta

relacionado com algumas caracteristicas de seus substituintes:

e Grupo metila (—CHs3) ligado ao atomo de nitrogénio da posigao 1;

e A presenca de um grupo retirador de elétrons na posigao 7, tal qual o —ClI,
—NO2 ou CFs3;

e Um grupo fenila (ou grupo fenila com um substituinte eletronegativo como o

fldor, na posi¢ao orto) na posigao 5.

Além disso, Sternbach, em seu artigo sobre a histéria dos benzodiazepinicos
publicado em 1979, explicou que as caracteristicas de cada farmaco BZD esta
relacionada com as modificacdes realizadas em sua estrutura, sendo que algumas

modificagdes sdo listadas abaixo:

e Grupos aceptores de elétrons na posicao 7 do anel A acentuam a atividade;

e E observada a reducéo da atividade pela presenca de grupos doadores de
elétrons ou de grupos volumosos na posi¢ao 7, além de outras substituicbes
em outras posi¢cdes deste anel,

e Grupos aceptores de elétrons nas posi¢des 2’ ou 6’ (orto/di-orto) do anel C
estdo relacionados com o aumento da atividade, no entanto, estes grupos em
outras posi¢gdes no mesmo anel diminuem a atividade;

¢ No anel B o aumento da atividade esta relacionada a presenga da metila na
posicédo 1, enquanto que esta atividade é reduzida quando se tem um grupo

volumoso (grupos triazol e imidazol).

Um exemplo sobre a alteracdo do substituinte nos benzodiazepinicos e a

consequente reducdo da atividade pode ser observado entre o diazepam e o
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tetrazepam (Figura 5). O grupo arila na posicdo 5 do diazepam, ausente no

tetrazepam, confere a este maior perfil sedativo, hipnético e anticonvulsivante.

Figura 5 — Analogos equivalentes da série do BZDs.

H3C\ 5 H3C\ 5
N\§ N\§
——N cl ——N

Diazepam Tetrazepam

Fonte: Modificado de MELO, 2014.

Cl

3.2.4 Uso dos BZDs nos transtornos de ansiedade

Nos EUA, a indicacdo dos BZDs para o tratamento dos transtornos de
ansiedade chega a apresentar uma frequéncia de 55% a 95% em relagdo as outras
classes de ansioliticos. Essa preferéncia pelos BZDs pode se dar por, pelo menos,
dois fatores: (1) o rapido efeito ansiolitico observado logo apds a administracdo por
via oral ou parenteral; e (2) a ndo observancia, inicialmente, do aumento da agitagéo
e insOnia, que sao caracteristicas dos antidepressivos (STAHL, 2002; STARCEVIC,
2014). Mesmo assim, o uso dessa classe de farmaco nao isenta o surgimento de
efeitos adversos, sendo que os principais creditados no tratamento dos transtornos de
ansiedade incluem sonoléncia, tontura e aumento do risco de quedas, este ultimo
tendo uma particularidade em idosos (CRASKE et al., 2017).

A eficacia dos benzodiazepinicos foi comprovada no tratamento do transtorno
de ansiedade generalizada, do transtorno do panico e do transtorno de ansiedade
social, mediada pelo alprazolam, clordiazepéxido, clonazepam, clorazepato,
diazepam, lorazepam e oxazepam (HILAL-DANDAN; BRUNTON, 2015). Apesar dos
BZDs demonstrarem eficacia nos tratamentos agudo e crénico de alguns tipos de
transtorno de ansiedade, ainda sao considerados agentes de segunda ou terceira

linha pela maioria das diretrizes de especialistas. De acordo com Metzler, Mahoney e
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Freedy (2016), o cuidado ao prescrever os BZDs como ansiolitico se deve a
possibilidade do uso abusivo e da dependéncia, além de demonstrarem
frequentemente sintomas de abstinéncia e de rebote quando descontinuados
subitamente. Entretanto, as recomendacdes das diretrizes quanto a preferéncia dos
antidepressivos mais recentes em relagao aos benzodiazepinicos ndo se baseiam em
estudos comparativos diretos entre essas duas classes, mas sim nos riscos bem

conhecidos dos benzodiazepinicos citados logo acima (BERNEY et al., 2008).

3.3 Quimica inorganica medicinal

3.3.1 Contexto histdrico e aplicabilidade dos compostos inorganicos medicinais

A utilizagdo de metais nas praticas médicas acontece ha cerca de 5000 anos,
no qual os egipcios foram os primeiros povos documentados a usar o cobre para
esterilizar a agua ha 3000 anos a.C. Ja os arabes e os chineses usavam ouro na
fabricagcdo de medicamentos, acreditando que por ser um metal precioso, haveria de
trazer beneficios ao organismo para inumeras enfermidades (BERALDO, 2005).
Entretanto, somente ha pouco mais de cem anos foi que a Quimica Inorganica
comecgou a ganhar destaque nas areas médicas devido ao planejo racional de novos
compostos, como a descoberta do K[Au(CN)z] (dicianoaurato de potassio) com
propriedades bactericidas contra o bacilo da tuberculose por Robert Koch em 1890
(GIELEN; TIEKINK, 2005), de compostos de antimbnio para o tratamento da
leishmaniose e uma variedade de sais de ouro com atividades antibacterianas
(ORVIG; ABRAMS, 1999).

Os precursores da Quimica Inorganica Medicinal moderna foram Paul Ehrlich
(laureado com o prémio Nobel em Medicina e Fisiologia em 1908) e Alfred Werner
(laureado com o prémio Nobel em Quimica em 1913). Ehrlich demonstrou a eficacia
de complexos metalicos de arsénio no tratamento da sifilis, além de ser o primeiro
pesquisador a adotar o termo relagcédo estrutura-atividade e de conceituar o termo
indice terapéutico. Enquanto Werner, de acordo com Beraldo (2005, p. 5), “é
considerado o pai da Quimica de Coordenagao pelo desenvolvimento de sua teoria

para explicar a estrutura e a ligagao quimica nos complexos metalicos”.



42

Mesmo com as importantes descobertas de Ehrlich e Werner, a grande atengao
da Quimica Medicinal era dada as pesquisas com compostos organicos e produtos
naturais. Esse panorama, a favor da Quimica Inorganica Medicinal, foi mudado com a
descoberta, em 1965, do cis[(diaminodicloro)platina(ll)] ou cis[Pt(NH3)2Cl2], chamado
de cisplatina por Barnett Rosemberg. A cisplatina foi langada no mercado dos Estados
Unidos no ano de 1978, e até esse ano, o cancer de testiculo apresentava uma taxa
de mortalidade em torno de 80%. Com a implementagao da cisplatina na quimioterapia
desse tipo de cancer, os pacientes passaram a apresentar taxa de cura de 95%. A
cisplatina e seus analogos que foram obtidos ao longo dos anos, como carboplatina e
oxaliplatina (Figura 6), até hoje sdo usados nos protocolos quimioterapicos para
diversos tipos de cancer (BERALDO, 2011).

Figura 6 — Estrutura quimica de alguns complexos de platina com atividade antitumoral.

H;N Cl NH, o O H o)
: \ yd \ / 3& /
/Pt /Pt\ Pt
HNT N\ i o " N/ \o
o}
Cisplatina Oxaliplatina Carboplatina g

Fonte: CORREIA, 2017.

Nesta perspectiva, um forte concorrente aos estudos de novos farmacos
contendo metais — metalofarmacos — é o paladio(ll), metal da mesma familia da platina
() e, por isso, apresenta significativa analogia na estequiometria de coordenagéo com
este ultimo. A escolha do paladio (Pd) como centro metalico de novos candidatos a
metalofarmacos ao invés da platina (Pt) também tem relagdo a maior solubilidade do
Pd em agua, sendo mais favoraveis seus complexos em meio fisiolégico, além de ser
mais barato que a Pt, favorecendo o custo-beneficio e, ainda, € menos toxico e
apresenta maior reatividade as proteinas plasmaticas (GORBACHEVA et al., 2008;
KASHANIAN et al., 2008).

Complexos de paladio(ll) coordenados a tetraciclina e a doxiciclina (Tabela 3)
demonstraram maior atividade antibacteriana quando comparados com seus
respectivos farmacos livres em linhagem resistente de Escherichia coli

(HB101/pBR322). O complexo de paladio tendo como ligante a tetraciclina &
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dezesseis vezes mais potente do que do farmaco livre, enquanto o complexo de
paladio coordenado com a doxiciclina demonstrou-se duas vezes mais potente do que
o ligante livre. No mesmo estudo, ndo houve diferengca quando comparadas a
concentracgéo inibitoria minima (CIM) dos mesmos complexos e dos seus respectivos
ligantes livre na linhagem sensivel de E. coli HB101 (GUERRA et al., 2005).

Tabela 3 - Concentragcdao inibitéria minima das tetraciclinas livres e dos seus

respectivos complexos com paladio(ll) em linhagens de E. coli sensivel (HB101) e
resistente aos agentes (HB101/pBR322).

CIM (uM)
Linhagem HB101

Linhagem

Agentes antibacterianos HB101/pBR322
He. CHs
HO SGHS §+_H
. < 2 OH
2,08 266,20
2,08 16,60
OH 0 OH o] NH;
2,08 66,50
H
Doxiciclina
HsC CHs
fo) Cl
\Pd/
| c 2,08 33,30
~°
I
OH o) OH 0 NH,

Complexo Il (L = doxiciclina)

Fonte: Modificado de GUERRA et al., 2005 (L = ligante).
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Outra classe de compostos que merecem atencdo sdo os complexos de
paladio(ll) com tiossemicarbazonas, como os complexos de fenilacetaldeido de
tiossemicarbazona do tipo [Pd(HL)CI2], tém se demonstrado ativos em células
tumorais resistentes a cisplatina (QUIROGA et al., 1998). Ha relatos que esses

complexos vém mostrado:

e Citotoxicidade para uma diversidade de linhagens tumorais resistentes a
cisplatina;

e Bom indice terapéutico e concentragéo inibitéria média (Clso) menor para
células resistentes a cisplatina do que para as células normais; e

e Citotoxicidade superior a dos farmacos etoposideo e adriamicina clinicamente

usados.

3.3.2 Quimica do paladio

O paléadio foi descoberto por William Hyde Wollaston, em 1903, do minério bruto
de platina e € um metal de coloracdo branco-prateada de numero atébmico 46 e de
massa atémica igual a 106,42 g-mol-’, € um metal de transi¢cdo que faz parte do grupo
10, no 5° periodo, bloco d da tabela periddica. Quando combinado com outros
elementos, o paladio exibe seu estado de oxidacdo 0, +1, +2 e +4, sendo 0 +2 0 mais
estavel; e recentemente, foram sintetizados compostos no qual o paladio exibia estado
de oxidagao +6 (IAVICOLI; FONTANA; BERGAMASCHI, 2011).

Faz parte da série dos elementos do grupo da platina (EGPs), juntamente com
iridio (Ir), platina (Pt), rédio (Rh), ruténio (Ru) e 6smio (Os). Sendo o metal mais reativo
entre EGPs, o menos denso (d = 12,02 g:cm) e o de menor ponto de fusdo (Tf =
1.554 °C). Ha seis isétopos de ocorréncia natural do paladio: '%2Pd (1,02%), '**Pd
(11,14%), '9°Pd (22,33%), '%Pd (27,33%), '°®Pd (26,46%) e ""°Pd (11,72%) (LEE et
al., 1999; SILVA; GUERRA, 2011).

Em consequéncia de sua semelhanga quimica com a platina, muitos estudos
tém sido realizados com complexos de paladio com atividade antitumoral, anti-

infeciosa e, ainda, promissores agentes anticonvulsivantes, entretanto ainda que
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intensas pesquisas, estes complexos ainda ndo sdo usados clinicamente (SILVA;
GUERRA, 2011; CORREIA, 2017).

3.4 Compostos metalicos derivados de benzodiazepinicos

Na literatura ha diversos complexos metalicos derivados de 1,4-
benzodiazepinicos e dos 1,5-benzodiazepinicos (Figura 7), sendo empregados como
candidatos a novos tratamentos para uma gama de patologias. Os estudos com essa
classe de compostos sdo bem conhecidos devido seu perfil complexante (SRINIVAS
et al., 2008).

Figura 7 — Estrutura quimica basica dos 1,4- e 1,5-benzodiazepinicos, respectivamente.

CO CO

Fonte: CORREIA, 2017.

Na literatura s&o relatados diversos estudos de complexos metalicos derivados
de 1,4-benzodiazepinas, com diferentes metais. Dentre eles, Spencer e colaboradores
descrevem complexos de paladio(ll) com esses derivados sendo usados para a
avaliacao da agéo citotoxicas em testes in vitro para determinada linhagem de células
tumorais e, também, sendo usados como inibidores das Catepsinas B que, dentre
varias consequéncias exercidas, estdo envolvidas na progressdao do tumor
(SPENCER et al., 2009). Vale ressaltar o estudo realizado por nosso grupo de
pesquisa que avaliou o efeito anticonvulsivante de complexos de metalicos derivados
do diazepam, um 1,4-benzodiazepinico, de sais de Pd(OAc)2 e PdClz, nas suas formas

diméricas e monoméricas (BARROS et al., 2016).

Alguns complexos derivados do bromazepam encontrados na literatura podem

ser observados na tabela 4.
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Tabela 4 — Complexos metalicos derivados do bromazepam descritos na
literatura.

H
| 0
N
Br _—N X
N
/M\
= |N X
AN
Autor (es), ano de Metal Descrigao do estudo
publicagao Ligante tipo-X
Benedetti et al., 1987. M =_Pt(||) Estudar a estrutura e do
X=Cl espectro do complexo.

Estudar as propriedades

M = P(ll) e Pd(ll) dos complexos nas suas

Antolini et al., 1991.

X=Cl 0 ~
formas sélidas e em solugao.
Sintetizar e caracterizar o
M = Pd(Il) complexo, por analise de
Antolini et al., 1992. _ Raios-X no estado sdlido, e
X=Cl -
estudar a reatividade do
mesmo em DMSO.
Cusumano; Giannetto, M = Pt(ll) e Pd(Il) Estudar as propriedades
1994. X=Cl cinéticas dos complexos.
Estudar a
Hernandez-Méndez; espectrofotometria do
Gonzalez-Pérez; M = Ni(lll) complexo, além de
Gonzalez-Martin, 1985. determinar a estequiometria
e constante de dissociagao.
. Estudar a
Sultan; Hisgsgeén, lorahim, M = Fe(ll) espectrofotometria do
’ complexo.
Sintetizar, caracterizar e
. M = La(lll), Ce(lll), avaliar in vitro atividade
Franchini 612, 1995 pr(ii), Na(ili) ou Eu(lll) citostdtica e antiviral dos
(1,4-BD2)xCl3 _
X=Cl complexos.

Fonte: AUTOR, 2018.

Dos estudos citados na tabela acima, o Unico que avalia atividade bioldgica é o
de Franchini e colaboradores (1995): avalia a atividade citostatica e antiviral de
complexos de lanténio(lll), cério (lll), praseodimio(lll), neodimio(lll) e de eurdpio(lll)

derivados de BZDs, inclusive do bromazepam.
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4.1 Atividades desenvolvidas e locais de realizagao

As atividades desenvolvidas neste trabalho e seus locais de realizagao

encontram-se na tabela abaixo.

Tabela 5 — Locais de realizagao das atividades experimentais.

Atividades

Locais de realizagao

Sintese do complexo [(BMZ)PdCI:] e
Analise por espectrometria de massas

Anadlises de espectrometria de
ressonancia magnética nuclear
Analises por espectrometria na regiao
do infravermelho médio

Avaliacédo da atividade ansiolitica do

complexo [(BMZ)PdCI:]

Laboratério do Grupo de Catalise e
Reatividade Quimica (GCaR) do Instituto

de Quimica e Biotecnologia da
Universidade Federal de Alagoas
(IQB/UFAL)

Laboratério de Ressonéncia Magnética
Nuclear do IQB/UFAL
Laboratério da Central
IQB/UFAL

Laboratorio de Neurofarmacologia e
Fisiologia Integrada - LNFI/ICBS/UFAL

Analitica do

Fonte: AUTOR, 2018.

4.2 Reagentes e Solventes

Os reagentes e solvente utilizados na sintese do complexo estao presente na

tabela abaixo, com sua procedéncia e a férmula molecular.

Tabela 6 — Procedéncia e formula molecular dos reagentes e solventes.

Reagentes e Solventes

Foéormula Molecular

Origem

Cloreto de litio LiCl

Cloreto de paladio (ll) PdCl2
Bromazepam C14H10BrNsO
Metanol P.A. CH4O

Acros Organics
Sigma-Aldrich
da

manipulagdo A Férmula

Doacao farmacia de

Dinamica

Fonte: AUTOR, 2018.
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4.3 Instrumentacgao para caracterizagao

4.3.1 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

As amostras foram preparadas em tubos para RMN e solubilizadas em solvente
deuterado apropriado (DMSO-ds, Sigma-Aldrich). As amostras foram analisadas por
colaboradores do laboratério de RMN/IQB/UFAL, sob a coordenagao do Prof. Dr.
Edson de Souza Bento. O equipamento utilizado para as analises foi o Espectrometro
Bruker Avance 600. Os espectros foram obtidos a temperatura ambiente e operando
na frequéncia de 600,09 MHz para os nucleos de 'H e de 150,89 MHz para os nucleos
de "3C. Os deslocamentos quimicos () de 'H e '3C foram medidos usando-se como

padrao interno o tetrametilsilano (TMS, 6 = 0).

4.3.2 Espectroscopia de absorg¢ao no infravermelho médio (1V)

As analises por espectroscopia na regido do infravermelho médio foram
realizadas no Espectrofotbmetro de Infravermelho por Transformada de Fourier,
modelo IRPrestige-21, utilizando pastilhas de KBr contendo cerca de 1% da amostra.

Os espectros abrangeram as regides de 4000 a 400 cm™.
4.3.3 Espectrometria de massas

A analise de espectrometria de massas (com método de ionizagao por impacto
de elétrons) foi realizada junto ao Grupo de Catalise e Reatividade Quimica (GCaR),
UFAL, Maceid/AL. A andlise da amostra foi feita por injecao direta, utilizando-se um
Espectrobmetro de Massas GCMS-QP2010 Plus/Shimadzu.

4.4 Procedimentos de sintese do [{2-(7-Bromo-2-o0x0-1,3-diidro-2H-1,4-
benzodiazepin5-il)piridinil-k2-N,N}cloropaladio(ll)], [(BMZ)PdCI:]

Inicialmente, preparou-se uma solu¢gdo metandlica de Li2PdCls a partir do

seguinte procedimento: solubilizou-se o cloreto de litio (0,1060 g; 2,50 mmol) em



49

metanol (10 mL) e essa solugéo foi adicionada a um segundo frasco contendo cloreto
de paladio(ll) (0,1773 g; 1,00 mmol) que ficou sob agitagao e aquecimento (T = 60 °C)
por 10 min. Logo apds, filtrou-se o material, recuperando-se a solugao de coloragao
castanho-escura de Li2PdCls. A essa solugdo foi adicionado o pré-ligante
Bromazepam, (7-Bromo-2-oxo-1,3-diidro-2H-1,4-benzodiazepin5-il)2-piridinil (0,3162
g; 1,00 mmol) sob agitagado, seguido de aquecimento sob refluxo (T = 75 °C) por 1
hora e 30 minutos, Esquema 2.1. Apds esse tempo, separou-se o precipitado do
sobrenadante por filtragdo. O sdlido 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 (0,3701 g; 0,75 mmol) em 75% de rendimento.

Esquema 2 - Sintese do [(BMZ)PdCl,]

H 0
N
Br —N
+ LipPdCly ——————
CH3OH
Z |N -2 LiCl
X
Bromazepam [(BMZ)PdCl,]

Fonte: AUTOR, 2018.

Formula molecular: C14H10BrCl2N3OPd

Massa molar: 493,84 g-mol’

Faixa de decomposicao: 310 — 320 °C

Solubilidade (1 mg/mL): Soluvel em dimetilsulféxido;
Parcialmente soluvel em &gua, metanol, diclorometano,
cloroférmio e tolueno;

Insoluvel em hexano.

4.5 Avaliagao da atividade ansiolitica

A avaliagdo da atividade ansiolitica foi realizada por colaboradores do

LNFI/ICBS/UFAL, sob orientagao do Prof. Dr. Marcelo Duzzioni, através dos seguintes



50

meétodos: (1) teste do labirinto em cruz elevado e (2) Investigagao do envolvimento do

sistema benzodiazepinico/GABAérgico no efeito do tipo ansiolitico.

Foram utilizados cento e quarenta (140) camundongos Swiss fémeas adultos
(aproximadamente 35 g) provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Alagoas — BIOCEN/UFAL. Os animais foram submetidos a um ciclo claro-escuro de
12/12 h (7 h inicio do periodo claro), com agua e ragao ad libitum. Os experimentos
com os animais foram realizados segundo a legislagdo em vigor, cumprindo as
diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA,
Brasilia-DF, 3 de fevereiro de 2016) e mediante aprovagdo da Comissao de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal de Alagoas (CEUA-UFAL), com o Parecer
n° 22/2017.

4.5.1 Teste do labirinto em cruz elevado (LCE)

Os animais foram tratados via |.P. com: salina (NaCl 0,9%; Grupo controle);
bromazepam (0,1 mg/kg; Grupo controle positivo); ou complexo metalico derivado do
bromazepam [(BMZ)PdCI2] (0,5, 5 e 50 pg/kg). Passados 30 minutos do tratamento,
os animais foram submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado (LCE). Os animais
foram colocados na plataforma central do aparato com a cabeca voltada para um dos
bracos fechados, € 0 seu comportamento foi avaliado durante 5 min. Foram
registradas as seguintes medidas comportamentais: tempo de permanéncia e numero
de entradas nos bragos abertos e fechados (considera-se a entrada em um dos bragos
quando a maior parte do corpo do animal esta dentro do respectivo brago), medidas
etologicas de avaliagdo de risco tais como imersdes de cabega (head-dipping),
estiramentos corporais (stretch-attend postures) e comportamento de levantar
(rearing). Ao final do teste com cada animal, o LCE foi limpo com alcool etilico 10%.
Todo o procedimento foi flmado com uma camera posicionada aproximadamente 1 m
acima do centro do LCE.

O numero de animais por grupo ou dose/tratamento foi de 10. Para a analise
estatistica dos dados e confecgdo dos graficos, a porcentagem de entradas nos

bracos abertos foi calculada dividindo-se a frequéncia de entradas nos bragos abertos
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pela frequéncia total de entradas, e esse indice multiplicado por 100. De maneira
semelhante foi calculada a porcentagem do tempo em que os animais permaneceram
nos bragos abertos em relagdo ao somatorio do tempo de permanéncia nos bragos
abertos e fechados, sendo o quociente obtido multiplicado por 100. Para os demais

parametros observados foi feita a soma simples das frequéncias obtidas.

4.5.2 Teste do campo aberto (CA)

Imediatamente apds passarem pelo LCE, os animais foram submetidos ao teste
do campo aberto (CA) para avaliagdo da atividade locomotora espontanea. Foi
registrado o numero de cruzamentos e de levantar (rearing) de cada animal durante 5
min. Dessa forma, este experimento utilizou os mesmos animais/tratamentos do teste
do labirinto em cruz elevado.

Com isso, o planejamento estatistico deste experimento ndo se aplica, uma vez
que os mesmos animais/tratamentos do teste do labirinto em cruz elevado foram

utilizados para a execucgao deste experimento.

4.5.3 Investigagdo do envolvimento do sistema benzodiazepinico/ GABAérgico no

efeito do tipo ansiolitico

Os animais foram preé-tratados via |.P. com salina (NaCl 0,9%) ou flumazenil (2
mg/kg). Passados 15 minutos, os animais foram tratados com salina ou [(BMZ)PdClIz]
(na melhor dose ansiolitica observada no experimento do LCE) formando os seguintes
grupos experimentais: salina+salina (grupo controle); salina+[(BMZ)PdCl2];
Flumazenil+salina; e Flumazenil+[(BMZ)PdClz2]. Apdés 30 minutos do ultimo
tratamento, os animais foram submetidos ao LCE para avaliacdo dos comportamentos

relacionados com medo e ansiedade durante 5 min.

4.6 Analise estatistica

Todos os resultados obtidos foram inicialmente organizados em tabelas no
Microsoft Office Excel® Version 2013. Estes dados foram plotados no programa
GraphPad Prism® Version 7 para obtencdo dos graficos. Para a realizagdo das
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analises estatisticas dos dados, foi utilizado o teste ANOVA de um fator assumindo
um valor de p < 0,05. Quando os dados apresentaram significancia estatistica utilizou-

se o0 pos-teste de Bonferroni.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagao do [(BMZ)PdCI2]

A completa atribuigdo dos hidrogénio e carbonos para o complexo [(BMZ)PdCI2]
se encontra na Tabela 7 e nas figuras 8, 9 e 10. Para maior entendimento sobre a
caracterizagao da referida estrutura, segue apds a tabela abaixo a discussao sobre

como a atribuicdo dos mesmos foi realizada.

Tabela 7 - Sinais de RMN para 'H e para '*C do [{2-(7-Bromo-2-ox0-1,3-diidro-2H-1,4-
benzodiazepin5-il)piridinil-k2-N, N}cloropaladio(ll)], [([BMZ)PdCl.], em DMSO-ds.

13C

n° Deslocamento em ppm* | Deslocamento
(integral e multiplicidade) em ppm

1 11,14 (1H, s) -
2 - 174,7
3 3,98 e 5,33 (2H, dois d) 56,2
5 — 168,7
6 8,04 (1H, d) 133,3
7 — 115,9
8 7,95 (1H, dd) 137,1
9 7,28 (1H, d) 124,5
10 — 139,8
11 — 123,2
12 — 156,2

Continua
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Tabela 7 — Sinais de RMN para 'H e para *C do [{2-(7-Bromo-2-0x0-1,3-diidro-2H-
1,4-benzodiazepin5-il)piridinil-k?-N,N}cloropaladio(ll)], [(BMZ)PdCI.], em DMSO-
ds (continuagao)

1H 130
n° Deslocamento em ppm* | Deslocamento
(integral e multiplicidade) em ppm
14 9,16 (1H, dd) 151,2
15 7,91 (1H, m) 129,4
16 8,31 (1H, td) 141,8
17 7,77 (1H, d) 130,7

* ppm = partes por milhdo
Fonte: AUTOR, 2018.

5.1.1 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (RMN de 'H)

No espectro de RMN de 'H do composto [(BMZ)PdCI2] (Figura 8), observam-se
um singleto em on 11,14 relacionado ao NH diazepinico e dois dubletos, um em dH
3,98 e outro em 61 5,33 referentes aos dois hidrogénios ligados ao carbono 3.
Diferentemente do que € observado no ligante livre, nos quais os dois protons Hs
ressoam com apenas um sinal em o1 4,21 (ver Apéndice A), no complexo os
hidrogénios ligados a Cs sdo ndo equivalentes, ou seja, aparecem tal qual um
caracteristico dubleto AB, sugerindo que o ligante coordenado ao paladio(ll) é
congelado em uma conformacao limitante (CUSUMANO; GIANNETTO, 1994). Essa
nao equivaléncia também pbde ser observada por Aversa et al. (1991) com complexos

de platina(ll) com o0 mesmo ligante.

Foi possivel observar também os sinais tipicos atribuidos aos hidrogénios
aromaticos do fragmento piridinil-benzodiazepinico com deslocamentos quimicos
entre on 9,16-7,28 (ver tabela 7). O sinal referente ao H1z desloca para um valor de
campo alto (61 7,77) quando comparado ao valor de o+ 8,03 referente ao mesmo
hidrogénio no ligante livre. Além disso, as outras ressonancias da piridina também séo
afetadas de modo que os sinais atribuidos aos hidrogénios H1s4 (6114 9,16), H1s (dH
7,91) e H1is (61 8,31) foram deslocados para campo baixo no complexo, quando
comparado aos sinais atribuidos aos mesmos hidrogénios no ligante livre (ver dados
de deslocamento no Apéndice A). Esses resultados estdo de acordo com o relato de

Cusumano e Giannetto (1994), sendo atribuidos esses deslocamentos para campo
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inferior a distancia do hidrogénio piridinico em relagdo ao paladio coordenado ao
ligante. Essas informacbes revelam robustamente que a coordenagcédo do
bromazepam ao paladio(ll) por meio do N4 e do N3 é preservada na solugdo de

dimetilsulfoxido.

5.1.2 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de '3C (RMN de '3C)

A figura 9 mostra o espectro de RMN de *C do complexo em questdo. Podem
ser observados os deslocamentos quimicos indicados nos seguintes sinais: em dc
174,7 atribuido ao carbono carbonilico, em dc 168,7 relacionado ao carbono da imina

(Cs) e sinais entre 6c 156,2-115,9 referentes aos carbonos em aromaticos.

Os sinais observados mostram similaridade em relacéo aos observados com o
ligante livre (ver Apéndice B), além de apresentarem similaridade dos valores de
deslocamento para complexo de platina(ll) derivados do bromazepam estudado por
Aversa e cols. (1991). Os sinais atribuidos aos carbonos da carbonila amidica e aos
presentes nos anéis aromaticos no composto [(BMZ)PdCIz] estdo de acordo com a
literatura, a qual mostra o deslocamento do '3C no intervalo de § 185-155 e § 110-175,

respectivamente.

5.1.3 Mapa do contorno gerado a partir do experimento HSQC ('3C e 'H) em DMSO-
ds.

Através do experimento HSQC (Figura 10) foi possivel, até por ndo conter
sobreposicdo de sinais na regido aromatica, estabelecer correlagbes que
possibilitaram estabelecer o padrdo de conectividade dos sinais, principalmente na
regido aromatica, entre '3C e 'H que puderam ser evidenciados: um sinal em &c 56,2
mostrou correlacdo com dois dubletos, sendo um em 61 3,98 e outro em &1 5,33,
confirmando a presenca de unidade metilénica na posi¢ao 3 da estrutura do complexo;
outros sinais em ¢ 130,7; 141,8 e 129,4 correlacionados aos 6x 7,77 (dubleto); 8,31
(triplo dubleto) e 7,91 (multipleto), confirmando as correlagdes C-H do grupo piridinil

referente as posicoes 17, 16 e 15, respectivamente. Um sinal em &c 137,1
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correlacionado com o duplo dubleto em 61 7,95, outro em d¢c 133,3 correlacionado ao
dubleto em 6+ 8,04 e ainda um sinal em 6c 124,5 correlacionado ao dubleto em 6+ 7,28
confirma as posi¢des 8, 6 € 9 do anel benzénico. O resultado obtido via experimento
HSQC permitiu estabelecer, juntamente com as outras técnicas de caracterizagcao
deste estudo, o deslocamento quimico dos atomos de carbono e hidrogénio que

auxiliou a propor a estrutura do complexo [(BMZ)PdClz].
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Figura 9 — Espectro de RMN de *C do [(BMZ)PdCI.] em DMSO-ds.

— — — — I—'-E e e —
l o o n [ Ld P Ld Faa — wn b L Ld L L
e o o [ [ T T R N P wn o = = = S0 D sk WD
-l -l - ra 00w b B fra o — [ IS ) BT
on al L b ra = == pn on o = L
= = L] o NN RS I (R e Lol -l = rdoon MR o

DMSO

T | T | T | T | T | T | T | T | T | T
PPM 180 160 140 120 100 g0 &0 40 Z0
Fonte: AUTOR, 2018.



Figura 10 — Mapa do contorno gerado a partir do experimento HSQC ('*C e 'H) do [(BMZ)PdCI.] em DMSO-ds.
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5.1.4 Espectroscopia no Infravermelho Médio (1V)

A partir da analise do espectro de absorgéo na regiao do infravermelho (Figura
11), foi possivel observar algumas frequéncias para o complexo [(BMZ)PdCIz],
comparando-as com as do ligante livre disponivel no estudo de Mansour (2017).

Dentre as frequéncias, foi possivel aferir (em valores absolutos) a(s):

e Frequéncia de estiramento referente a ligagdo N—H em 3443 cm™";

e Frequéncia de estiramento referente a subunidade carbonila (v C=0) em
1694 cm™";

e Frequéncias de estiramento 1593, 1584 e 1560 cm™ possivelmente
relacionada a ligagdo C=C do anel,

e Frequéncia de estiramento possivelmente relacionada a ligagdo C—N em
1341 cm™;

e Frequéncias de dobramento 829, 791, 748 e 660 cm™ possivelmente

relacionadas as ligagdes C—H aromaticas fora do plano.

Mesmo o espectro de absorgdo na regido do IV mostrar outras frequéncias
(Figura 11), as que foram citadas acima sdo caracteristicas para o composto
[(BMZ)PdCIz].



Figura 11 — Espectro na regiao do Infravermelho do [(BMZ)PdCI;].
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5.1.4 Espectrometria de massas (EM)

A espectrometria de massas possibilita a obtencao da informacéao estrutural, da
massa molar e alta seletividade do analito. No espectro de massas nao foi possivel
obter o pico do ion molecular referente ao [(BMZ)PdCI2] protonoado. Esse fato pode
ser justificado por um dos maiores problemas observados na aplicagdo do método de
ionizagao por impacto de elétrons na EM. Durante esse método de ionizagao, o analito
€ inicialmente bombarbeamento com energia geralmente de 10 eV para a detecg¢ao
do ion molecular, na fase gasosa, e o restante da energia (aproximadamente 60 eV)
gera rapidamente fragmentacao do analito. Uma vez o analito sendo fragmentado de
forma bastante rapida, pode ocorrer a ndo observagao do ion molecular no espectro
(CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

A ionizagdo em modo positivo e a fragmentagao, produzida pela energia do gas
de colisdo (Hélio), além do espectro de massas do complexo [(BMZ)PdCI2] estédo
apresentados na figura 12. O espectro forma um ion precursor de m/z = 494 (pico nao
presente no espectro, obtido teoricamente no ChemDraw), que € provavelmente da
ionizacdo da massa 494 Da (daltons), acrescida de hidrogénio ionizavel [M + H]*. E
observada a fragmentacao da perda do atomo de Br (formando o m/z = 415), seguida
da quebra da espécie neutra PdClz, resultando o cation de m/z = 236. Outra quebra
ocorre devido a perda da espécie neutra CO (formando o m/z = 207) resultando na
perda do anel de sete membros para uma estrutura de seis membros ressonante
estabilizada. Ainda pode ser vista outra fragmentacao, devido a perda da espécie

neutra HCN, além do N, formando a espécie protonada de m/z = 169.
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Figura 12 — Espectro de massas do [(BMZ)PdCI;] por CG-EM e a rota de fragmentacgao
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150

O primeiro fragmento observado no espectro do complexo apresentou m/z =

415, correspondendo a

quebra da ligacao entre o benzeno e o atomo de bromo do

complexo. A auséncia do bromo neste fragmento e nos seguintes é demonstrada pela

presengca de picos individuais, visto que sua presenga nesses fragmentos seria

caraterizada pela presenga de pares de picos (algumas vezes chamados de dubletos),

pois 0 bromo existe naturalmente em duas formas isotopicas (a abundancia natural
do bromo de massa 81 é 98,0% da do "°Br) (PAVIA et al., 2015).
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O perfil de fragmentacao referente a perda das espécies neutras CO e HCN no
complexo, gerando os cations com m/z = 207 e 169, respectivamente, é semelhante
ao observado com a do ligante bromazepam realizado neste trabalho (ver apéndice
D) e por outros trabalhos de Chéze; Villain; Pépin (2004), de Sampaio (2007) e de
Almeida (2012). A via de fragmentac¢do do bromazepam foi confirmada por: Laurito et
al. (2004); Villain et al. (2005); e Kim et al. (2011).

5.2 Avaliagao da atividade biolégica do complexo de paladio(ll)

5.2.1 Avaliagdo da atividade ansiolitica do composto [(BMZ)PdClIz] através do teste do

Labirinto em Cruz Elevado (LCE) mediada pela via GABAérgica

A figura 13 ilustra o efeito do tratamento com [(BMZ)PdCI2], nas doses de 0,5,
5 ou 50 pg/kg, em alguns parametros no teste do LCE correlacionados tanto com a

atividade tipo ansiolitica quanto com a atividade locomotora e explanatéria.

A ANOVA de um fator mostrou que ha um aumento significativa na frequéncia
do tempo de permanéncia (Figura 13A) e de entradas (Figura 13B) dos camundongos
nos bragos abertos do labirinto quando submetidos a dose de 0,5 ug/kg do complexo
(p<0,001 e p<0,01, respectivamente) em relagao ao grupo salina. Esses parametros
também estavam estatisticamente aumentados no grupo tratado com bromazepam

0,1 mg/kg (controle positivo, p < 0,05).

Nenhuma das doses testadas neste estudo interferiu nos demais parametros
do LCE:

e O numero de entradas nos bragos fechados (Figura 13C, p = 0,8127);

e O numero de head-dipping (‘imersédo de cabega”, Figura 13D, p = 0,0811);

e O numero de rearing (“comportamento de levantar”, Figura 13E, p = 0,1331);

e O numero de stretched attend (‘comportamento de estiramento corporal”,
Figura 13F, p = 0,2477).
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Figura 13 — Efeito da salina (NaCl 0,9%), do [(BMZ)PdCI.], 0,5, 5 e 50 ug/kg ou do
Bromazepam (BMZ) 0,1 mg/kg, administrados |.P. 30 minutos antes da sessao
experimental sobre o comportamento exploratério de camundongos submetidos ao
teste LCE?.
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O teste do labirinto em cruz elevado consiste em um dos modelos mais
amplamente usado em pesquisas de ansiedade em ratos e camundongo, que tem
como fundamento as respostas incondicionadas a ambientes eventualmente
perigosos. Sendo um dos testes de maior validade e bem documentado para a
avaliacao da resposta ansiolitica e ansiogénica de agentes farmacologicos, drogas de
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abuso e horménios (PELLOW; FILE, 1986; LISTER, 1987; CAROBREZ; BERTOGLIO,
2005). O LCE é amplamente usado para estudar os efeitos ansioliticos de compostos
relacionados aos benzodiazepinicos, além de ser amplamente usado para ensaios
comportamentais com o objetivo de entender regides e mecanismos cerebrais
associados ao comportamento da ansiedade (WALF; FRYE, 2007). Agentes
ansioliticos levam a uma agao exploratoria dos bragos abertos do labirinto, observada
tanto pelo aumento do tempo de permanéncia dos animais nesses bragos, quanto

pelo aumento da frequéncia de exploragédo nos mesmos (DE-SOUZA et al., 2006).

A partir desse contexto, o presente estudo mostra que o tratamento com
[((BMZ)PdCI2] na dose de 0,5 pg/kg proporcionou um aumento (p < 0,001) do tempo
de permanéncia dos camundongos nos bragos abertos (Figura 13A). Ainda, na
mesma dose, o [(BMZ)PdCIz], assim como com o bromazepam 0,1 mg/kg (controle
positivo), demonstrou um aumento (p < 0,01) na frequéncia de entradas nos bragos
abertos (Figura 13B); configurando um potencial efeito tipo ansiolitico desempenhado
pelo complexo de paladio(ll) derivado do bromazepam na menor dose apresentada
neste estudo. A atividade tipo ansiolitica observada esta de acordo com estudos de
Rodgers e colaboradores (1997), que consideram a frequéncia de entradas e o tempo
de permanéncia nos bracos abertos os principais parametros no LCE relacionados a

ansiedade.

Com base nesses resultados apresentados, quando se compara o grupo de
animais que recebeu tratamento com a menor dose do complexo de paladio(ll) com o
grupo que recebeu somente a salina, os animais do primeiro grupo passaram mais
tempo nos bragos abertos do labirinto, sugerindo uma redugdo no conflito entre
aproximar ou evitar esse estimulo aversivo. Vale a pena destacar ainda que a
atividade ansiolitica decorrente do tratamento com o [(BMZ)PdCl2] se deu com uma
dose muito menor que a do composto benzodiazepinico usado como controle positivo
(bromazepam); sendo a relagdo molar da dose do complexo e do bromazepam na

ordem de 1,01-10-3 mol para 3,16-10- mol, respectivamente.

Os resultados obtidos do tratamento com o complexo, nas doses testadas,
sobre outros parametros no LCE mostra, por exemplo, que este composto nao
modificou o padrédo de entradas nos bragos fechados do labirinto (Figura 13C) em
relagdo ao grupo controle, dando suporte a ideia que o [(BMZ)PdCIz] n&o prejudica a
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locomog¢ao dos animais neste aparelho. Fato que pode ser correlacionado com a
auséncia de interferéncia por parte do complexo no comportamento de levantar
(rearing) do animal observado na figura 13E, a qual ndo ha diferenga entre todos os
grupos de animais nesse parametro; levando a inferir o perfil de atividade tipo
ansiolitica do complexo sem efeitos sedativos. Outras medidas etologicas
relacionadas aos comportamentos de imersdao de cabeca e estiramento corporal
(Figuras 13D e 13F, respectivamente) nao foram alteradas devido o tratamento com
o complexo. Esses dados estdo de acordo com a literatura e possibilitam inferir a
importancia da integridade do sistema motor na realizagdo dos comportamentos de
levantar, de mergulho de cabeca e de estiramento corporal interligados com a
atividade explanatoria (ESPEJO, 1997; RODGERS et al., 1997; LIMA 2010).

Apesar de ndo haver dados na literatura sobre o efeito ansiolitico do
[(BMZ)PdCI2), alguns estudos mostram a efetividade desse efeito produzido por
farmacos benzodiazepinicos, como o bromazepam (FEMENIA et al., 2011), utilizando
como metodologia do teste de transi¢ao claro-escuro, o clonazepam (NIN et al., 2012),
o alprazolam (CARDENAS et al., 2017) e, principalmente, o diazepam (ROMANINI et
al., 2006; DE-SOUZA et al., 2006; BOMYANI et al., 2018), empregados com agentes

controle-positivo na pesquisa de novos compostos com atividade do tipo ansiolitica.

A figura 14 ilustra o envolvimento da agdo do complexo de paladio(ll) derivado
do bromazepam na dose de 0,5 ug/kg mediada pelo receptor GABAa, através da

administracao prévia da dose de 2 mg/kg de flumazenil.

A andlise de variancia de um fator demonstrou que o flumazenil (2 mg/kg)
reduziu significativamente (p < 0,05) os parametros das frequéncias do tempo de
permanéncia (Figura 14A) e de entrada (Figura 14B) dos camundongos nos bragos
abertos do LCE quando administrado previamente a dose de 0,5 pg/kg do
[((BMZ)PdCI2], com uma meédia de redugdo de 13,93% e 17,76%, respectivamente.
Também a ANOVA de um fator ratifica o aumentou significativo (p < 0,05) médio do
tempo de permanéncia nos bragos abertos na dose de 0,5 pg/kg do [(BMZ)PdCI2]
observado também na figura 14A quando comparado com o grupo controle (salina +

salina).
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O tratamento com [(BMZ)PdCIz], na dose de 0,5 pg/kg em camundongos pré-
tratados ou ndo com o Flumazenil ndo alterou estatisticamente outros paréametros

avaliados no LCE, tais como:

¢ O numero de entrada nos bracgos fechados (Figura 14C, p = 0,7761);

e O numero de head-dipping (‘imerséo de cabega”, Figura 14D, p = 0,5251);

e O numero de rearing (“comportamento de levantar”, Figura 14E, p = 0,8481);

e O numero de stretched attend (“‘comportamento de estiramento corporal”,
Figura 14F, p = 0,9102).

Figura 14 — Efeito da salina (NaCl 0,9%) e do [(BMZ)PdClI.] na dose de 0,5 ug/kg sobre
o comportamento exploratério de camundongos, pré-tratados ou ndao com Flumazenil
(2 mg/kg), submetidos ao teste do LCE®.
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Para avaliar a provavel interacdo do complexo [(BMZ)PdClz2] com o receptor
GABAAa, foi administrado no pré-tratamento o flumazenil, um antagonista seletivo e
competitivo benzodiazepinico desse subtipo de receptor, que tem sido usado para
estudar a acédo de substancias sobre a sinalizagdo GABAérgica (MIHIC; HARRIS,
2012). Esperava-se que, com o uso do flumazenil, houvesse o bloqueio da atividade
tipo ansiolitica exercida pelo referido complexo, caso o receptor GABA estivesse

realmente envolvido no seu mecanismo de agao.

O estudo mostra o bloqueio do flumazenil sobre o efeito do complexo na dose
de 0,5 pg/kg, observado devido a reducgao significativa do tempo de permanéncia e de
entrada nos bragos abertos do LCE (Figuras 14A e 14B), trazendo assim prejuizo do
efeito ansiolitico. Esses resultados estdo de acordo com os dados publicados por
Barros et al. (2016), que demonstraram o bloqueio, exercido pelo flumazenil, da
atividade anticonvulsivante de complexos de paladio(ll) coordenados ao diazepam
produzidos com sais de PdCl2e Pd(OAc)a.

Nao ha dados na literatura a respeito da influéncia do flumazenil sobre a
atividade ansiolitica do complexo [(BMZ)PdCIz]. Esta situagao dificulta a comparagéo
do presente estudo com o de outros autores, entretanto, valoriza e credita a este

estudo um perfil de ineditismo.

5.2.2 Avaliagdo da atividade locomotora/exploratéria do composto [(BMZ)PdCI2]

através do teste do Campo Aberto (CA) mediada pela via GABAérgica

A figura 15 ilustra o efeito do tratamento com o complexo [(BMZ)PdCI2] nos
parametros cruzamento e comportamento de levantar no teste do CA correlacionados

com possivel efeito deste complexo sobre a atividade locomotora/explanatdria.

Os dados apresentados mostram que a analise de variancia de um fator para o
tratamento com o complexo, nas doses testadas, ndo alterou a movimentagao
espontanea dos animais nos parametros referentes aos numeros de cruzamentos
(Figura 15A, p = 0,1266) e de levantamentos (Figura 15B, p = 0,6073). Caracteristicas
também observadas durante o tratamento dos animais com o bromazepam (0,1

mg/kg).
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A figura 15 também ilustra as medidas etologicas, numeros de cruzamentos e
de levantamentos, para a avaliagdo da participagdo da sinalizagdo GABAérgica na
agao do complexo de paladio(ll) coordenado ao bromazepam. A ANOVA de um fator
revelou efeitos significativos sobre o numero de cruzamentos (Figura 15C, p < 0,05)
quando comparados os animais tratados com salina com o [(BMZ)PdCI2] com os
tratados com flumazenil com o [(BMZ)PdCIz], mostrando que o pré-tratamento com
flumazenil reduziu a atividade locomotora espontanea entre os quadrantes durante o
teste. No entanto, ndo houve diferenga entre grupos sobre a medida referente ao

numero de levantamentos dos animais (Figura 15D, p = 0,3868).

Figura 15 — Efeito da salina (NaCl 0,9%), do [(BMZ)PdClI.], 0,5, 5 e 50 ug/kg ou do
Bromazepam (BMZ) 0,1 mg/kg sobre o comportamento locomotor/exploratério de
camundongos submetidos ao teste de CA (A e B) com subsequente avaliagao da via

GABAérgica no modo de agao do complexo (C e D)2
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O teste do campo aberto foi desenvolvido por Hall, em 1936, e anos apds foi
validado por Archer (1973), e possibilita, além da avaliagao da atividade estimulante
ou depressora do SNC de compostos, indicar atividades tipo ansioliticas, por meio de
mensuracdes sobre o comportamento locomotor e exploratério de animais
(GUARNIERI, 2013).

O presente estudo mostra que o tratamento com o complexo de paladio(ll)
coordenado ao bromazepam nao modifica os parametros de locomogéao no teste do
CA. Exceto, na reducéo significativa do niumero de quadrantes percorridos pelo grupo
de animais tratados inicialmente com flumazenil e, em seguida, com o complexo na
dose de 0,5 pg/kg como observada na figura 15C, ratificando, assim como no LCE,
que a acao deste complexo se da via sistema GABAérgico. A partir desses dados do
teste do CA, podemos sugerir, juntamente com os dados do LCE, que este composto
na menor dose, relatada acima, demonstra um perfil de acdo ansiolitica sem

comprometimento motor.
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6 CONCLUSOES

O complexo [(BMZ)PdCI2] foi obtido com o rendimento satisfatério (75 %) a
partir da reagédo do Li2PdCls com o ligante bromazepam, uma vez que foi possivel
confirmar a formagao do referido complexo por meio das técnicas de RMN de 'H, 13C,
HSQC ('3C e 'H) do IV e da CG-EM adotadas neste trabalho, além de dados

corroborativos da literatura sobre a caracterizagédo do mesmo.

No que diz respeito a avaliagdo da atividade ansiolitica in vivo, o [(BMZ)PdClIz]
se mostrou ativo no Sistema Nervoso Central. No teste do labirinto em cruz elevado,
o tratamento com o referido complexo na menor dose testada (0,5 pg/kg) demonstrou
atividade do tipo ansiolitica do mesmo, aliada a n&o alteracdo da atividade
locomotora/exploratéria confirmada também pelo teste do campo aberto. Esse perfil
gera um grande interesse para o planejamento de novos protétipos, visto que o
tratamento com alguns farmacos da classe dos benzodiazepinicos causam sedagéo,

incapacitando muitas vezes os usuarios.

Ainda neste estudo foi possivel estabelecer que a via de sinalizacao pela qual
o complexo atua é a GABAérgica. O pré-tratamento com flumazenil, nos
camundongos antes da administragao I.P. do [(BMZ)PdCI2] na menor dose testada,
constatou que a acao do complexo, assim como do bromazepam, foi reduzida em
parametros fundamentais relativos a atividade tipo ansiolitica no teste labirinto em cruz

elevado, caracterizando que a sinalizagao é mediada via receptor GABAA.
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Apéndice A — Espectro de RMN de 'H do Bromazepam (BMZ) em DMSO-ds.
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Apéndice B — Espectro de RMN de *C do Bromazepam (BMZ) em DMSO-ds.
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Apéndice C — Espectro de massas do (BMZ) por CG-EM e a rota de fragmentagao proposta.
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