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RESUMO

O planejamento de compostos candidatos a farmacos se configura como uma importante
estratégia da Quimica Medicinal para a descoberta de fontes alternativas no tratamento de
diversas patologias, dentre estas, tem-se os transtornos de ansiedade (TA). Os problemas
relacionados aos TA acometem milhares de pessoas no mundo todo, sendo que 0s
benzodiazepinicos se destacam como farmacos de primeira escolha para o tratamento. Esses
fatos inspiraram como elaboracdo deste trabalho de pesquisa, tendo como objetivos:
sintetizar complexos de palddio(ll) e platina(ll) contendo ligantes benzodiazepinicos —
Diazepam (DZP), Bromazepam (BMZ), Alprazolam (APZ) —, a fim de avaliar as atividades
bioldgicas dos mesmos no combate a ansiedade e ao estresse oxidativo. Foram sintetizados
dezessete complexos metalicos, a maioria organometalicos, derivados de compostos
benzodiazepinicos com rendimentos considerados de moderados a bons. Alguns dos
complexos foram obtidos a partir de outros complexos benzodiazepinicos, geralmente
diméricos, empregando reacdes, como por exemplo, de substituicdo e adicdo de ligantes e
de insercdo de alcinos em complexos contendo ligacdo Pd-C. Usando essas estratégias,
foram preparados compostos com dois ligantes bioativos (hibridos). Por exemplo, foram
preparados complexos de Pd(11) a partir do dimero [(DZP)PdOAc]2 contendo, além do grupo
farmacoforico benzodiazepinico, os ligantes derivados dos acidos isonicotinico (Al) e
nicotinico (AN). Os complexos metalicos isolados foram bem caracterizados por técnicas
espectroscopicas, exceto aqueles modificados por reacdes de insercéo de alcinos na ligacéo
metal-carbono, os quais, apesar de puros, necessitam de mais caracterizacbes para a
determinacdo adequada de sua estrutura. Os testes para verificagdo da capacidade
antioxidante dos complexos obtidos demonstraram resultados promissores, com destaque ao
complexo [(BMZ)PdCI;]. Vale destacar que os estudos para avaliagdo da atividade
antioxidante destes compostos sdo importantes, visto que em casos de TA, elevados graus
de estresse oxidativo podem estar associados. Os estudos de avaliacdo ansiolitica do
complexo [(DZP)PdCI]. demonstrou um efeito ansiolitico na dose de 0,15 mg/kg (0,176
pumol/kg), para o teste de labirinto em cruz elevado (LCE), ndo promovendo alteracdes na
atividade locomotora e nem efeito amnésico nessa dose administrada. Por fim, os resultados
obtidos no LCE demonstram que o efeito do tipo ansiolitico promovido pelo complexo é
mediado via receptor GABAA.

Palavras-chave: Complexos metalicos. Compostos organometalicos. Paladaciclos.
Benzodiazepinicos. Quimica Medicinal. Transtornos de ansiedade. Ansioliticos. Estresse
oxidativo.



ABSTRACT

The planning of drug candidate compounds is an important strategy of Medicinal Chemistry
for the discovery of alternative sources in the treatment of several pathologies, such as
anxiety disorders (TA). Problems related to TA affect thousands of people worldwide and
benzodiazepines stand out as drugs of first choice for treatment. These facts inspired the
elaboration of this research work, with the following objectives: to synthesize palladium(ll)
and platinum(ll) complexes containing benzodiazepine ligands — Diazepam (DZP),
Bromazepam (BMZ), Alprazolam (APZ) —, in order to evaluate how their biological
activities are combating anxiety and oxidative stress. Seventeen metal complexes have been
synthesized, most of them organometallic derived from benzodiazepine compounds with
yields considered moderate to good. Some of the complexes were obtained from other
benzodiazepine complexes, generally dimeric, employing reactions such as substitution and
addition of ligands and insertion of alkynes in complexes containing Pd-C bond. Using these
strategies, compounds with two bioactive ligands (hybrids) were prepared. For example,
Pd(I1) complexes were prepared from the [(DZP)PdOAc]. dimer containing, in addition to
the benzodiazepine pharmacophoric group, the ligands derived from isonicotinic (Al) and
nicotinic (AN) acids. The isolated metal complexes were well characterized by spectroscopic
techniques, except those modified by reactions of insertion of alkynes in the metal-carbon
bond, which although pure need further characterization for the proper determination of their
structure. Tests to verify the antioxidant capacity of the obtained complexes demonstrated
promising results, with emphasis on the [(BMZ)PdCl,] complex. It is worth mentioning that
studies to assess the antioxidant activity of these compounds are important, since in cases of
TA high levels of oxidative stress may be associated. The anxiolytic evaluation studies of
the [(DZP)PdCI]. complex showed an anxiolytic effect at a dose of 0.15 mg/kg (0.176
pumol/kg), for the elevated plus maze test (EPM), not promoting changes in the locomotor
activity and no amnesic effect at this administered dose. Finally, the results obtained in the
EPM demonstrate that the anxiolytic-like effect promoted by the complex is mediated via
the GABAA receptor.

Keywords: Metal complexes. Organometallic compounds. Paladacycles. Benzodiazepines.
Medicinal Chemistry. Anxiety disorders. Anxiolytics. Oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

Os farmacos sdo, geralmente, compreendidos como compostos organicos ativos
planejados ou ndo pelo homem. No entanto, metais podem estar associados, ou melhor,
formando complexos com esses farmacos, promovendo novas propriedades biologicas com
propriedades farmacoldgicas diferenciadas.

A sintese de compostos contendo um ou mais elementos metalicos em sua estrutura
€ uma estratégia que o quimico medicinal pode adotar para o planejamento de novos
farmacos (BERALDO, 2005). Nesse sentido, planejou-se a sintese de complexos de
paladio(ll) contendo derivados benzodiazepinicos como ligantes. Alguns exemplos ja sao
conhecidos na literatura, em que o Diazepam € empregado como ligante para obter
complexos organometalicos de paladio, mais especificamente, paladaciclos a partir de
reacOes de ativacdo da ligacdo C-H (BARROS et al., 2016; OMAE, 2004).

Por sua vez, os transtornos de ansiedade (TA) vém acometendo mais pessoas a cada
ano, trazendo tanto prejuizos para a salde quanto também economicamente, uma vez que
sdo empenhados altos valores de capital para o tratamento dessa patologia (CRASKE et al.,
2017). Dentre os farmacos de escolha para o tratamento, temos o0s benzodiazepinicos, 0s
quais possuem atividade neuronal capaz de tratar esses transtornos, em sua maioria. A
escolha de benzodiazepinicos como objeto de estudo desse trabalho se deu pelo fato de serem
farmacos com propriedades bioativas ja conhecidas e reportadas na literatura, além de serem
capazes de formar complexos organometalicos com metais como ouro (MINGHETTI et al.,
1998), platina (STOCCORO et al., 1994), paladio (CINELLU etal., 1991), cobre (MOSSET
et al., 1980), dentre outros (PEREZ et al., 2002; VISNJEVAC et al., 2002).

Nesse contexto, estudos voltados a sintese e avaliacdo da atividade bioldgica de
complexos metélicos contendo ligantes benzodiazepinicos, tal como Diazepam-paladio(ll)
podem aumentar consideravelmente as possibilidades de desenvolvimento de
metalofarmacos como novas formas de tratamento dos TA ou mesmo outras doencas. De
fato, € nesse contexto que este trabalho estd inserido. Para tanto, sintetizamos complexos
derivados do Diazepam (DZP) (Figura 1) e do Bromazepam (BMZ), ambos
benzodiazepinicos passiveis de se ligarem a metais (como paladio e platina, ambos

empregados neste trabalho).
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Figura 1 — Estrutura do Diazepam com destaque para o nucleo benzodiazepinico.
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Fonte: Autor, 2023.
A propria estutura quimica do Diazepam e de outros benzodiazepinicos é favoravel
a reagodes de ciclometalacdo, promovendo a formacdo de um ciclo de 5 membros, como

observado na figura a seguir.

Figura 2 — Regido do Diazepam favoravel a ciclometalacdo e estrutura basica do
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metalaciclo formado.

Fonte: Autor, 2023.

Dentre as possibilidades de moldar as caracteristicas de um composto e torna-lo um
candidato a farmaco, encontramos aquelas relacionadas a formacdo dos chamados
compostos hibridos, nos quais resultam de combinacBes de compostos bioativos com
propriedades ja conhecidas (BARRULAS, 2014; DIAS, 2015). Essa estratégia vem se
destacando como uma alternativa bastante promissora, uma vez que é possivel obter um
candidato a farmaco com algumas propriedades moldadas conforme a necessidade clinica
ou objetivando melhorias nas caracteristicas fisico-quimicas do composto como
solubilidade, maior estabilidade, dentre outros. Espera-se, com esse trabalho, obter
resultados significativos que auxiliem na compreensdo da atividade farmacologica de
complexos metélicos contendo ligantes benzodiazepinicos, contribuindo, assim, para o

avanco da pesquisa voltada para a quimica medicinal de metalofarmacos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Transtornos de Ansiedade
2.1.1. Consideracdes Gerais

A ansiedade, em sentido mais amplo, € vista como uma reac¢do normal do organismo
as diversas situacdes do cotidiano, se apresentando tanto como um estado interno do falante,
quanto de processos comportamentais, desencadeando esse estado. Nesse contexto, a
ansiedade implica em uma condicdo de divida, incerteza ou até mesmo impoténcia do
organismo frente a uma determinada situacdo (BRAGA et al., 2010; ZAMIGNANI;
BANACO, 2005).

Quando ha uma resposta adaptativa do organismo e uma consequente execucdo
natural das atividades, a ansiedade é considerada normal. Entretanto, quando a mesma leva
a algum sofrimento, ultrapassando essa normalidade e trazendo prejuizo a salde da pessoa,
essa condicdo passa a ser patologica, sendo chamada de Transtorno de Ansiedade (TA).
Emocionalmente, o individuo pode manifestar sensa¢cdes de medo, inseguranca ou estar em
estado de alerta; fisiologicamente, pode acarretar insonia, taquicardia, desordens intestinais,
palidez, dentre outros (GIUNTINI, 2006). Assim como a ansiedade, 0 medo também possui
um sentido adaptativo e evolutivo, embora sejam conceitos diferentes, uma vez que, no
medo, conhecemos a fonte causadora desse sentimento, mas na ansiedade ndo se conhece
essa fonte, tratando-se de uma expectativa futura (AMERICAM PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2014; SILVA, 2019).

Vale ressaltar, ainda, que os TA muitas vezes estdo correlacionados com outras
patologias como a depressdao, na qual estudos revelam uma forte correlacdo entre esses
problemas, levando até mesmo ao surgimento de apneia do sono, por exemplo
(WIERSEMA; VAN ZELST; VOSHAAR, 2018; ZHOU et al., 2017). Dados da literatura
reportam também a presenca de TA em pacientes com transtorno bipolar (TB), sendo menos
intenso no TB tipo | comparado ao TB tipo Il (ESER et al., 2018), em pacientes com dores
crénicas (CSUPAK et al., 2018), e o desencadeamento de problemas e outros de ordem
psiquiatrica em pacientes com cancer (SHIM et al., 2017).

Em um estudo realizado a nivel global, foi constatado que 1 a cada 5 pessoas

(aproximadamente 17%) possui um transtorno mental comum. Outros 29,2% foram
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identificados como tendo apresentado algum tipo de transtorno durante a vida (STEEL et al.,
2014). Vale ressaltar, ainda, que segundo Bandelow e Michaelis (2015), ndo ha evidéncias
que as taxas de prevaléncia dos TA tenham se alterado nos ultimos anos. Em 2010, mais de
60 milhdes de europeus apresentaram algum distarbio de ansiedade, acarretando um custo
total de mais de 74 bilhGes de euros com custos como incapacidade com a populacéo
europeia (CRASKE et al., 2017).

No Brasil, foi observado que apds cerca de 12 meses, 12,7% da populacdo em S&o
Paulo apresentava ansiedade, dados que se aproximaram também do observado na cidade do
Rio de Janeiro, com 12,1% da populacdo. Uma das possiveis justificativas para tais dados
esta no fato dessas cidades estarem mais expostas a violéncia. As incidéncias foram ainda
mais predominantes nas mulheres em relacdo aos homens (BLAY et al., 2018). Em trabalhos
reportados na literatura, o sexo feminino e o histérico familiar de ansiedade sdo alguns
fatores para a presenca dessa patologia. Nos homens, esse quadro é mais presente em quem
faz uso de substancias como o alcool, por exemplo (CRASKE et al., 2017; KESSLER et al.,
2007; SHIMADA-SUGIMOTO; OTOWA; HETTEMA, 2015; STEEL et al., 2014).

2.1.2. Tratamento

O tratamento para a ansiedade passa a ser uma alternativa no momento em que o
paciente mostra um quadro de angustia ou apresenta comorbidades. Esse tratamento pode
ser apenas a nivel ambulatorial, mas a hospitalizacdo poderd ocorrer caso a resposta ao
tratamento ambulatorial ndo seja bem-sucedido. Vale salientar que é de grande importancia
que o paciente seja esclarecido a respeito do diagnostico e tratamentos disponiveis, o que
caracteriza uma “psicoeduca¢ao” (BANDELOW; MICHAELIS, 2015; BANDELOW;
MICHAELIS; WEDEKIND, 2017; PEEDICAYIL, 2020).

Diversos fatores devem ser levados em consideracdo ao buscar um plano de
tratamento para os TA. Nesse tratamento, pode haver psicoterapia, farmacoterapia e outras
intervencdes. Entretanto, mesmo havendo tratamento eficaz para os TA, diversos pacientes
acabam ndo buscando os servigos de saude, e dentre os que buscam, uma porcentagem alta
ndo é diagnosticada corretamente. Ndo ha evidéncias ou dados de que essa realidade no
sistema de salde tenha se alterado nos udltimos anos (BANDELOW; MICHAELIS;
WEDEKIND, 2017; GRIEBEL; HOLMES, 2013).
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2.1.21.  Tratamento psicoldgico como medida ndo medicamentosa

Porto e colaboradores (2008) relata contribuicfes especificas das neurociéncias para
a terapia cognitivo-comportamental, na qual se encoraja o paciente a desafiar os medos e o
pensamento negativo. Durante as exposic¢Oes, o paciente deixa 0 seu senso de controle mais
fortalecido e reduz expectativas futuras de dano. Esse processo tem importante valor
adaptativo, uma vez que busca a nao realizacdo de comportamentos inadequados. Nesse
sentido, percebe-se que as estratégias de exposicdo, de distracdo e até mesmo de
reestruturacdo cognitiva sdo eficazes na regulagdo emocional. Atualmente, a terapia
cognitivo-comportamental € tida como a abordagem ndo farmacoldgica mais validada para
0s TA (CHRISTENSEN; BATTERHAM; CALEAR, 2014; METZLER; MAHONEY;
FREEDY, 2016).

A hipnose, a andlise de imagens e a terapia psicodindmica breve sdo outras
alternativas de tratamento para os TA. Outra alternativa terapéutica ndo farmacolégica
reportada na literatura inclui a meditacdo baseada na atencdo, relaxamento muscular e
exercicios respiratorios. Vale ressaltar que essas opcOes sdo terapias coadjuvantes nas
principais etapas do tratamento dessa patologia (METZLER; MAHONEY; FREEDY,
2016).

Ainda néo foram localizados registros publicados a respeito de comparacdes entre o
uso de farmacos e as terapias alternativas nos TA (CHRISTENSEN; BATTERHAM,;
CALEAR, 2014). Varios estudos vém sendo realizados e, dentre esses, 0s estudos
epidemiolégicos podem auxiliar no planejamento de programas de tratamento e prevencao,
assim como compreender as causas e origens desses distarbios (BANDELOW;
MICHAELIS, 2015; BANDELOW; MICHAELIS; WEDEKIND, 2017).

2.1.2.2. Tratamento medicamentoso

Séo diversos os recursos farmacoldgicos que contamos atualmente para o tratamento
dos TA e incluem as seguintes classes de medicamentos: benzodiazepinicos (BZDs),
antidepressivos, barbitdricos, carbamatos, noradrenérgicos, anti-histaminicos e outros como
0 acido glutamico e a buspirona (AMARAL; MACHADO, 2012; BRAGA et al., 2010;
FARIA et al., 2019; SHADER; GREENBLATT, 1993).
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Os BZDs estédo entre os farmacos mais utilizados para o tratamento de, pelo menos,
trés TA (ansiedade generalizada, transtorno do panico e fobia social). Entretanto, o seu uso
e o efeito a longo prazo acabam levando a se pensar no custo-beneficio a respeito do uso
desses farmacos (BRAGA et al., 2010). O risco de abuso e dependéncia por esses
medicamentos acabam levando pacientes, clinicos e pesquisadores a resistirem quanto ao
uso dos mesmos (ANDREATINI; LACERDA; ZORZETTO FILHO, 2001; ARORA et al.,
2020). Diferente dos antidepressivos, os BZDs ndo causam insdnia nem aumento do
nervosismo. No entanto, em pacientes mais idosos, pode comprometer as funcdes cognitivas,
além de levar a dependéncia em pacientes com predisposicdo ao abuso de substancias
(BANDELOW; MICHAELIS; WEDEKIND, 2017).

No que se refere aos antidepressivos, 0 uso dos mesmos para a ansiedade é bem
consolidado na literatura, seja o uso dos triciclos ou até mesmo os inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina — ISRSs (GRAEFF, 2003; GRAEFF, 2002) e noradrenalina
(ANDREATINI; LACERDA; ZORZETTO FILHO, 2001; BRAGA et al., 2010). Estudos
demonstram que cada vez mais estd aumentando o uso dos antidepressivos para tratar a
ansiedade. O fato de haver menor incidéncia de efeitos adversos, assim como uma boa agédo
no tratamento dos transtornos emocionais e psicoldgicos da ansiedade, faz com que ISRSs
sejam os farmacos de primeira escolha em detrimento aos BZDs e outros antidepressivos
triciclicos (BANDELOW; MICHAELIS; WEDEKIND, 2017; SILVA, 2019). Os farmacos
bloqueadores alfa-adrenérgicos agem no sistema nervoso central (SNC), ndo atuando
diretamente nos componentes da ansiedade. Por isso, sdo farmacos de segunda ou terceira
escolhas. J& outros farmacos, como a buspirona, vém sendo utilizados nesse tratamento,
embora ainda ndo se tenha a comprovacao de uma acao superior aos farmacos de primeira
escolha. Alguns relatos na literatura a respeito de drogas anti-histaminicas demonstram o
efeito ansiolitico da hidrazina ja na primeira semana de uso, além de ndo haver sintomas
apos a descontinuidade do uso do medicamento (ANDREATINI; LACERDA; ZORZETTO
FILHO, 2001; BANDELOW:; MICHAELIS; WEDEKIND, 2017; BRAGA et al., 2010).

2.1.2.3. Novas alternativas farmacoldgicas para os transtornos de ansiedade

A falta de resposta adequada ao tratamento para os TA faz com que novas alternativas

sejam buscadas e novos estudos sejam realizados nesse sentido. Dessa forma, novas opgoes
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farmacoldgicas podem contribuir significativamente para a compreensdo das bases
neurobioldgicas envolvidas nesses distirbios (MURROUGH et al., 2016; SILVA, 2019).

O uso de produtos fitoterapicos ja € conhecido hd muito tempo, e vem aumentando
gradativamente o emprego das plantas medicinais no combate a ansiedade. Registros ja
mencionam fitoterapicos com efeito ansiolitico (GUTIERREZ; CHILPA; JAIME, 2014). Ha
estudos que relatam a relagdo entre peptideos e os transtornos de ansiedade e depressdo
(LACH et al., 2018). J& outros, mostram que complexos metéalicos mostram atividade
anticonvulsivante e ansiolitica em camundongos (BARROS et al., 2016; CORREIA, 2017;
SILVA, 2019; ZHANG; YAO, 2018).

2.2. Ansiedade e Estresse Oxidativo

Muitos dos estudos envolvendo o equilibrio redox na fisiopatologia dos TA foram
realizados, sendo que alguns desses sugerem que processos oxidativos fora do equilibrio sdo
comuns em transtornos psiquiatricos. Assim, ha a necessidade de desenvolver intervencgdes
nesse campo de estudo (NG et al., 2008).

Segundo Sies (1997), o estresse oxidativo (EO) é caracterizado quando o equilibrio
redox é favorecido para a formacao de radicais livres e outras espécies reativas, tanto devido
ao aumento da sua producdo quanto a uma deficiéncia nas defesas antioxidantes. No caso de
um quadro de EO, o dano celular pode ser uma lesdo estrutural ou até mesmo apoptose e
necrose celular (DAVIS, 2000; FINKEL; HOLBROOK, 2000; SANTOS, 2017). Vale
destacar que a alta taxa de metabolismo e a utilizagdo de oxigénio acaba levando a producéo
de radicais livres no cérebro, tornando-o particularmente vulneravel (HALLIWELL, 2006;
VALKO et al., 2007).

De fato, sdo recentes os estudos que correlacionam EO e ansiedade, mostrando
correlagbes importantes, tanto em modelos animais como em estudos com humanos
(BULUT etal., 2013; EMHAN et al., 2015; NG et al., 2008). Trabalhos na literatura apontam
gue doses ansiogénicas de vitamina A foram capazes de induzir o EO no hipocampo dos
ratos, com aumento dos niveis de biomarcadores do EO, como superdxido dismutase (SOD)
e catalase (CAT) (OLIVEIRA et al., 2007). Em humanos, foram relatados um aumento nas
taxas de peroxidacdo lipidica nos transtornos de ansiedade generalizada (BULUT et al.,
2013; EMHAN et al., 2015).
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Estudos realizados por Fonteles e colaboradores (2016) demonstraram atividade
antioxidante significativa para os farmacos Levetiracetam (um anticonvulsivo) e
Clonazepam (um ansiolitico benzodiazepinico). Os testes realizados in vitro utilizaram acido
ascorbico como antioxidante de referéncia e, como marcadores de EO, utilizou-se
peroxidagdo lipidica, niveis de nitrito-nitrato, atividade catalase e niveis reduzidos de
glutationa (GSH). Os farmacos demonstraram propriedade antioxidante, impedindo
mudangas pré-oxidativas. Resultados como esse revelam dados importantes na elucidacéo

da protecédo contra o0 EO no mecanismo neuroprotetor de farmacos com acdo no SNC.

2.3. Farmacologia dos benzodiazepinicos

2.3.1. Contexto historico dos BZDs

Sternbach e seu grupo desenvolveram, em meados dos anos 1950, um dos primeiros
benzodiazepinicos com acdo tranquilizante, a partir de uma demanda que vislumbrava a
obtencdo de um farmaco tranquilizante mais potente que o0s ja existentes no mercado.
Inicialmente, com base em experiéncias sintéticas anteriores, optaram por modificar
estruturalmente substancias relativamente novas a época, mas nunca exploradas para acédo
tranquilizante. As primeiras substancias sintetizadas para tanto (Figura 3) ndo possuiam a
atividade desejada, nem mesmo quando Se removia 0 oxigénio ou quando se realizava a

hidrogenacdo da estrutura (Figura 3).

Figura 3 — Algumas substancias relatadas ao estudo de Sternbach (1).
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Fonte: STERNBACH, 1979.

No entanto, em meados de 1957, observou-se atividade interessante nos testes de
atividade farmacoldgica para o composto A (Figura 4). Em vérios testes de atividade

farmacologica, o novo composto foi mais ativo que o farmaco de primeira escolha
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comercializado até entdo no mercado. Apos uma série de testes, esse composto foi
comercializado a partir de 1960 com o nome de Clordiazep6xido, um dos primeiros BZDs
com atividade ansiolitica conhecida. Apos hidroélise acida, chegou-se a substéancia B (Figura
4), de mesma atividade de A, porém, mais estavel (STERNBACH, 1979).

Figura 4 — Algumas substancias relatadas ao estudo de Sternbach (11).
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Desde entdo, outros estudos levaram a producao de substancias tdo potentes quanto

Fonte: STERNBACH, 1979.

o Clordiazepoxido (substancia A, Figura 4), tal como o Diazepam (DZP) (substancia C,
Figura 4) (3 a 10 vezes mais potente), descoberto em 1963. ApoOs diversos estudos e
pesquisas, confirmou-se que determinadas posi¢cOes na estrutura do composto podiam
aumentar ou até mesmo inibir a atividade (Figura 5) (STERNBACH, 1979; MOHSIN;
QADIR, 2015).

No anel A, (posicao 7) (Figura 5), a atividade é aumentada com grupos retiradores
de elétrons como halogénios, NO, CFs, e reduzida por grupos doadores de elétrons, CHs e
OCHea. A atividade é reduzida em qualquer outra posicéo diferente de 7 no anel A. No anel
B, aumenta com uma metila na posicdo 1 e diminui com grupos maiores, sendo inativo com
0 grupo terc-butil. No anel C, aumenta com halogénios na posicao 2 (por exemplo Cle F) e
reduz com substituintes na posicao 4. Além disso, vale ressaltar que poucas substancias com
um anel diferente do benzeno em C (Figura 5) possuem atividade. Uma dessas substancias
é 0 Bromazepam (BMZ). Estudos mais recentes revelam também propriedades interessantes
com os chamados triazolobenzodiazepinicos, aumentando a gama de possibilidades e
combinagdes de obter substancias farmacologicamente ativas no combate a patologias como
a ansiedade, a depressdo e a convulsdo, por exemplo (STERNBACH, 1979; MOHSIN;
QADIR, 2015).



Figura 5 — Relagéo estrutura-atividade dos BZDs.
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2.3.2. Mecanismo de acéo dos BZDs

30

Os BZDs podem atuar no acido gama-aminobutirico (GABA), aumentando a

inibicdo mediada por esse &cido, agindo especificamente nos receptores GABAA (Figura 6).

Esses receptores constituem-se como 0s mais abundantes dessa classe que atua no SNC

formando um canal i6nico para ions cloreto quando duas moléculas de GABA se ligam

(GOLAN, 2005; CORREIA, 2017; SOLOMON et al., 2019).

Figura 6 — Estrutura pentamérica do receptor GABAA.
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O GABAA corresponde a um conjunto de glicoproteinas pentaméricas nos quais, por

conterem Varios sitios moduladores, podem se ligar a outros farmacos (Figura 7). No entanto,

ainda se estuda estabelecer a localizacdo definitiva desses sitios (Figura 8) (GOLAN, 2005;

CORREIA, 2017).

Figura 7 — Sitios de ligacao do receptor GABAA.
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Vale ressaltar que os BZDs atuam modulando os efeitos do GABA e ndo 0s

substituem. A ligacdo alostérica ao receptor GABAA amplia o canal para cloreto, o que

resulta em uma hiperpolarizacdo do neurénio pés-sinaptico (DE WAELE et al., 2013;

CORREIA, 2017).
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Figura 8 — Receptor GABAA com os sitios de ligacdo alostérica.
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Fonte: LULMANN et al., 2005.

2.3.3. Uso de benzodiazepinicos e seus derivados nos transtornos de ansiedade e outras

doencas correlatas

Dentre os efeitos que os BZDs podem apresentar podemos destacar os sedativos,
ansiolitico, indutores do sono, miorrelaxante, anticonvulsivante e anestésico, reduzindo,
inclusive a necessidade de agentes anestésicos (GOLAN, 2005). Algumas caracteristicas
farmacoldgicas fizeram com que os BZDs ampliassem consideravelmente seu uso clinico
(MELO, 2014), substituindo os barbitaricos, inclusive, pois apresentam caracteristicas
como:

e Grande distancia entre a dose terapéutica e a depressdo do SNC, permitindo grande
margem de seguranga quanto ao aparecimento de depressao respiratoria;

e Menor potencial de dependéncia fisica e psiquica;

e Na&o produzem inducdo enzimética consideravel, ndo interferindo no metabolismo de
drogas que possam estar sendo usadas a0 mesmo tempo.

No Brasil, os BZDs séo a terceira classe de farmacos mais utilizada (MELO, 2014).
Entre 2009 e 2013 houve um aumento de 5 milhdes de caixas vendidas, passando de 12 para
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17 milhdes, um aumento de 42% (FOLHA DE SAO PAULO, 2014). Dentre os farmacos
disponiveis no Brasil dessa classe, temos: Alprazolam, Bromazepam, Clonazepam,

Clordiazepdxido, Cloxazolam, Diazepam e Lorazepam (MELO, 2014) (Figura 9).

Figura 9 - Benzodiazepinicos comercializados no Brasil.
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Fonte: Autor, 2023.

Os efeitos adversos de farmacos utilizados atualmente para o tratamento da epilepsia,
associado ao fato de que um terco dos pacientes tratados ndo ficam completamente livres de
convulsdes, levaram o Grupo de Catalise e Reatividade Quimica, em parceria com outros
grupos, a pesquisar e sintetizar complexos de paladio(ll) derivados do Diazepam e testa-los
quanto as atividades anticonvulsivante, antioxidante e citotoxica. Apesar dos mesmos
apresentarem citotoxicidade mais elevada, comparados ao Diazepam, um dos complexos
derivados do Diazepam demonstrou resultados significativos para inibir as convulsoes. Parte
destes resultados foram publicados no Journal of Inorganic Biochemistry (BARROS et al.,
2016).

Em seguida, em um trabalho de colaboracdo, Silva (2019) avaliou, de forma
preliminar, a atividade ansiolitica de um complexo de paladio(ll) derivado do Diazepam.
Porém, vale ressaltar que se tratou do primeiro estudo com esse complexo benzodiazepinico
demonstrando que 0 mesmo apresenta efeito do tipo ansiolitico e que 0 mesmo ndo afeta a

atividade locomotora e nem promove efeito amnésico.
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2.4. Quimica Medicinal e Metalofarmacos

2.4.1. Contexto Histérico

A Quimica Medicinal é um campo da quimica que se utiliza de aspectos das ciéncias
biologica, médica e farmacéutica, visando planejar, sintetizar e identificar compostos
biologicamente ativos com a finalidade de construir relagcdes entre a estrutura quimica e a
atividade farmacoldgica dos prototipos (LIMA, 2007).

Até a descoberta das propriedades antitumorais do cisplatina, pensava-se que
praticamente somente 0s compostos organicos possuiam propriedades medicinais. No
entanto, esse pensamento foi revertido, em 1978, quando esse composto foi utilizado
clinicamente, reduzindo consideravelmente o nimero de pacientes com tumor de testiculo,
por exemplo. A partir desse marco, houve um consideravel interesse pelas propriedades dos
complexos metalicos como agentes terapéuticos, passando a serem investigados e
empregados de forma racional (BERALDO, 2005; BERALDO; MORTIMER, 2005).

Alguns exemplos estdo indicados na Tabela 1.

Tabela 1 — Usos medicinais de alguns metais complexados com compostos organicos.

Metal Aplicacao

Antimonio (Sb) Tratamento de leishmaniose.
Bismuto (Bi)  Tratamento de Ulcera gastrica.
Ferro (Fe) Emergéncias hipertensivas.
Ouro (Au) Tratamento de tuberculose e artrite.
Platina (Pt)  Tratamento de tumores.

Fonte: BERALDO, 2005.

O quimico inorganico medicinal dispée de diversas metodologias para o
desenvolvimento de novos farmacos, envolvendo o planejamento dessas drogas com base
em propriedades como a lipofilia e farmacocinética, além da combinagdo com as
propriedades inerentes a porcdo metalica do complexo como propriedades magneticas,
estados de oxidacéo, dentre outros. Tais estratégias para o desenvolvimento e identificacao

de possiveis compostos bioativos baseiam-se em modificacbes planejadas na estrutura
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quimica de outros com atividades farmacoldgicas ja conhecidas (BERALDO, 2005; LIMA,
2007; PAULA et al., 2005).

Sabe-se que alguns metais sdo empregados pela natureza em sistemas bioldgicos,
porém alguns questionamentos surgem no tocante ao emprego dos mesmos COMO
medicamentos. Um dos maiores desafios é combinar as propriedades organicas do composto
as inorganicas, geralmente inerentes a porcdo metalica dos complexos, pois o perfil
fisiolégico das drogas pode alterar significativamente quando cations metalicos sdo
coordenados, podendo tanto reduzir os efeitos colaterais quanto elevar sua toxicidade
(BENITE; MACHADO; BARREIRO, 2007).

O emprego de alguns metais, tidos como essenciais ao organismo, se contrapfe a
toxicidade dos farmacos, o que justifica o fato de estarem sendo substituidos pelo principio
dose-resposta, uma vez que 0S compostos essenciais também podem apresentar efeitos
deletéricos, quando empregados em altas doses (BERALDO, 2005). Além disso, a utilizacdo
de ligantes que possuem elevada bioatividade vem se constituindo como uma importante
estratégia para obtencdo de metalofarmacos eficazes no tratamento de doengas como cancer,
por exemplo. Os efeitos colaterais, resisténcia celular e baixa solubilidade do cisplatina,
levaram a estudos visando a obtencdo de novos compostos modificados estruturalmente a
fim de melhorar suas caracteristicas bioativas. Nesse sentido, alguns exemplos importantes
de complexos ativos que agem em células resistentes ao cisplatina sdo complexos de platina
e paladio com ligantes organicos, como tiossemicarbazonas (Figura 10) (FONTES; CESAR;
BERALDO, 2005).

Figura 10 — Estrutura do cisplatina (1), estrutura genérica dos tiossemicarbazonas (2)
e estrutura dos complexos de paladio (3), M = Pd(ll) e platina, M = Pt(ll) com

fenilacetaldeido tiossemicarbazona.
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Como exemplos da utilizagcdo de metais no tratamento de patologias na Medicina,
podemos citar: 0 uso do mercdriocromo, com atividade antisséptica; o nitroprussiato de
sodio, um complexo de ferro(ll)-nitrosila empregado no controle da pressao arterial; o
titanoceno, com atividade antitumoral e identificado pela primeira vez em 1979; a
gadodiamida, um complexo de gadolinio aprovado para uso clinico na deteccdo de
anormalidades na circulagdo sanguinea do cérebro; dentre outros (Figura 11) (BENITE;
MACHADO; BARREIRO, 2007).

Observa-se também o uso de fontes de elementos da quimica inorganica como
suplementos fundamentais para o desenvolvimento correto e balanceado dos processos
fisiologicos e metabdlicos nos seres vivos (BARAN, 2005), assim como o uso de
radiofarmacos em diagndsticos de patologias e disfunges (ARAUJO, 2005) e até mesmo a
correlacdo do uso de lipossomas do sistema biolégico como carreadores de metalofarmacos
no combate & leishmaniose e a esquistossomose (DEMICHELI; FREZARD, 2005).

Figura 11 — Estrutura quimica de alguns metalofarmacos.
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Dessa forma, observa-se que a Quimica Inorgénica Medicinal compreende uma éarea
de estudo bastante abrangente no desenvolvimento de compostos-protétipo com
bioatividade satisfatdria e alta biodisponibilidade. Vale destacar que a aplicacdo de
estratégias de identificacdo desses compostos baseia-se em modificacBes planejadas na
estrutura de principios ativos ja conhecidos (LIMA, 2007).

O universo da Quimica Medicinal é ainda mais amplo, uma vez que engloba tanto as
caracteristicas da Quimica Orgéanica quanto da Quimica Inorgénica, pois esta contribui
significativamente para o desenvolvimento de novos farmacos ou candidatos a farmacos e
aumento do arsenal terapéutico (BERALDO, 2005).

2.5. Complexos metalicos derivados de benzodiazepinicos

De imediato, vale destacar que ja ha relatos na literatura descrevendo a sintese de
complexos metalicos contendo ligantes BZDs, conforme pode ser visto na Tabela 2. Esses
complexos, em geral, sdo obtidos por simples coordenacdo do BZD ao centro metalico ou
via ativacdo da ligacdo C-H. Entretanto, no que se refere a estudos bioldgicos com uso de

complexos metélicos de benzodiazepinicos, encontramos poucos registros na literatura.

Tabela 2 — Complexos de metais de transi¢do contendo derivados de benzodiazepinicos

como ligantes.

Complexos metélicos Referéncias
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\N\i Visnjevac et al., 2002.
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Fonte: Autor, 2023.

Visnjevac e colaboradores (2002) sintetizaram complexos de paladio(ll) e zinco(ll)
derivados de benzodiazepinicos e avaliaram a atividade citostatica in vitro contra algumas
linhas celulares, assim como também foi avaliada a atividade antiviral em diferentes ensaios.
Apesar dos complexos ndo terem demonstrado boa atividade, ficaram esses estudos
registrados como um dos primeiros com esses tipos de complexos avaliados biologicamente.

Alguns anos depois, Basavaraju, Naik e Prabhakara (2007) sintetizaram também oito
complexos organometélicos de metais de transicdo. Foram utilizados sais de cobalto(l1),
niquel(ll), cadmio(ll) e zinco(ll), os quais foram complexados a dois derivados
benzodiazepinicos. Nesse trabalho foi investigada a atividade antibacteriana e antifangica
dos complexos metélicos e dos respectivos ligantes. Foi observado que os complexos
apresentaram maior atividade antimicrobiana que os proprios ligantes.

Spencer e colaboradores (2008) realizaram estudos in vitro de toxicidade de
complexos derivados de 1,4-benzodiazepinicos frente a uma linhagem celular de céancer
humano, além de avaliar a atividade inibitdria sobre uma das enzimas envolvidas em eventos
relacionados ao cancer, a catepsina B bovina. Dos sete complexos testados, trés
apresentaram boa atividade citotoxica do quais, dois foram bons inibidores da catepsina B e
um, inibidor moderado.

Quanto ao estudo de complexos de paladio com aplicagdes na Quimica Medicinal
podemos citar os complexos benzodiazepinicos do tipo paladaciclo [(DZP)PdCI]. e
[(DZP)PdOAc]. (PRETI; TOSI, 1979). Tais derivados organometalicos de Diazepam-

paladio(l1l) mostraram atividade anticonvulsivante significativa (BARROS et al., 2016).
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Barros e colaboradores (2016) estudaram a sintese dos paladaciclos derivados do
Diazepam por meio de reacdes relativamente simples. Foram obtidos sélidos estaveis ao ar
e com bons rendimentos a partir da ciclopaladacdo do DZP, por meio da coordenacdo do
nitrogénio do grupo imino e ativacdo da ligacdo C-H da fenila substituinte na posicéo orto,
tendo como fontes de paladio, os sais cloreto de pal&dio(ll) (PdCl.) e acetato de paladio(ll)
[Pd(OAC)2]. Os compostos foram obtidos com propor¢ées distintas de conformacéo espacial,
uma vez que foram identificados tanto isbmeros cisoides como transoides para ambos 0s
dimeros. Também foram obtidos correspondentes compostos na forma monomeérica através
da adicdo de piridina aos dimeros, a qual se coordena ao palédio, formando os monémeros
[(DZP)PACIPy] e [(DZP)PdOACPY] (Figura 12) (BARROS et al., 2016).

Figura 12 — Reac0es de ciclopaladacéo do Diazepam na presenca de sais de paladio(ll),
formando [(DZP)PdCI]2 e [(DZP)PdOACc].
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Fonte: BARROS et al., 2016.

Esses dimeros foram testados como potenciais agentes anticonvulsivos em
camundongos, os quais foram tratados com pentilenotetrazol (PTZ) e picrotoxina (PTX),

gue sdo agentes que induzem a convulsé@do. Ambos responderam positivamente aos testes
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realizados. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para a comprovacao, de fato, da eficaz
acdo desses complexos e sua utilizagdo como possiveis metalofarmacos no combate a
convulsdes (BARROS et al., 2016; BARROS, 2012).

2.6. Sintese de hibridos candidatos a farmacos como novas alternativas
farmacoldgicas

Os compostos hibridos sdo assim chamados porque buscam combinar as
propriedades tanto fisico-quimicas quanto farmacoldgicas, de duas ou mais moléculas. Tal
combinagdo se constitui como uma alternativa promissora a fim de modelar os efeitos de
farmacos ja existentes e que, algumas vezes nao apresentam o efeito desejado, ou até mesmo
fazer com que o hibrido atue por mais de um mecanismo de acdo (DIAS, 2017).

Segundo Dias (2017), a hibridacdo de farmacos é uma estratégia de design em que a
molécula obtida retém algumas particularidades. Contudo, é importante considerar que nesse
processo algumas caracteristicas inerentes aos farmacos primarios podem ser perdidas, e que
estas podem ou ndo serem mantidas quando combinadas na mesma molécula. Relatos na
literatura revelam a sintese de um hibrido no qual apresentou atividade antitumoral mais alta
que o farmaco primario, distamicina, quando testado in vitro. Foi possivel verificar a inibi¢do
da proliferacdo celular como também que a seletividade de ligacdo foi mais abrangente,
alcancando mais alvos (BARALDI et al, 1998; BARALDI et al, 1999; BARRULAS, 2014).

Rocha e Viegas Junior (2008) estudaram, a partir do planejamento de farmacos, a
sintese e a otimizagdo da rota sintética de potenciais agentes anticolinesterasicos e anti-
inflamatorios na doenca de Alzheimer. O planejamento realizado por eles pode ser visto na
Figura 13.

Também é possivel encontrar registros de testes biolégicos com potenciais hibridos
candidatos a antimalaricos (DIAS, 2015) e com propriedades sinérgicas de acao benéfica ao
tratamento da anemia falaciforme (SANTOS, 2007), evidenciando o potencial da sintese e
aplicacdo dos compostos hibridos na area bioldgica e medicinal.

O planejamento e, consequentemente, a sintese de farmacos hibridos por ligacéo
quimica de dois grupos quimicos diferentes com varios efeitos, configura-se como uma nova
estratégia em busca de novos tratamentos para os TA, baseados no conceito de moléculas

hibridas com possivel duplo modo de ligacdo (DIAS, 2015).
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Dessa forma, a sintese de compostos hibridos torna-se cada vez mais importante para
a criacdo de novos farmacos no combate a patologias que ganham resisténcia ao longo de

tratamento.

Figura 13 — Esquema de planejamento de potenciais férmacos hibridos.
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Fonte: Adaptado de ROCHA; VIEGAS JUNIOR, 2008.

2.7.  Reac0es de inserc¢do de alcinos em paladaciclos como alternativa de modelagem das

caracteristicas estruturas e fisico-quimicas de complexos organometalicos

A esta altura, vale a pena destacar uma reacdo que paladaciclos podem sofrer, e que
foi estudada neste trabalho, neste caso, reacfes de insercdo, mais particularmente, reacdes
de insercéo de alcinos na ligagdo Pd-C.

Para exemplificar, pode-se citar um dos trabalhos realizados por Karami e
colaboradores (2014); em que, partindo de um paladaciclo de cinco membros, realizaram
reacOes de mono e di-inser¢des de alcinos em complexos de paladio(1l). Como esperado, 0s

alcinos foram inseridos na ligagdo Pd-C. Em geral, a primeira insercédo, conducao a formagéo
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de um paladaciclo maior, mas ainda na forma dimérica. Por outro lado, a insercdo de duas
moléculas de alcino levam a formacdo de uma estrutura monomeérica, tanto em fungéo de
um efeito estérico, quanto a uma possivel coordenacédo intramolecular por parte da ligacao
dupla formada (Figura 14) (ALBERT et al., 1989; KARAMI et al., 2014).

Figura 14 — Mono e di-insercéo de alcinos.

©\AN\ER X =Brou Cl, R = t-Bu, R' = COOMe
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R R’
— ,BI’ /’/,, \\»‘R'
NF/)d)/ R —:‘_/ R'

< h 2 ‘\\N\
H R H

Fonte: KARAMI et al., 2014.

Outros estudos foram realizados com insercédo de alcinos a complexos de paladio. A
monoinsercdo de etil 3-fenilpropiolato na ligacdo Pd-C proporcionou a formacdo de um
produto com bons rendimentos, em sinteses realizadas por Maassarani, Pfeffer e Le Borgne

(1987b) (Figura 15). Analise elementar, aliada a analises de RMN e FTIR comprovaram as

sinteses dos compostos por adi¢cdo de uma molécula de alcino.

Figura 15 — Sinteses realizadas por monoinsercoes.

R, = COOEt, COOMe; R, = Ph

Fonte: MAASSARANI; PFEFFER; LE BORGNE, 1987h.
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Pfeffer, Pereira e Rotteveel (1989) também realizaram reacdes de ciclopaladacéo,
seguida de insercBes de alcinos ao complexo levando a formacdo de um dimero estavel
quando inserida uma molécula de dimetil acetilenodicarboxilato em cloroférmio, sob refluxo
(Figura 16). No entanto, quando o precursor foi tratado com excesso do correspondente
alcino, ndo foi possivel isolar um composto contendo paladio. Por outro lado, a reagcdo com
excesso de etil 3-fenilpropiolato, em clorobenzeno (PhCI), & temperatura ambiente,
proporcionou a formagdo do mondmero, sem a saida do paladdio do composto. Foram
inseridas duas moléculas de alcino por atomo de paladio no complexo. Vale ressaltar que
ndo foi observada a insercdo de apenas uma molécula desse alcino, mesmo variando as

proporgdes estequiométricas e as condigdes da reagao.

Figura 16 — Reac¢6es com alcinos.
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Fonte: PFEFFER; PEREIRA; ROTTEVEEL, 1989.

Alcinos como o difenilacetileno foram também utilizados em reac6es de di-inser¢do
em complexos de paladio(ll). O complexo reagiu separadamente com difenilacetileno, na
proporcao de duas moléculas de alcino para cada atomo de palédio. O produto obtido foi
purificado em coluna cromatogréafica de silica, obtendo-se um produto na forma monomérica
com rendimentos satisfatorios (Figura 17) (ALBERT et al., 2006; ALBERT et al., 2007).

Outra alternativa para aumentar a reatividade dos complexos é substituir o halogénio

coordenado ao metal. Nesse contexto, é possivel obter compostos analogos aos complexos
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jasintetizados a partir da reagdo do precursor organometalico com sais como iodeto de sddio
ou iodeto de potéssio que, por metétese, substitui 0 &omo de cloro na coordenagédo ao centro
metéalico (MAASSARANI; PFEFFER; LE BORGNE, 1987a).

Figura 17 — Reagéo de di-insercao com fenilacetileno.

Fonte: ALBERT et al., 2007.

Por fim, salienta-se que nos ultimos anos, tem sido crescente o interesse por reacoes
de ciclometalacdo. Cada vez mais surgem estudos voltados para os complexos metalicos dos
mais variados tipos. Com as reac6es de insercdo em paladaciclos, esse estudo ndo é diferente,
uma vez que o interesse no aprimoramento das propriedades dos complexos por meio de
modificacdes estruturais cresce cada vez mais (DUPONT; PFEFFER, 1987; SPENCER,;
PFEFFER, 1995).
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3. OBJETIVOS

3.1. Obijetivo Geral

Sintetizar complexos benzodiazepinicos de paladio(ll) e platina(ll), assim como
realizar modificagdes estruturais nos mesmos por meio de alteracdo e/ou insercdo de ligantes
no metalaciclo, e realizar ensaios biologicos para verificacdo das atividades ansiolitica e

antioxidante dos compostos sintetizados.

3.2. Objetivos Especificos

e Sintetizar complexos metélicos derivados de benzodiazepinicos como, por exemplo,
Diazepam e Bromazepam;

e Sintetizar formas monoméricas a partir da adicdo de ligantes coordenantes aos
respectivos dimeros, quando obtidos;

e Realizar modificagdes estruturais nos complexos por meio de insercdo de alcinos e/ou
coordenacao de outras moléculas com atividade bioldgica ja conhecida;

e  Caracterizar os compostos por técnicas como Espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), Espectrometria no Infravermelho Médio (FTIR), Analise Elementar e
Espectrometria de Massas;

e Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos compostos pelo método com o radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH-);

e Avaliar a atividade ansiolitica através de bioensaios com roedores.
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EXPERIMENTAL




4. EXPERIMENTAL

4.1.

o1

Atividades desenvolvidas e locais de realizacéo

As atividades desenvolvidas nesse trabalho e seus respectivos locais de realizagéo

encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3 — Locais de realizacao das atividades experimentais.

Atividades

Locais de realizacdo

Sintese dos complexos organometalicos de

paladio(ll) e platina(ll) derivados de
benzodiazepinicos; reacbes de insercdo de
alcinos aos complexos diméricos; e sintese de
compostos hibridos.

Analises por espectroscopia na regido do
infravermelho médio e Espectrometria de
Massas.

Analises por espectroscopia na regido do Uv-
Vis
antioxidante dos compostos frente ao radical
DPPH:

para a avaliacio da capacidade

Laboratério do Grupo de Catélise e
Reatividade Quimica (GCaR) do Instituto
de Quimica e
Universidade  Federal de
(IQB/UFAL), Macei6/AL.

Biotecnologia da

Alagoas

Analises de espectroscopia de ressonancia

magnética nuclear.

Nlcleo de Anélise e Pesquisa em

Ressonancia Magnética Nuclear do
Instituto de Quimica e Biotecnologia da
Universidade  Federal de

(IQB/UFAL), Maceid/AL.

Alagoas

Andlises elementares.

Central Analitica da Universidade de Sédo
Paulo, Sdo Paulo/SP.

Ponto de fusdo ou decomposicéao térmica

Laboratério de Quimica Medicinal do
Instituto de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade  Federal de
(ICF/UFAL), Maceid¢/AL.

Alagoas
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Centro de Tecnologia do Nordeste —

Espectrometria de Massas — Maldi-tof

CETENE/RECIFE - PE

Espectrometria de Massas de Alta Resolucéo

—HRMS

Universidade

Federal do Rio de

Janeiro/UFRJ/RJ

Fonte: Autor, 2023.

4.2. Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes utilizados na sintese dos complexos de partida, bem como

nas sinteses de modificacbes dos complexos e nas caracterizacbes dos mesmos estdo

presentes no Tabela 4, com sua procedéncia e férmula molecular.

Tabela 4 — Procedéncia e formula molecular dos reagentes e solventes.

Reagentes e solventes Férmula Origem
Cloreto de litio LiCl Acros Organics
Acetona P.A. C3HeO
Cloroférmio P.A. CHCIs
Diclorometano P.A. CH:Cl2 o
Dimetilsulfoxido P.A. C2Hs0S pinamica
Hexano P.A. CeH14
Metanol P.A. CH4O
Piridina P.A. CsHsN Quimibras Industrias Quimicas S.A
Brometo de potéssio KBr Sigma Centrifuges
Dimetil acetilenodicarboxilato CeHsO4
Metil-fenilpropiolato C10HsO2
lodeto de potassio Kl
Clorobenzeno CeHsCl
Cloreto de paladio(ll) PdClI; Sigma-Aldrich
Cloroférmio deuterado CDCls
Dimetilsulfoxido deuterado DMSO-ds

Celite
Acetato de paladio(ll)

Pd(C2H302)2
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Acido acético C2H40;
Trifenilfosfina P(CsHs)3

Eter etilico P.A. C4H100

Piridina deuterada CsDsN
4-dimetilaminopiridina C7H10N2

Acido nicotinico CsHsNO2

Acido isonicotinico CsHsNO2
2,2-difenil-1-picril-hidrazila

(DPPH)) C18H12N506
Diazepam C16H13CIN2O  Doacdo do Hospital Universitario /
Bromazepam C14H10BrNsO  UFAL

Fonte: Autor, 2023.

4.3. Instrumentacdo para caracterizacao

4.3.1. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Cada amostra foi solubilizada em solvente deuterado apropriado (CDClz ou DMSO-
ds, Sigma Aldrich) e transferidas para tubos de RMN. As amostras foram analisadas por
colaboradores do laborat6rio de RMN/IQB/UFAL, sob a coordenacéo do Prof. Dr. Edson de
Souza Bento. O equipamento utilizado para as analises foi o Espectrémetro Bruker Avance
600. Cada espectro foi obtido a temperatura ambiente e operando na frequéncia de 600,09
MHz para os nucleos de *H e 150,89 MHz para os ntcleos de *C. Os deslocamentos
quimicos (8) de *H, bem como os de *C, foram medidos usando-se como padréo interno o

tetrametilsilano (TMS, 6 = 0).

4.3.2. Espectrometria de massas

As anélises por espectrometria de massas foram realizadas no Laboratdrio de Catélise
e Reatividade Quimica (GCaR), no Instituto de Quimica e Biotecnologia, da Universidade
Federal de Alagoas (IQB/UFAL). Foi utilizado um Espectrometro de massas GCMS —
QP2010 / Shimadzu, por injecao direta.
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As anélises de espectrometria de massas — MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time of Flight) foram realizados no Centro de Tecnologia do
Nordeste, CETENE, Recife/PE. As analises foram feitas sem o uso da matriz, utilizando-se
um Espectrometro de Massas Autoflex!ll Maldi-TOF-TOF 200/BrukerDaltonics.

4.3.3. Espectroscopia na regido do infravermelho médio (1V)

As andlises por espectroscopia na regido do infravermelho médio foram realizadas
no Espectrofotdmetro de Infravermelho por Transfornada de Fourier, modelo Nicolet IR200
da Thermo Scientific, utilizando 0 método de transmissao e pastilhas de KBr, resultando na
média de 64 varreduras numa resolugdo de 4 cm™. Os espectros abrangeram as regides de
4000 a 400 cm'™,

4.3.4. Anédlise elementar

As analises elementares de C, H e N foram realizadas junto a Central Analitica da
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo/SP, empregando-se uma unidade Perkin-Elmer CHN
2400.

4.3.5. Espectroscopia por absorc¢do na regido do ultravioleta e visivel (UV-vis)

As analises de espectroscopia por absor¢do no ultravioleta e visivel foram realizadas
em um espectrofotdmetro Shimadzu UV-3600 (UV-vis-NIR) com detectores para a regido
de estudo de PMT (photomultiplier tubo) e InGaAs. As amostras foram acondicionadas em
uma cubeta de quartzo com caminho éptico de 1,0 cm.

4.3.6. Ponto de Fuséo e/ou degradacéo

Os pontos de fusdo foram determinados utilizando equipamento MSTecnopon®,

modelo PFMII Digital, em tubos capilares contendo cada uma das amostras individualmente.
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4.4, Procedimentos de sintese

Os procedimentos de sintese dos complexos [(DZP)PdCI]2, [(BMZ)PdCI;] e
[(BMZ)Ptl;] seguiram conforme descritos por Cinellu, Ganadu e Minghetti (1988) e Barros
e colaboradores (2016), com modificacbes. O complexo [(DZP)PdOAc]., assim como 0s
mondmeros, [(DZP)PACIPPhs], [(DZP)PdIPPhs], [(DZP)PdOACPPhs], [(DZP)PACIPY],
[(DZP)PdIPy] e [(DZP)PdCIDMAP], e os compostos hibridos [(DZP)Pd(AD]. e
[(DZP)Pd(AN)]. seguiram os procedimentos descritos por Barros e colaboradores (2016).
As reacdes de metatese halogénica para obtencao dos complexos [(DZP)PdI]2, [(BMZ)PdI2]
seguiram como proposto por Maassarani, Pfeffer e Le Borgne (1987b). Por fim, as
modificagdes estruturais dos dimeros por meio de reacGes de insercdo de alcinos ocorreram
conforme descrito por Albert e colaboradores (2007), Pfeffer, Pereira, Rotteveel (1989) e
Spencer e colaboradores (1995), com modificagdes. Todas as sinteses foram realizadas sob
atmosfera comum, a temperatura ambiente ou sob refluxo. Descri¢des com mais detalhes

estdo mostrados nos tépicos a seguir.

44.1. Sintese dos dimeros derivados do Diazepam (DZP)

44.11. Sintese do bis[2-{(7-cloro-1-metil-2-0x0-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-
il)fenil-i®>- C,N}-po-cloropaladio(I1)], [(DZP)PdCI]2

\ 0
N\§
2 O + 2 Li,PdCI — >
Cl —N 2 MeOH
-4LiCl
O -2HCI
Diazepam

[(DZP)PdCI],

Foi preparada, inicialmente, uma solugdo metandlica de Li>PdCls por meio do
seguinte procedimento: solubilizou-se o cloreto de litio (0,106 g; 2,50 mmol) em metanol
(10 mL). O cloreto de paladio(ll) (0,177 g; 1,00 mmol) foi adicionado a solugdo metanolica
que ficou sob agitacdo e aquecimento (T = 60 °C) por 10 min. Em seguida, a mistura foi
filtrada com celite, obtendo a solucdo de coloracdo castanho-escura de LioPdCls. A essa
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solugdo foi adicionado o ligante Diazepam, 7-Cloro-1-metil-2-oxo-5-fenil-3H-1,4-
benzodiazepina, (0,285 g; 1,00 mmol) sob agitacdo, seguido de aquecimento sob refluxo (T
~ 75 °C) por 1 hora e 30 minutos. Apos o tempo de reacdo, separou-se 0 precipitado do
sobrenadante por decantacdo e o sdlido obtido foi lavado com metanol até que o
sobrenadante ficasse incolor. Por fim, secou-se o material em uma bomba de alto vacuo,
obtendo-se assim um sélido amorfo amarelo. Rendimento: 75%.

Formula molecular (F.M.): C32H24Cl4N4O2Pd2. Massa molar (M.M.): 851,21 g/mol.
MALDI-TOF (sem matriz): m/z: 816 [M-CI]. Faixa de degradacao: 288-292 °C. Anal. Elem.
Teorico: C: 45,15; H: 2,84; N: 6,58. Experimental: C: 44,81; H: 2,89; N: 6,48. IV (vmax/cm’
1 KBr): 3070 — 3058 (v C-H aromatico); 2988 — 2854 (v CHz e CHa); 1685 (v C=0); 1598
— 1484 (v C=C aromatico). RMN de *H (600MHz, DMSO-ds, ppm): - Majoritario: 3,31 (s,
6H, H18); 3,95 (d, 2H, H3a, J = 12,26 Hz); 4,63 (d, 2H, H3b, J = 10,66 Hz); 7,14 (br sig,
6H, H15, H16 e H17); 7,69 (m, 8H, H6, H8, H9 e H14); - Minoritario: 3,89 (d, 1H, H3a, J
= 12,54 Hz); 4,41 (d, 1H, H3b, J = 12,58 Hz); 3,17 (s, 3H, H18). RMN de 3C (150MHz,
DMSO-ds, ppm): 178,05 (C5); 167,09 (C2); 153,94 (C13); 145,45 (C11); 142,19 (C10);
136,63 (C14); 132,90 (C8); 130,54 (C15); 130,09 (C17); 129,39 (C6); 129,21 (C12); 128,81
(CT7); 125,05 (C9); 124,47 (C16); 54,47 (C3); 35,02 (C18).

REFERENCIA: (BARROS et al., 2016; CINELLU; GANADU; MINGHETTI, 1988).

44.1.2. Sintese do bis[2-{(7-cloro-1-metil-2-0x0-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-
il)fenil-i®>- C,N}-p2-acetatopaladio(11)], [(DZP)PdOAC].

\ o
N\g
2 O —N + 2 (CzH302)2Pd _—
Cl C,H,0,
-2 CyH,40,
Diazepam [(DZP)PdOAc],

Foi preparada uma suspensao de acetato de paladio(ll) (0,20 g; 0,89 mmol) em &cido
acético (15 mL) e, em seguida, foi adicionado o Diazepam (0,285 g; 1,00 mmol). A reagédo
seguiu sob agitacao e refluxo (T = 127 °C) durante 1 hora. Em seguida, a solucéo foi filtrada
com celite e o filtrado foi levado ao vacuo para retirar todos os volateis. Apds esse periodo,

foi adicionado cloroférmio em quantidade suficiente para solubilizar o sélido e hexano até
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completa precipitagdo do composto, secando em seguida a vacuo e obtendo um solido
amorfo laranja. Rendimento: 84%.

Formula molecular (F.M.): C3sH30Cl2N4OePd2. Massa molar (M.M.): 898,39 g/mol.
MALDI-TOF (sem matriz): m/z: 839 [M-OAc]. Faixa de degradacdo: 233-237 °C. Anal.
Elem. Tedrico: C: 48,13; H: 3,37; N: 6,24. Experimental: C: 48,51; H: 3,58; N: 6,11. IV
(vma/em™, KBr): 3109 — 3012 (v C-H aromatico); 3034 — 2820 (v CHz e CH3); 1687 (v C=0
e v C=N); 1562 — 1469 (v C=C aromatico); 1562 ¢ 1417 (v as/s COO). RMN de *H (600MHz,
CDCls, ppm): - Majoritario: 3,29 (d, 2H, H3a, J = 12,73 Hz); 4,34 (d, 2H, H3b, J = 12,88
Hz); 2,22 (s, 6H, H20); 3,29 (s, 6H, H18); 6,78 (t, 2H, H16); 6,85 (t, 2H, H15); 6,95 (d, 2H,
H14, J = 7,61 Hz); 7,01 (s, 2H, H6); 7,08 (d, 2H, H17, J = 7,12 Hz); 7,24 (d, 2H, H9, J =
8,84 Hz); 7,54 (dd, 2H, H8, J = 8,81 Hz); - Minoritario: 3,02 (d, 1H, H3a, J = 12,89 Hz);
3,66 (d, 1H, H3b, J = 13,04 Hz); 3,77 (d, 1H, H3c, J = 10,48 Hz); 4,21 (d, 1H, H3d, J =
12,92 Hz); 4,62 (d, 1H, H3e, J = 13,09 Hz); 4,82 (d, 1H, H3f, J = 10,86 Hz); 3,13, 3,24 ¢
3,38 (s, 9H, H18); 2,18, 2,28 e 2,29 (s, 9H, H20). RMN de *C (150MHz, CDCls, ppm):
181,87 (C19); 177,94 (C5); 168,23 (C2); 156,65 (C13); 144,21 (C11); 141,36 (C10); 132,44
(C17); 132,29 (C8); 130,03 (C15); 129,55 (C6); 128,99 (C12); 128,79 (C14); 125,52 (C7);
124,03 (C16); 123,19 (C9); 55,72 (C3); 35,06 (C18); 24,60 (C20).
REFERENCIA: (BARROS et al., 2016).

4.4.2. Sintese dos complexos derivados do Bromazepam (BMZ)

4421,  Sintese do [2-{(7-bromo-2-0x0-1,3-diidro-2H-1,4-benzodiazepin-5-il)piridinil-
«%-N,N}cloropaladio(ll)], [(BMZ)PdClI_]

H 0]
N\i
+ LiyPdCl, —» Br
Br —N MeOH
-2LiCl
/
N
N\
Bromazepam [((BMZ)PdCI,]

A sintese desse complexo foi semelhante aos procedimentos descritos para o dimero

[(DZP)PdCI]2, no qual preparou-se uma solugdo metanolica de Li>PdCls solubilizando
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cloreto de litio (0,106 g; 2,50 mmol) em metanol (10 mL). O cloreto de paladio(ll) (0,177 g;
1,00 mmol) foi adicionado a solucédo metandlica que ficou sob agitagdo e aquecimento (T =
60 °C) por 10 min. Em seguida, a mistura foi filtrada, obtendo a solugcdo de coloracao
castanho-escura de Li,PdCls. A essa solugdo foi adicionado o ligante Bromazepam, (7-
Bromo-2-oxo-1,3-diidro-2H-1,4-benzodiazepin5-il)2-piridinil (0,316 g; 1,00 mmol) sob
agitagdo, seguido de aquecimento sob refluxo (T = 75 °C) por 1 hora e 30 minutos. Apos o
tempo de reacdo, separou-se o precipitado do sobrenadante por decantagéo e o sélido obtido
foi lavado com metanol até que o sobrenadante ficasse incolor. Por fim, secou-se 0 material
a vacuo, obtendo-se assim um solido amorfo amarelo. Rendimento: 75%.

Formula molecular (F.M.): C14H10BrCI2N3OPd. Massa molar (M.M.): 493,47 g/mol.
MALDI-TOF (sem matriz): m/z: 492 [M-H]. Faixa de degradacédo: 313-317 °C. IV (vmax/cm’
1 KBr): 3161 (v N-H); 3080 (v C-H aromatico); 3033 —2897 (vCHy>); 1692 (vC=0 e vC=N);
1573-1453 (vC=C aromaético). RMN de *H (600MHz, DMSO-dg, ppm): 3,97 (d, 1H, H3a, J
= 12,27 Hz):; 5,35 (d, 1H, H3b, J = 12,30 Hz); 7,27 (d, 1H, H9, J = 8,82 Hz); 7,76 (d, 1H,
H17,J=7,98 Hz); 7,91 (td, 1H, H15); 7,94 (dd, 1H, H8, J = 8,76 Hz); 8,03 (s, 1H, H6); 8,30
(td, 1H, H16); 9,17 (dd, 1H, H14, J = 5,61 Hz); 11,10 (s, 1H, NH). RMN de *C (150MHz,
DMSO-ds, ppm): 174,74 (C2); 168,71 (C5); 156,10 (C12); 151,07 (C14); 141,75 (C16);
139,84 (C10); 137,12 (C8); 133,24 (C6); 130,66 (C17); 129,40 (C15); 124,51 (C9); 123,18
(C11); 115,96 (C7); 56,16 (C3).

REFERENCIA: (ANTOLINI et al., 1992).

4.4.22.  Sintese do [2-{(7-bromo-2-0x0-1,3-diidro-2H-1,4-benzodiazepin-5-il)piridinil-
«%-N,N}iodoplatina(Il)], [(BMZ)PtI.]

_ K,Ptl, —— Br I
Br NPT T MeoH /
-2KI N
— |
N
N\
Bromazepam [(BMZ)Ptl,]

Preparou-se uma solucdo metanolica de K:Ptls solubilizando iodeto de potassio
(0,415 g; 2,50 mmol) em metanol (10 mL). O cloreto de platina(ll) (0,266 g; 1,00 mmol) foi
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adicionado a solucao que ficou sob agitacdo e aquecimento (T = 60 °C) por 10 min. Em
seguida, a mistura foi filtrada, obtendo a solugéo de coloragédo castanho-escura de KoPtls. A
essa solucdo foi adicionado o ligante Bromazepam, (7-Bromo-2-oxo-1,3-diidro-2H-1,4-
benzodiazepin5-il)2-piridinil (0,316 g; 1,00 mmol) sob agitacdo, seguido de aquecimento
sob refluxo (T = 75 °C) por 1 hora e 30 minutos. Ap6s 0 tempo de reacgdo, separou-se 0
precipitado do sobrenadante por decantacdo e o sdlido obtido foi lavado com metanol até
que o sobrenadante ficasse incolor. Por fim, secou-se o material em uma bomba de alto
vacuo, obtendo-se assim um sélido amorfo de tonalidade marrom escuro. Rendimento: 58%.
Formula molecular (F.M.): C14H10BrloN3OPt. Massa molar (M.M.): 765,05 g/mol.
MALDI-TOF (sem matriz): m/z: 764 [M-H]. RMN de 'H (600MHz, DMSO-dg, ppm): 4,39
(d, 1H, H3a, J = 12,18 Hz); 6,33 (d, 1H, H3b, J = 12,10 Hz); 7,27 (d, 1H, H9, J = 8,78 Hz);
7,76 (d, 1H, H17, J = 7,89 Hz); 7,98 (dd, 1H, H8, J = 8,78 Hz); 8,03 (t, 1H, H15); 8,11 (s,
1H, H6); 8,38 (t, 1H, H16); 10,14 (d, 1H, H14, J = 5,57 Hz); 11,11 (s, 1H, NH). RMN de
13C (150MHz, DMSO-ds, ppm): 173,93 (C2); 168,99 (C5); 156,64 (C12); 152,81 (C14);
140,75 (C16); 138,72 (C10); 136,64 (C8); 132,56 (C6); 131,54 (C17); 130,56 (C15); 124,53
(C9); 124,33 (C11); 116,15 (C7); 58,54 (C3).
REFERENCIA: INEDITO.

4.4.3. Sintese dos complexos obtidos por metatese halogénica

44.3.1. Sintese do bis[2-{(7-cloro-1-metil-2-0x0-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-
il)fenil-i®>- C,N}-p2-iodopaladio(11)], [(DZP)PdI].

[(DZP)PdCI], [(DZP)PdI],

Foi preparada uma suspensao do complexo [(DZP)PdCI]. (0,851g; 1,00 mmol) em
acetona (200 mL) e adicionou-se iodeto de potassio (KI) em excesso (0,415g; 2,50 mmol)

sob agitacdo, a temperatura ambiente, durante 10 minutos. Durante esse tempo, uma solugdo
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verde escura foi se formando. O solvente foi removido completamente a vacuo a medida que
um residuo se formava nas paredes do bal&o. Foi adicionado diclorometano para dissolver o
complexo e retirar os residuos de iodeto de potéssio e cloreto de potéssio por meio de
filtracdo com celite. O filtrado foi concentrado a vacuo e adicionado hexano até completa
precipitacdo do complexo. O sélido amorfo esverdeado foi obtido apds secagem a vacuo.
Rendimento: 95%.

Formula molecular (F.M.): Caz2H24Cl212N4O2Pd2. Massa molar (M.M.): 1034,11
g/mol. MALDI-TOF (sem matriz): m/z: 1033 [M-H]. Faixa de degradacdo: 261-265 °C.
Anal. Elem. Tebrico: C: 37,17; H: 2,34; N: 5,42. Experimental: C: 37,31; H: 2,27; N: 5,30.
IV (vmad/cm™, KBr): 3052 — 3020 (v C-H aromatico); 2951 — 2866 (v CHz e CHs); 1688 (v
C=0); 1596 — 1484 (v C=C aromatico). RMN de H (600MHz, DMSO-ds, ppm): 3,32 (s,
6H, H18); 3,89 (d, 2H, H3a, J = 12,48 Hz); 4,68 (d, 2H, H3b, J = 12,52 Hz); 6,92 (m, 2H,
H15); 7,03 (m, 4H, H17 e H16); 7,67 (d, 2H, H9, J = 8,93 Hz); 7,74 (s, 2H, H6); 7,82 (dd,
2H, H8, J = 8,90 Hz); 8,36 (d, 2H, H14, J = 7,67 Hz). RMN de 3C (150MHz, DMSO-ds,
ppm): 178,20 (C5); 169,20 (C2); 153,47 (C13); 145,99 (C11); 144,52 (C14); 142,19 (C10);
132,89 (C8); 131,38 (C15); 130,83 (C17); 129,48 (C6); 129,22 (C12); 126,45 (C7); 125,06
(C9); 123,97 (C16); 53,52 (C3); 35,04 (C18).

REFERENCIA: INEDITO.

4.4.3.2.  Sintese do [2-{(7-bromo-2-ox0-1,3-diidro-2H-1,4-benzodiazepin-5-il)piridinil-
«%-N,N}iodopaladio(1D], [(BMZ)PdI;]

H O
N\g
Br =N ¢ + 2KI ——*>
N C3HgO
Jd -2KClI
Z >N e
|
X
[(BMZ)PdCI,] [(BMZ)PdIy]

Preparou-se uma suspensao do complexo [(BMZ)PdCI2] (0,493 g; 1,00 mmol) em
acetona (200 mL) e adicionou-se iodeto de potassio (KI) em excesso (0,415 g; 2,50 mmol)
sob agitacdo, a temperatura ambiente, durante 1 hora. Durante esse tempo, uma solugdo

marrom escura foi se formando. O solvente foi removido completamente a vacuo a medida
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que um residuo se formava nas paredes do baldo. O solido obtido foi lavado com metanol
até completa solubilizacdo dos sais em excesso e que foram formados ao longo da reacéo.
Apbs ser lavado com metanol, foi obtido um sélido amorfo de tonalidade preta o qual
terminou de ser secado sob vacuo para a remocéo de todos os volateis. Rendimento: 95%.
Formula molecular (F.M.): C14H10Brlo2N3OPd. Massa molar (M.M.): 676,38 g/mol.
MALDI-TOF (sem matriz): m/z: 675 [M-H]. RMN de 'H (600MHz, DMSO-dg, ppm): 4,21
(d, 1H, H3a, J = 12,07 Hz); 6,00 (d, 1H, H3b, J = 12,19 Hz); 7,27 (d, 1H, H9, J = 8,81 Hz);
7,71 (d, 1H, H17,J = 7,89 Hz); 7,94 (dd, 1H, H8, J = 8,77 Hz); 7,97 (td, 1H, H15); 8,04 (s,
1H, H6); 8,29 (td, 1H, H16); 9,78 (dd, 1H, H14, J = 5,38 Hz); 11,07 (s, 1H, NH). RMN de
13C (150MHz, DMSO-ds, ppm): 174,66 (C2); 169,18 (C5); 156,15 (C12); 153,98 (C14);
140,95 (C16); 139,68 (C10); 136,82 (C8); 133,25 (C6); 131,16 (C17); 130,13 (C15); 124,36
(C9); 124,27 (C11); 115,85 (C7); 59,01 (C3).
REFERENCIA: INEDITO.

4.4.4. Sintese dos monémeros obtidos a partir dos dimeros

v —— 2
* 2Y  "CHcl,

X =Cl, I ou CH3;COO
Dimero 'Y = doador de e~

Mon6émero

Preparou-se uma suspensdo do dimero (1,00 mmol) em cloroférmio (100 mL) e
adicionou-se um mondmero coordenante a suspensdo (4-dimetilaminopiridina, piridina ou
trifenilfosfina) (2,00 mmol). A reacdo procedeu sob agitagdo em temperatura ambiente por
1 hora. Em seguida, filtrou-se com celite e hexano foi adicionado a solucdo obtida até
completa precipitacdo do composto, o qual foi separado do sobrenadante e secado a vécuo,

obtendo-se assim um solido.
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4.4.4.1.  Sintese do [2-{(7-cloro-1-metil-2-0x0-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-il)fenil-
% C,N}cloro-4-dimetilaminopiridinopaladio(11)], [(DZP)PdCIDMAP]

—25

[(DZP)PdCIDMAP]

/
26

Aspecto: solido amorfo amarelo claro. Rendimento da reacéo: 99%.

Formula Molecular (F.M.): C23H22CIloN4OPd. Massa Molar (M.M.): 546,02 g/mol.
MALDI-TOF (sem matriz): m/z: 547 [M-H]. IV (vma/cm™, KBr): 3061 — 2982 (v C-H
aromatico); 2884 — 2778 (v CHz e CHa); 1657 (v C=0); 1596 (v C-N); 1553 — 1426 (v C=C
aromatico). RMN de *H (600MHz, CDCls, ppm): 3,08 (s, 6H, H25, H26); 3,38 (s, 3H, H18);
3,77 (d, 1H, H3a, J = 12,59 Hz); 5,91 (d, 1H, H3b, J = 12,60 Hz); 6,49 (m, 1H, H14); 6,54
(d, 2H, H21, H23, J = 7,15 Hz); 7,04 (m, 2H, H15, H16); 7,09 (m, 1H, H17); 7,33 (d, 1H,
H9, J = 8,76 Hz); 7,59 (dd, 1H, H8, J = 8,76 Hz); 7,62 (s, 1H, H6); 8,34 (d, 2H, H20, H24,
J=7,14 Hz). RMN de *C (150MHz, CDCls, ppm): 179,96 (C5); 168,88 (C2); 158,94 (C13);
154,44 (C22); 151,70 (C20, C24); 145,57 (C12); 141,99 (C11); 133,26 (C14); 132,46 (C8);
131,41 (C17); 129,88 (C7); 129,80 (C15); 129,45 (C6); 126,58 (C10); 124,05 (C16); 123,27
(C9); 107,77 (C21, C23); 55,78 (C3); 39,33 (C25, C26); 34,97 (C18).

REFERENCIA: INEDITO.
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4.4.42.  Sintese do [2-{(7-cloro-1-metil-2-0x0-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-il)fenil-
% C,N}cloropiridinopaladio(l1)], [(DZP)PdCIPy]
18

\
N

[(DZP)PdCIPy]

Aspecto: solido amorfo amarelo palido. Rendimento da reacédo: 69%.

Formula Molecular (F.M.): C21H17CI2N3OPd. Massa Molar (M.M.): 504,71 g/mol.
Ponto de degradacdo: 288-292 °C. Anal. Elem. Tedrico: C: 49,97; H: 3,40; N: 8,33.
Experimental: C: 43,43; H: 2,97; N: 6,68. IV (vma/cm™, KBr): 3105 — 3021 (v C-H
aromatico); 2969 — 2853 (v CHz e CHz); 1682 (v C=0); 1600 — 1484 (v C=C aromatico).
RMN de *H (600MHz, CDCls, ppm): 3,39 (s, 3H, H18); 3,80 (d, 1H, H3a, J = 12,56 Hz);
5,90 (d, 1H, H3b, J = 12,57 Hz); 6,24 (dd, 1H, H14, J = 7,53 Hz); 7,07 (m, 3H, H15, H16,
H17); 7,34 (dd, 1H, H9, J = 8,45 Hz): 7,48 (t, 2H, H21, H23); 7,62 (t, 2H, H6, H8): 7,89 (t,
1H, H22); 8,91 (d, 2H, H20, H24, J = 4,98 Hz). RMN de *C (150MHz, CDCls, ppm): 180,49
(C5); 168,65 (C2); 158,73 (C13); 153,20 (C20, C24); 145,57 (C12); 142,06 (C11); 138,17
(C22); 132,51 (C8, C14); 131,59 (C17); 130,05 (C15); 129,97 (C10); 129,47 (C6); 126,40
(C7); 125,59 (C21, C23); 124,37 (C16); 123,24 (C9); 55,94 (C3); 34,94 (C18).
REFERENCIA: (BARROS et al., 2016).
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4.4.43.  Sintese do [2-{(7-cloro-1-metil-2-0x0-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-il)fenil-
«?- C,N}iodopiridinopaladio(l1)], [(DZP)PdIPy]
18

\
N

[(DZP)PdIPy]

Aspecto: solido amorfo verde claro. Rendimento da reacdo: 65%.

Formula Molecular (F.M.): C21H17CIIN3OPd. Massa Molar (M.M.): 594,91 g/mol.
MALDI-TOF (sem matriz): m/z: 596 [M-H]. Ponto de degradacédo: 144-148 °C. Anal. Elem.
Teorico: C: 42,31; H: 2,87; N: 7,05. Experimental: C: 41,85; H: 2,61; N: 7,08. IV (vmax/cm’
1 KBr): 3113 — 3055 (v C-H aromatico); 2963 — 2856 (v CHz e CHg); 1683 (v C=0); 1600
— 1485 (v C=C aromatico). RMN de 'H (600MHz, CDCls, ppm): 3,36 (s, 3H, H18); 3,76 (br
sig, 1H, H3a); 5,88 (br sig, 1H, H14): 6,29 (br sig, 1H, H3b): 7,05 (m, 3H, H15, H16, H17);
7,34 (d, 1H, H9, J = 8,96 Hz); 7,48 (t, 2H, H21, H23); 7,60 (t, 2H, H6, H8); 7,85 (t, 1H,
H22); 8,84 (br sig, 2H, H20, H24). RMN de *C (150MHz, CDCls, ppm): 180,41 (C5);
168,40 (C2); 155,37 (C13); 151,91 (C20, C24); 145,87 (C12); 141,63 (C11); 138,06 (C22);
132,61 (C8); 132,03 (C17); 130,65 (C15); 130,26 (C10); 129,69 (C6); 126,86 (C7); 125,47
(C21, C23); 124,90 (C14); 124,15 (C16); 123,26 (C9); 55,38 (C3); 34,83 (C18).
REFERENCIA: INEDITO.



65

4444,  Sintese do [2-{(7-cloro-1-metil-2-0x0-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-il)fenil-
«?- C,N}clorotrifenilfosfinopaladio(l1)], [(DZP)PdCIPPhs]

[(DZP)PdCIPPh;]

Aspecto: solido amorfo amarelo palido. Rendimento da reacédo: 99%.

Formula molecular (F.M.): CasH27CI2N2OPPd. Massa molar (M.M.): 687,89 g/mol.
Ponto de degradacdo: 258-262 °C. Anal. Elem. Tedrico: C: 59,36; H: 3,96; N: 4,07.
Experimental: C: 58,81; H: 3,87; N: 4,11. IV (vma/cm™, KBr): 3102 — 3004 (v C-H
aromatico); 2991 — 2884 (v CHz e CHj3); 1686 (v C=0 e v C=N); 1579 — 1462 (v C=C
aromatico). RMN de *H (600MHz, CDCls, ppm): 3,37 (s, 3H, H18); 3,75 (d, 1H, H3a, J =
12,30 Hz); 6,14 (d, 1H, H3b, J = 12,42 Hz); 6,54 (t, 1H, H14); 6,59 (t, 1H, H15); 6,89 (t,
1H, H16); 7,09 (d, 1H, H17, J = 7,80 Hz); 7,36 (m, 7H, H9, H21, H23); 7,43 (t, 3H, H22):
7,61 (dd, 1H, H8, J = 8,82 Hz); 7,68 (s, 1H, H6); 7,76 (m, 6H, H20, H24). RMN de *C
(150MHz, CDClIs, ppm): 180,43 (C5); 169,28 (C2); 159,40 (C13); 147,15 (C12); 142,35
(C11); 139,03 (C14, J = 10,92 Hz); 135,48 (C20, C24, J = 11,93 Hz); 132,50 (C8); 131,28
(C19); 130,94 (C17); 130,81 (C22); 130,68 (C15, J = 4,88 Hz); 129,83 (C6); 129,67 (C7);
128,11 (C21, C23, J = 10,92 Hz); 127,22 (C10); 123,70 (C16); 123,19 (C9); 54,12 (C3);
34,83 (C18).
REFERENCIA: (BARROS et al., 2016).



66

44.45.  Sintese do [2-{(7-cloro-1-metil-2-0x0-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-il)fenil-
«?- C,N}iodotrifenilfosfinopaladio(11)], [(DZP)PdIPPhs]

[(DZP)PdIPPhs]

Aspecto: solido amorfo verde claro. Rendimento da reacéo: 48%.

Formula molecular (F.M.): CasH27CIIN2OPPd. Massa molar (M.M.): 779,34 g/mol.
MALDI-TOF (sem matriz): m/z: 780 [M-H]. Ponto de degradacdo: 185-189 °C. IV (vmax/cm’
! KBr): 30353015 (v C-H aromatico); 2977 — 2819 (v CHz e CHa); 1665 (v C=0 e v C=N);
1577 — 1467 (v C=C aromatico). RMN de *H (600MHz, CDCls, ppm): 3,38 (s, 3H, H18);
3,99 (d, 1H, H3a, J = 12,43 Hz); 6,48 (d, 1H, H14, J = 7,66 Hz); 6,62 (td, 1H, H15); 6,66 (d,
1H, H3b, J = 12,42 Hz); 6,88 (t, 1H, H16); 6,98 (dd, 1H, H17, J = 7,71 Hz); 7,35 (m, 7H,
H9, H21, H23); 7,42 (t, 3H, H22); 7,60 (dd, 1H, H8, J = 8,78 Hz); 7,66 (s, 1H, H6); 7,77 (m,
6H, H20, H24). RMN de *C (150MHz, CDCls, ppm): 180,63 (C5); 169,39 (C2); 161,29
(C13); 147,48 (C12); 142,07 (C11); 138,09 (C14); 135,44 (C20, C24,J = 11,93 Hz); 133,43
(C19); 132,34 (C8); 131,00 (C17); 130,90 (C15); 130,65 (C22); 129,88 (C6); 129,60 (C7);
128,04 (C21, C23, J = 10,87 Hz); 127,63 (C10); 123,80 (C16); 122,85 (C9); 54,43 (C3);
34,61 (C18).

REFERENCIA: INEDITO.
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44.46.  Sintese do [2-{(7-cloro-1-metil-2-0x0-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-il)fenil-
«?- C,N}-po-acetatotrifenilfosfinopaladio(l1)], [(DZP)PdOACPPh;]

Aspecto: solido amorfo alaranjado. Rendimento da reagéo: 52%.

Formula molecular (F.M.): C3sH30CIN2O3PPd. Massa molar (M.M.): 711,48 g/mol.
Ponto de degradacdo: 179-183 °C. Anal. Elem. Teo¢rico: C: 60,77; H: 4,25; N: 3,94.
Experimental: C: 59,85; H: 4,38; N: 3,88. IV (vma/cm™, KBr): 3093 — 3014 (v C-H
aromatico); 2913 — 2818 (v CHz e CH3); 1687 (v C=0 e v C=N); 1556 — 1464 (v C=C
aromatico); 1574 e 1383 (v as/s COO). RMN de 'H (600MHz, CDCls, ppm): 1,42 (s, 3H,
H20); 3,39 (s, 3H, H18); 3,79 (dd, 1H, H3a, J = 12,50 Hz); 4,90 (dd, 1H, H3b, J = 12,48
Hz); 6,56 (m, 2H, H14, H15); 6,88 (t, 1H, H16); 7,08 (d, 1H, H17, J = 7,71 Hz); 7,36 (m,
7H, H9, H23, H25); 7,44 (t, 3H, H24); 7,59 (dd, 1H, H8, J = 8,81 Hz); 7,68 (s, 1H, H6); 7,80
(dd, 6H, H22, H26, J = 11,54 Hz). RMN de *C (150MHz, CDCls, ppm): 179,60 (C19, J =
3,30 Hz); 177,22 (C5); 169,21 (C2); 156,56 (C13); 146,90 (C12); 142,26 (C11); 139,63
(C14,J = 11,22 Hz); 135,44 (C22, C26, J = 12,29 Hz); 132,46 (C8); 130,71 (C24,J=2,34
Hz); 130,63 (C15); 130,51 (C21); 130,25 (C17); 130,02 (C6); 129,90 (C7); 128,26 (C23,
C25, J = 10,92 Hz); 126,95 (C10); 123,56 (C16); 123,13 (C9); 54,08 (C3); 35,02 (C18);
23,42 (C20).
REFERENCIA: (BARROS et al., 2016).
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4.4.5. Modificagdo do complexo [(DZP)PdI]> por meio de reagcOes de insercdo de

alcinos

4.45.1.  Sintese do paladaciclo com dimetil acetilenodicarboxilato por monoinsercéo,
[(DZP)PdI(DMAD)]2

[(DZP)PdI],

[(DZP)PdI(DMAD)],

Preparou-se uma solucdo do complexo [(DZP)Pdl]> (1,034 g; 1,00 mmol) em acetona (100
mL) e adicionou-se o alcino dimetil acetilenodicarboxilato, em excesso (0,373 mL; 3,00
mmol). A reacdo procedeu sob agitacdo a temperatura ambiente por 3,5 horas, a medida que
um foi formando uma suspensdo. Em seguida, submeteu-se a aquecimento a 70 °C por 1
hora, formando uma solugéo alaranjada. Em seguida, filtrou-se com celite e todo o solvente
foi removido a vacuo. Solubilizou-se o solido obtido em diclorometano e éter dietilico foi
adicionado até completa precipitacdo do complexo, o qual foi separado do sobrenadante e
secado a vacuo, obtendo-se assim um sélido amorfo alaranjado. Rendimento: 82 %.
Formula Molecular (F.M.): Ca4H3sCl212N4O10Pd2. Massa Molar (M.M.): 1318,33
g/mol. Ponto de degradacdo: 168-172 °C. Anal. Elem. Tedrico: C: 40,09; H: 2,75; N: 4,25.
Experimental: C: 39,43; H: 2,74; N: 3,31. IV (vma/cm™, KBr): 3123 — 3072 (v C-H
aromatico); 2995 — 2840 (v CHz e CHa); 1741, 1699 (v C=0); 1604 — 1486 (v C=C
aromatico). RMN de *H (600MHz, CDCls, ppm): 3,44 (s, 6H, H18); 4,13 (s, 6H, H24); 4,19
(s, 6H, H22); 5,41 (d, 2H, H3a, J = 14,78 Hz); 5,65 (d, 2H, H3b, J = 14,70 Hz):; 7,83 (d, 2H,
H8, J = 8,84 Hz); 8,03 (d, 2H, H9, J = 8,75 Hz); 8,09 (s, 2H, H6); 8,21 (t, 2H, H15); 8,40
(m, 4H, H16, H17); 8,55 (d, 2H, H14, J = 8,40 Hz). RMN de **C (150MHz, CDCls, ppm):
165,13 (C5); 163,30 (23); 160,51 (C21); 157,80 (C2); 142,90 (C19); 138,85 (C16); 136,47
(C8); 136,04 (C13); 135,51 (C12); 134,97 (C15); 133,87 (C6); 132,24 (C10); 131,41 (C17);
129,80 (C11); 127,94 (C14); 126,95 (C7); 124,82 (C9); 122,77 (C20); 59,20 (C3); 55,39
(C22); 54,61 (C24); 35,12 (C18).
REFERENCIA: INEDITO.



69

4.452. Sintese do paladaciclo com metil fenilpropiolato por monoinsercéo,
[(DZP)PdI(MPP)]

—0
NL + 2 — EEEEE——
P clorobenzeno
(@)
2

[((DZP)PdI],

[(DZP)PdI(MPP)],

Preparou-se uma solucdo do complexo [(DZP)PdI]. (1,034 g; 1,00 mmol) em
clorobenzeno (100 mL) e adicionou-se o alcino metil fenilpropiolato (0,300 mL; 2,00 mmol).
A reacdo procedeu sob agitacdo a temperatura ambiente por 1 hora. Em seguida, todo o
solvente foi removido a vacuo e o sélido foi dissolvido em diclorometano e a solucdo filtrada
com celite. Eter dietilico foi adicionado & solugio obtida até completa precipitacdo do
composto, o qual foi separado do sobrenadante e secado a vacuo, obtendo-se assim um solido
amorfo marrom. Rendimento: 58 %.

Formula Molecular (F.M.): Cs2Hs0Cl212N4OePd2. Massa Molar (M.M.): 1354,45
g/mol. Ponto de degradacdo: 183-187 °C. IV (vma/cm™, KBr): 3054 — 3022 (v C-H
aromatico); 2947 — 2877 (v CHz e CHa); 1738, 1692 (v C=0); 1597 — 1485 (v C=C
aromatico). RMN de *H (600MHz, CDCls, ppm): 3,47 (s, 6H, H18); 3,82 (s, 6H, H22); 5,26
(d, 2H, H3a, J = 14,92 Hz); 5,55 (d, 2H, H3b, J = 14,94 Hz); 7,37-8,45 (12H, aromaticos).

REFERENCIA: INEDITO.
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4.453.  Sintese por di-inser¢do com metil fenilpropiolato, “DZP(MPP),”

2
—0 Cl
+4 - Acetona
(@] . PdO
-H,

[(DZP)PdI], "DZP(MPP),"

Preparou-se uma solugédo do complexo [(DZP)PdI]2 (1,034 g; 1,00 mmol) em acetona
(100 mL) e adicionou-se o alcino metil fenilpropiolato (0,600 mL; 4,00 mmol). A reacao
procedeu sob agitacdo a temperatura ambiente por 24 horas. Nos primeiros minutos de
reacdo ja se observa alteragdo na coloracdo da solucdo, indicando boa reatividade do alcino
empregado na sintese. Em seguida, filtrou-se com celite para retirada dos residuos de Pd°
formado durante a reacdo, e hexano foi adicionado a solucdo obtida até completa
precipitacdo do composto, o qual foi separado do sobrenadante e secado a vacuo, obtendo-
se assim um so6lido amorfo marrom. Rendimento: 62 %.

Formula Molecular (F.M.): C3sH27CIN20s. Massa Molar (M.M.): 603,06 g/mol. 1V
(vmax/cm™, KBr): 3057 — 3024 (v C-H aromatico); 2948 — 2887 (v CH, e CH3); 1738, 1689,
1657 (v C=0); 1605 — 1485 (v C=C aromatico). RMN de *H (600MHz, CDCls, ppm): 2,89
(s, 3H, H18); 3,72 (s, 3H, H24); 4,27 (s, 3H, H32); 6,82 (d, 1H, H8, J = 9,07 Hz); 7,02 (s,
1H, H6); 7,31 (d, 2H, Hfenila, J = 7,51 Hz); 7,54 (m, 6H, H9, H16, H17, Htenila); 7,67 (t, 1H,
H15); 7,90 (M, 4H, Htenila); 8,07 (t, 1H, Hrenita); 8,15 (d, 1H, H14, J =6,33 Hz).
REFERENCIA: INEDITO.

4.4.6. Sintese de compostos hibridos a partir de modificacbes no dimero
[(DZP)PdOAC],

Preparou-se uma solugcdo do dimero [(DZP)PdOAc]. (0,898 g; 1,00 mmol) em
cloroférmio (100 mL) e adicionou-se o &cido nicotinico ou &cido isonicotinico (0,123 g; 2,00
mmol). A reagdo procedeu sob agitacdo em temperatura ambiente por 1 hora. Em seguida,

filtrou-se com celite e hexano foi adicionado a solugdo obtida até completa precipitacéo do
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composto, o qual foi separado do sobrenadante e secado a vacuo, obtendo-se assim um sélido
amorfo amarelo claro. Rendimento da reagéo: 70%.

4.4.6.1.  Sintese do complexo hibrido com o Acido Isonicotinico, [(DZP)Pd(Al)]2

[(DZP)PdOAc], [(DZP)Pd(AI)]2

Formula Molecular (F.M.): C4H32Cl2N6OsPd2. Massa Molar (M.M.): 1024,51
g/mol. MALDI-TOF (sem matriz): m/z: 1023 [M-H]. RMN de *H (600MHz, CDCls, ppm):
3,39 (s, 6H, H18); 3,83 (d, 2H, H3a, J = 12,81 Hz); 4,74 (d, 2H, H3b, J = 8,49 Hz); 6,27 (br
sig, 2H, H14); 7,01 (m, 4H, H15, H16); 7,09 (d, 2H, H17, J = 6,82 Hz); 7,34 (d, 2H, H9, J
= 9,14 Hz); 7,61 (d, 2H, H8, J = 7,76 Hz); 7,62 (s, 2H, H6); 7,96 (br sig, 4H, H21, H23);
8,94 (br sig, 4H, H20, H24). RMN de *C (150MHz, CDCls, ppm): 179,75 (C5); 169,52
(C25); 168,66 (C2); 156,45 (C13); 152,54 (C20, C24); 145,32 (C11); 141,91 (C10); 133,86
(C14); 132,67 (C8); 131,65 (C15); 130,28 (C12); 129,93 (C17); 129,67 (C6); 126,30 (C7);
125,65 (C22); 125,46 (C21, C23); 124,33 (C16); 123,32 (C9); 55,48 (C3); 35,10 (C18).
REFERENCIA: INEDITO.

4.4.6.2.  Sintese do complexo hibrido com o Acido Nicotinico, [(DZP)Pd(AN)]2

[(DZP)PdOAc], [(DZP)Pd(AN)]>
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Formula Molecular (F.M.): Ca4H32Cl2NeOsPd2. Massa Molar (M.M.): 1024,51
g/mol. MALDI-TOF (sem matriz): m/z: 1023 [M-H]. RMN de *H (600MHz, CDCls, ppm):
3,37 (s, 6H, H18); 3,81 (d, 2H, H3a, J = 12,55 Hz); 4,80 (br sig, 2H, H3b); 6,30 (br sig, 2H,
H14); 6,96 (t, 2H, H15); 7,00 (t, 2H, H16); 7,07 (d, 2H, H17, J = 7,35 Hz); 7,33 (d, 2H, H9,
J=8,70 Hz); 7,41 (t, 2H, H23); 7,60 (d, 2H, H8, J = 8,91 Hz); 7,61 (s, 2H, H6); 8,45 (s, 2H,
H22); 8,93 (br sig, 2H, H24); 9,52 (br sig, 2H, H20). RMN de 3C (150MHz, CDCls, ppm):
179,76 (C5); 168,62 (C2); 167,97 (C25); 156,73 (C13); 154,09 (C20); 153,66 (C24); 145,38
(C11); 141,92 (C10); 139,55 (C22); 133,75 (C14); 132,64 (C8); 131,55 (C15); 130,19 (C12);
129,90 (C17); 129,69 (C6); 126,31 (C7); 125,67 (C21); 124,84 (C23); 124,23 (C16); 123,35
(C9); 55,48 (C3); 35,08 (C18).

REFERENCIA: INEDITO.

4.5. Determinagdo da capacidade antioxidante frente ao radical DPPH-

Esse método consiste em avaliar a atividade antioxidante, que pode ser expressa
relacionando a capacidade de eliminacdo de radicais através da reacdo do composto
candidato a agente antioxidante com um radical especifico sob condi¢des controladas. Nesse
contexto, um dos métodos amplamente reportado na literatura para avaliar a atividade
antioxidante de uma grande variedade de compostos é o monitoramento espectrofotométrico
da concentragdo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH-), estavel e de coloragdo
purpura.

A determinacdo da capacidade antioxidante dos compostos foi feita de acordo com
Eklund et al. (2005), com modificacBes. O método consistiu em preparar uma solucdo de
DPPH- de concentragdo 160 uM, na qual 2,0 mL dessa solug@o foi misturada a 0,4 mL da
solucdo do composto em DMSO, nas concentracdes de [1,0], [2,5] e [5,0] mM e, por fim,
completando os volumes das misturas com 1,6 mL de metanol, obtendo uma solugéo final
de volume 4,0 mL e concentracdo do radical DPPH- de 80 uM e cada composto nas
concentragdes de [100], [250] e [500] uM em triplicata. Foi preparada também uma solugdo
controle contendo apenas os solventes utilizados nas mesmas proporces das amostras
analisadas (3,6 mL de metanol + 0,4 mL de DMSO) a fim de verificar se 0s mesmos exercem
alguma influéncia na faixa de absor¢ao do radical DPPH-. Essa tltima soluc¢ao controle foi

utilizada como branco para calibrar o espectrofotémetro.
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As leituras foram realizadas no comprimento de onda de 515 nm. A capacidade
antioxidante foi avaliada por meio do monitoramento da redugéo do radical DPPH: (ptrpura)

a DPPH-H (amarelo), conforme equacéo quimica a seguir (RUFINO et al., 2007).

00 00

+RH  —

R.

O,N NO, O,N NO,

NO, DPPH - NO, DPPH-H

A atividade sequestradora do radical (%ASR) foi calculada usando a seguinte

equacao (para 1 hora):

% ASR = [(ADS controle — ADS amostra) / ADS controte] X 100

Onde: AbsS controle € @ absorvancia inicial da solu¢do metanolica de DPPH-; AbS amostra
¢ a absorvancia da mistura DPPH- + amostra (XAVIER, 2015).

4.6. Testes comportamentais utilizados.

Os procedimentos realizados para os testes comportamentais, conforme protocolo
do Laboratdrio de Neurofarmacologia e Fisiologia Integrativa, encontram-se em anexo no

final deste trabalho.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Sintese dos complexos

De uma forma geral, todos os complexos sintetizados foram obtidos com
rendimentos de moderados a bons, variando de 48-99%, tanto nos dimeros quanto nos
mondmeros. A seguir sdo abordados os mecanismos propostos para as sinteses dos
compostos deste trabalho, acompanhado dos respectivos esquemas. Apos a abordagem dos
mecanismos reacionais, sdo discutidas as caracterizagcbes quimicas dos compostos
sintetizados, considerando 0s principais sinais observados, como picos e bandas de
estiramento, por exemplo, obtidos nos respectivos espectros experimentais. Cada espectro
foi discutido com base em literatura consolidada (JACOBSEN, 2017; PAVIA et al., 2015;
PRETSCH; BUHLMANN; BADERTSCHER, 2009; SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2005).

5.1.1. Sintese dos dimeros derivados do Diazepam (DZP)

Podemos compreender os paladaciclos como complexos que possuem um anel
intramolecular contendo o paladio como um de seus membros, no qual geralmente o anel de
cinco membros mostra-se mais estavel. Nesses complexos, existe coordenacao
intramolecular organometélica na qual o metal (palddio) pode encontrar-se ligado
diretamente a um atomo de carbono via ligacdo covalente classica (BARROS, 2012).

Neste trabalho, empregou-se uma metodologia de sintese relativamente rapida e em
condicdes reacionais relativamente eficazes para a formacgédo dos complexos, uma vez que
ndo houve a necessidade de se trabalhar sob atmosfera controlada e o tempo reacional séo
relativamente curtos, com média de 1 hora, para a sintese dos compostos diméricos e seus
respectivos mondmeros.

A reagdo de ciclopaladacdo a fim de obter os dimeros [(DZP)PdCI]. e
[(DZP)PdOACc]2 ocorreu envolvendo a ativacdo da ligacdo agdstica C-H, partindo dos sais
PdCIl> e Pd(OAc)2, formando o complexo dimérico, que pode ser explicado por dois
mecanismos reacionais. Um dos mecanismos trata da formacéo da ligacdo agostica e o outro
descreve uma substituicdo eletrofilica aromatica. Nos mecanismos citados ocorre a

coordenacdo do nitrogénio 4 do anel benzodiazepinico, durante a primeira etapa, levando a
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aproximacéo da fenila do carbono 5 ao centro metalico e favorecendo as demais etapas da
reacdo (Figura 18) (BARROS, 2012).

Figura 18 — Mecanismo reacional proposto para a obtencao dos paladaciclos derivados
do Diazepam.
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aromatica
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Fonte: Adaptado de ALBRECHT, 2008.
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No mecanismo eletrofilico, esse carater tipicamente do paladio favorece a
coordenacdo inicial do heteroatomo, no caso o nitrogénio iminico do anel diazepinico, para
o0 centro metalico, esquematizado em (a), seguido da formagao de um complexo =« (b). Este,
por sua vez, sofre rearranjo em um complexo sigma intermediario, (c). Por fim, apos a
captura de um préton e sua consequente eliminacdo redutiva, temos a formacdo do
paladaciclo de cinco membros. Apesar de estudos ja evidenciarem a dificil estabilidade dos
intermediarios paladaciclos formados nessa rota eletrofilica, foi possivel caracterizar com
sucesso intermediarios de platina que puderam ser analisados como analogos do paladio
(DUPONT; PFEFFER, 2008).

Dupont e Pfeffer (2008) relatam a contribuicdo de estudos tedricos que fortalecem
um perfil de rota de sintese por meio de uma interacdo agostica que leva a formacao de um
intermediario de seis membros (d), iniciando o processo de ativacdo da ligagdo C-H. Em
seguida, um dos ligantes X do paladio, no caso X = OAc, por exemplo, pode se aproximar
do hidrogénio orto da fenila e ligar-se ao mesmo, estabilizando o intermediério (e). De forma
semelhante ao que se verifica ocorrer na substituicdo eletrofilica, o ligante X pode atuar
como ligante propriamente dito e, também, como uma espécie de base intramolecular capaz

de desprotonar.

5.1.1.1.  Caracterizagdo quimica dos dimeros derivados do Diazepam (DZP)

Apbs a obtencdo dos complexos diméricos, foram realizadas andlises
espectroscopicas de IV e RMN de H e *C com o intuito de comprovar a formagéo dos
compostos. Foram observadas nos espectros de 1V, bandas referentes aos grupos CH2 e CHs
nas faixas de 2926-2819 cm™ e 2988-2854 cm™, para os complexos [(DZP)PdOAC]: e
[(DZP)PdCI]2, respectivamente. No IV, o dimero contendo cloro coordenado ao metal possui
estiramento (v) caracteristico para a ligagdo C=0 em 1685 cm, enquanto que no dimero
contendo acetato esse mesmo estiramento aparece em 1687 cm™*. Normalmente, esses dados
de estiramentos j& confirmam a presenca do ligante Diazepam na estrutura dos complexos.
No Diazepam, 0 estiramento (v) caracteristico para a ligagdo C=0 ¢ observado em 1685 cm”
! confirmando a presenca do anel benzodiazepinico na estrutura. Além disso, observa-se no
IV do dimero [(DZP)PdOAC]: o estiramento correspondente ao grupo COO em 1417 cm™?,

0 que reforca a formacgao efetiva desse complexo.
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No RMN de !H, é possivel identificar a metila do anel benzodiazepinico com
deslocamento quimico (8) em 3,31 e 3,30 ppm para os dimeros [(DZP)PdOAc]. e
[(DZP)PdCI]2, respectivamente, ambos levemente deslocados para um campo alto, quando
comparados ao mesmo deslocamento quimico da metila do ligante, em 3,39 ppm. A metila
do grupo acetato, no primeiro dimero, aparece em 2,22 ppm. Os sete hidrogénios aromaticos
provenientes do ligante Diazepam podem ser observados na faixa de 6,77-7,54 ppm e 7,04-
7,76 ppm, respectivamente, para 0s complexos com acetato e cloro. A auséncia do oitavo
hidrogénio aromatico, antes presente no ligante, confirma a formacdo da ligagdo Pd-C, uma
vez que para esta ser formada, haverd a eliminagédo redutiva do Horto presente na fenila do
Diazepam.

Uma caracteristica importante do ligante, e que permanece nos demais compostos
derivados, é a multiplicidade dos hidrogénios metilénicos, CHa, presentes na posicdo 3 do
anel benzodiazepinico. Poderiamos esperar a multiplicidade de um simpleto para esses
hidrogénios, em virtude da inexisténcia de outros hidrogénios nos atomos vizinhos.
Entretanto, sdo vistos dois dupletos, cada um com integral de 1 hidrogénio, referentes a esses
atomos. Tal efeito se deve tanto ao fato desses hidrogénios serem diastereotopicos, quanto
também a presenga da carbonila ao lado desses hidrogénios metilénicos, na qual a nuvem &
exerce um efeito conhecido como “cone de blindagem”, fazendo com que esses hidrogénios
estejam em ambientes magnéticos distintos, associando-os também ao efeito anisotrdpico
sobre esses hidrogénios (PAVIA et al., 2015; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).
Por fim, mas ndo menos importante, ainda ha um possivel efeito do centro de quiralidade
existente no anel diazepinico que pode contribuir para a observacao dessa multiplicidade nos
hidrogénios metilénicos. No dimero com acetato, os dois dupletos do CH. aparecem em 3,30
e 4,34 ppm. Ja no dimero com cloro, esses sinais aparecem mais desblindados, em 3,95 e
4,63 ppm. As analises de RMN do dimero acetato foram realizadas em cloroférmio
deuterado, j& as do dimero com cloro, em DMSO deuterado. Vale ressaltar que, apesar de
serem solventes distintos, foi possivel realizar RMN de *H do dimero com cloro também em
cloroférmio deuterado e as caracteristicas j& aqui discutidas em relagdo ao hidrogénio estar
mais blindado ou desblindado n&o se alteraram, uma vez que as pequenas alteragcbes em
funcdo do deslocamento quimico do solvente ndo foram pronunciadas.

Nas ressonancias dos dois complexos, foi possivel observar, ainda, a presenca de
sinais minoritérios. Tal caracteristica reforca a formacdo de isémeros desses dimeros,

podendo os mesmos serem formados na forma cisoide ou transoide (Figura 19). Estudos ja
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realizados por Barros (2012) revelaram que a razao entre os isbmeros cisoide:transoide é de
1:1 e 14:1 para os dimeros com acetato e cloro, respectivamente. A seguir, é possivel

observar essas formas para esses complexos.

Figura 19 — Conformacao cisoide e transoide para os complexos [(DZP)PdOAc]: e
[(DZP)PdCI]2

H3C\ /CH3 H3C\ /CHa
0, 07¢ 0 0,075
N0 N AP
Pd_pd d Pd [(DZP)PdOAc],
/XN /NN
Cisoid Transoid

c c c N
\Pd/c'\ s \Pd/c'\ . [(DZP)PACI],

P PN AN TN

N Cl N N Cl C

Fonte: Barros et. al, 2016.

O dimero [(DZP)PdOAc]2, devido a ponte acetato, exibe uma conformacéo espacial
de open book, dado comprovado por difracdo de raio-X, demonstrado por Correia (2017).
Nessa configuracao espacial, a proximidade das porc¢des do Diazepam amplia as interacdes
entre os hidrogénios e, consequentemente, os sinais de *H no RMN desse dimero sdo vistos
como varios sinais maltiplos. A ressonancia de **C ja revela que esse mesmo efeito nio é
pronunciado para os deslocamentos quimicos de *C. Ja o dimero com cloro exibe a
conformacéo plana, mantendo as duas por¢oes de Diazepam mais afastadas no complexo, o
gue ndo permite observar esses desdobramentos de sinais nesse Gltimo composto.

Nos espectros de RMN de *3C, observa-se que o carbono da metila do Diazepam
praticamente ndo sofre deslocamento quimico, comparando os complexos com o ligante
livre. Sdo verificados deslocamentos mais pronunciados nos carbonos que estdo mais
préximos do paladio, no caso, o carbono do grupo imino (C=N) e, logicamente, aquele
diretamente ligado ao paladio(ll) (Pd-C). O carbono iminico apresenta deslocamento
quimico (8) de 177,94 e 178,05 ppm (nos dimeros com acetato e com cloro, respectivamente)
comparados com o deslocamento de 169,90 para 0 mesmo carbono, no Diazepam. Tal efeito
pode ser explicado em virtude de, no Diazepam, o nitrogénio possuir um par de elétrons

livres e, quando observado nos complexos, esse par de elétrons passa a estabelecer uma
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ligagdo coordenada com o paladio. No carbono coordenado ao paladio(ll), é possivel
observar uma variagdo consideravel no deslocamento quimico, uma vez que no ligante livre,
esse carbono tem deslocamento de 129,53 ppm, mas nos complexos apresenta
deslocamentos de 156,65 e 153,94 ppm para [(DZP)PdOAc]. e [(DZP)PdCI],,
respectivamente, ou seja, observa-se uma alteracdo do deslocamento quimico para uma
regido mais desblindada, caracteristico para carbonos ligados a metais (CINELLU et. al,
1991). Vale ressaltar, ainda, que sdo verificados mais dois sinais no dimero com acetato,
em 24,60 e 181,87 ppm, atribuidos a metila e a carbonila do grupo acetato, respectivamente.

Além de RMN de H e 3C, foram também realizados experimentos de COSY, HSQC

e HMBC que confirmaram os sinais atribuidos aos complexos.

5.1.2. Sintese dos complexos [(BMZ)PdCI;] e [(BMZ)Ptl;] derivados do Bromazepam
(BM2)

O mecanismo envolvido na formacdo dos complexos de paladio(ll) ou platina(ll)
derivados de Bromazepam € mostrado na Figura 20. Neste mecanismo, 0 processo se inicia
com a coordenag&o do nitrogénio iminico do anel diazepinico ao centro metalico que, nesse
momento, encontra-se tetracoordenado por um halogénio. Esse ataque eletrofilico do
nitrogénio e sua posterior coordenacao, faz com que um dos cloros carregado negativamente
seja eliminado na forma de cloreto, (a). O ion cloreto (CI") liberado é estabilizado pelo cation
litio (Li*) presente na solucdo, formando o cloreto de litio, estavel. Em seguida, o paladio
sofre um ataque nucleofilico do par de elétrons livres do nitrogénio piridinico, favorecendo
a eliminacdo do segundo ion cloreto (b). Dessa forma, ocorre a formacdo do complexo
bidentado derivado do Bromazepam (c) (Figura 20).

Nos complexos derivados do Bromazepam sintetizados nesse trabalho, verifica-se
que o ligante se coordena ao metal, seja paladio ou platina, de forma bidentada, ou seja,
ocorre a coordenacdo de dois &tomos doadores de elétrons, no caso o nitrogénio (DUPONT;
PFEFFER, 2008; SPESSARD; MIESSLER, 2009). Essa caracteristica impede o composto
de formar um complexo dimérico, que sdo observados nos compostos com Diazepam, por
exemplo. Isso também explica o fato de, nas etapas para formar os intermediarios em (a) e
em (b) no mecanismo reacional proposto, ser verificado a eliminacdo dos halogénios que
estédo coordenados via ligacdo covalente dativa e ndo ser verificada nenhuma eliminacgdo de

algum halogénio coordenado via ligacdo covalente classica, pois para que o metal mantenha
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seu estado de oxidagdo mais estavel, no caso +2, com a coordena¢do de um atomo doador
de elétrons, a eliminagdo de outro atomo consequentemente devera ocorrer com a saida de

um atomo que esteja coordenado com essa mesma caracteristica.

Figura 20 — Mecanismo reacional proposto para a obtencdo dos complexos
[(BMZ)PdCI:] e [(BMZ)Ptl2] derivados do Bromazepam.
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Fonte: Autor, 2023.

5.1.2.1.  Caracterizacdo quimica dos complexos [(BMZ)PdCI;] e [(BMZ)Ptl.] derivados
do Bromazepam (BMZ)

Apos a sintese dos complexos, foram realizados experimentos de RMN de *H e 3C,
com o objetivo de comprovar a formacdo dos compostos. Além disso, foram também
realizados outros experimentos de RMN que confirmam as atribui¢cbes de cada sinal
verificado nos espectros. Os dois compostos foram solubilizados em DMSO deuterado,
inclusive o ligante. Diferente do que se verificou no Diazepam, a amida do anel diazepinico,
no Bromazepam, ndo possui uma metila, apenas um hidrogénio. No espectro de 'H, o sinal
correspondente a amida (NH) ¢ observado com um deslocamento quimico (6) em 10,65 ppm,
no ligante, passando para 11,10 e 11,11 ppm, quando da formacdo dos complexos
[(BMZ)PdCI;] e [(BMZ)Ptl2], respectivamente. A adi¢io de 4gua deuterada (D.O) a amostra
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e sua posterior analise, comprovou a reducao desse sinal, pois o deutério trocou de lugar com
0 hidrogénio amidico, reduzindo a intensidade do pico (ANTOLINI et al., 1992).

Outra mudanca interessante é observada nos hidrogénios metilénicos, antes presentes
em 4,22 ppm como um simpleto largo e, nos complexos, aparecem como dois dupletos em
3,97 e 5,35 ppm, para o [(BMZ)PdClI2] e 4,39 e 6,33 ppm, para o [(BMZ)Ptl.]. Essa alteracéo
no deslocamento quimico esta diretamente relacionada a coordenagdo do ligante aos sais
metalicos empregados nas reacdes. A presenca do centro metédlico proximo desses
hidrogénios, faz com que estes sejam mais influenciados pelo metal e se desloquem mais,
comparados a outros nucleos de hidrogénio localizados mais distantes dessa regido da
molécula. Além disso, o efeito anisotropico dos elétrons © da carbonila também contribui
para que esses hidrogénios fiqguem em ambientes magnéticos distintos e sejam observados
como dupletos, efeito ja observado também no Diazepam.

O sinal do hidrogénio vizinho ao nitrogénio do anel piridinico, em 8,56 ppm no
ligante, se desloca para 9,17 e 10,14 ppm nos complexos [(BMZ)PdClI:] e [(BMZ)Ptl],
respectivamente. Tal mudanca para regido mais desblindada (campo baixo), como ja
mencionado, esta associado a presenca do centro metalico nos compostos. Comparando 0s
deslocamentos quimicos (8) desse hidrogénio e dos hidrogénios metilénicos do BMZ puro
com os complexos [(BMZ)PdCIl:] e [(BMZ)Ptlz], verifica-se maiores alteracbes nos
deslocamentos nos hidrogénios do complexo [(BMZ)Ptl.], pois tanto a platina quanto o iodo
sdo atomos com densidades eletrénicas maiores, além de serem menos eletronegativos e de
carater mais doador de elétrons. Esta ultima caracteristica promove a ampliacédo da densidade
eletrbnica no anel piridinico, desblindando ainda mais os hidrogénios aromaticos
(JACOBSEN, 2017; PAVIA et al., 2015).

No RMN de 3C, os sinais que apresentaram um deslocamento quimico mais
pronunciado foram os carbonos da carbonila (C=0), do grupo alquila (CH>) e do carbono
hidrogenado ligado ao nitrogénio piridinico (CH). Os sinais dos demais carbonos
praticamente nao se deslocaram apds a complexacao, o que ja era previsto, pois séo carbonos
mais distantes do centro metalico. O sinal do carbono CH ao lado do nitrogénio da piridina,
no composto [(BMZ)PdCI.], aparece em 151,07 ppm. Entretanto, no composto [(BMZ)Ptl],
esse mesmo carbono apresenta um sinal mais deslocado para a esquerda do espectro (campo
baixo), em 152,81 ppm, o que é compreensivel, dado ao carater mais doador de elétrons,

guando comparado ao analogo contendo paléadio e cloro no centro metalico.
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5.1.3. Sintese dos complexos [(DZP)Pdl]> e [(BMZ)PdIz], obtidos por metatese
halogénica

Por meio da metatese halogénica, foi possivel obter analogos iodados, [(DZP)Pdl]. e
[(BMZ)Pd]I], a partir com compostos clorados, [(DZP)PdCI]2 e [(BMZ)PdCI2], a partir da
adicdo de iodeto de potassio (KI) sobre os respectivos compostos clorados. O uso de Kl
como fonte de ions iodetos é importante, pois apresenta uma razoavel solubilidade no meio
reacional (solvente acetona), sendo que o KCI formado é bem menos sollvel, favorecendo,
assim, a reacdo. Ambas reacGes foram realizadas a temperatura ambiente e em menos de 1
hora de reacao.

No mecanismo proposto para a troca de halogénios (metatese halogénica), o
complexo contendo cloro, (a) sofre facilmente um ataque eletrofilico do anion iodeto. A
maior afinidade desses metais por iodo pode ser facilmente explicada pela concepgéo de
associacOes acido-base duros e macios em interacGes tipicas do tipo acido-base de Lewis
(ATKINS et al., 2010).

De modo mais especifico, apds ocorrer a coordenacdo do iodeto ao metal, rompe-se
a ligacdo covalente com o cloro, (b), passando este ultimo a possuir a carga negativa, o que
ja é previsto dada a maior eletronegatividade do cloro.

Pelas mesmas propriedades ja citadas anteriormente, um dos pares de elétrons do
iodo j& coordenado a um dos atomos de paladio ataca nucleofilicamente o Pd da outra por¢éao
do dimero, favorecendo a eliminacdo do cloreto até entdo coordenado nesse segundo atomo
do metal, (c), e formando a ponte com iodeto no novo dimero formado, (d) (Figura 21).
Nesse momento, a formacéo do cloreto de potassio (KCI) é mais favoravel do que a formacgéo
de iodeto de potassio, uma vez que AH}’ para o KCI é de -436,75 kJ/mol e para o Kl é de -
327,90 kJ/mol (ATKINS; JONES, 2012). Por fim, com a interagdo de mais um anion iodeto,
tem-se a formacéo do produto final, obtido atraves de metatese halogénica.

Por meio desse mesmo mecanismo, tem-se a obtengcdo do mondmero derivado do
Bromazepam, [(BMZ)PdI;] (Figura 22), excluindo apenas do mecanismo anterior a etapa de
formacgéo do intermediario obtido por meio do ataque nucleofilico de um dos pares de
elétrons do iodo. Vale ressaltar, ainda, que nesse complexo, ndo € possivel a formacao de
um dimero, tendo em vista que o ligante Bromazepam se coordena ao paladio de forma
bidentada, efeito no qual os dois nitrogénios (doadores de elétrons) se coordenam a um
mesmo metal (DUPONT; PFEFFER, 2008; SPESSARD; MIESSLER, 2009).
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Figura 21 — Mecanismo reacional proposto para a obtencdo do dimero [(DZP)PdI]:
obtido por metéatese halogénica.

N, Cl. _C
< Pd Pd ) Acetona, KI ( Pd Pd )
C/ \Cl/ \N -KCI

t.a., agitacdo, 1h (95%)
[(DZP)PdCI], [(DZP)PdI],
N, _Cl_. _C
< /Pd /Pd . )
Cc”  cI N

|
Pd ) Pd__ ) +K
¢ ¢ N ¢c” e N
(c) (b)
l—KCI

C P/\ /)__}_»( P/\ i(’j
(d) (e)

Fonte: Autor, 2023.

Figura 22 — Mecanismo reacional proposto para a obtencdo do complexo [(BMZ)PdI2]

obtido por metatese halogénica.
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Fonte: Autor, 2023.
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5.1.3.1.  Caracterizacdo quimica dos complexos obtidos por metatese halogénica

Apbs as sinteses, experimentos de RMN de 'H e 3C foram realizados para
comprovacao da formacéo do complexo [(BMZ)PdI2], obtido a partir do seu analogo com
cloro coordenado ao paladio. No espectro de 'H, foi possivel observar alteragdes no
deslocamento quimico (8) dos hidrogénios metilénicos (CHz), 0s quais eram 3,97 e 5,35
ppm, no [(BMZ)PdCI], e passaram para 4,21 e 6,00 ppm, no andlogo com iodo. J& o
hidrogénio do carbono vizinho ao nitrogénio piridinico, se deslocou de 9,17 ppm, no
[(BMZ)PdCI;], para um campo baixo (para a esquerda), em 9,78 ppm, no complexo
contendo iodo. Tal efeito se atribui, como ja mencionado anteriormente, ao carater mais
doador de elétrons do iodo, o que favorece o efeito de ressonancia no anel piridinico e a
desblindagem dos hidrogénios do mesmo. Os demais sinais de hidrogénio praticamente ndo
sofreram alteracBes com a troca dos halogénios. No RMN de 13C, verificou-se alteragGes
apenas nos deslocamentos quimicos do carbono metilénico e no carbono hidrogenado
vizinho ao nitrogénio piridinico, o que ja era esperado, deslocando-se de 56,16 e 151,07
ppm, respectivamente, no complexo com cloro para 59,01 e 153,98 ppm, no complexo com
iodo. Os demais sinais de carbono se mantiveram sem deslocamento quimico consideravel.

No espectro de IV do dimero [(DZP)PdI]2, € possivel verificar as bandas
correspondentes aos estiramentos C=0 e CHs/CH2, em 1688 cm™ e 2951-2866 cm™,
respectivamente, que confirmam a presenca do Diazepam na estrutura do complexo. No
RMN de H, observou-se uma variagdo mais discreta nos deslocamentos dos hidrogénios
metilénicos, variando de 3,95 e 4,63 ppm, no [(DZP)PdClI]2, para 3,89 e 4,68 ppm, no dimero
com iodo. Um efeito mais pronunciado foi verificado no hidrogénio vizinho ao carbono da
ligacdo Pd-C, variando de 7,69 ppm, no complexo [(DZP)PdCI],, para 8,36 ppm, no
complexo [(DZP)PdI]2. Tal efeito (de deslocar esse sinal para um campo baixo) ja foi
discutido anteriormente (de ser mais doador de elétrons), dispensando maiores discussoes.
No RMN de °C, quase todos os carbonos mantiveram os sinais sem deslocamentos
significativos, sendo mais evidentes nos carbonos C=0, CH> e CH vizinho ao carbono da
ligagdo Pd-C, justamente por sofrerem mais a influéncia da troca dos halogénios, variando
de 167,09 ppm (C=0), 54,47 ppm (CH2) e 136,63 ppm (CH), no [(DZP)PdClI], para 169,20
ppm, 53,52 ppm e 144,52 ppm para 0S mesmos respectivos carbonos no analogo com iodo.
Vale ressaltar que foram também realizados outros experimentos de RMN que corroboram

e confirmam os sinais atribuidos a cada H e C desses compostos.
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514. Sintese dos mondmeros derivados do Diazepam (DZP)

A sintese de formacdo dos monémeros a partir dos dimeros derivados do Diazepam
é possivel através da adicdo de um composto passivel de se coordenar ao centro metélico.
Essa caracteristica estd diretamente associada a presenga de um par de elétrons livres no
atomo que serd coordenado ao metal. Dentre 0s compostos com essa caracteristica
coordenante, foram utilizados 4-dimetilaminopiridina (DMAP), piridina (Py) e
trifenilfosfina (PPhs).

Inicialmente, o par de elétrons do grupo coordenante ataca eletrofilicamente o
paladio que, ao receber esse ligante com um par de elétrons, rompe a ligacdo dativa de um
dos grupos X (onde X = acetato, cloro ou iodo) que estava antes coordenado, (a). Essa troca
de ligantes mantendo a caracteristica da ligacdo, faz com que o metal permaneca com seu
estado de oxidacdo mais estavel (+2). Uma vez que a reacdo acontece na proporcédo de 1:2
(dimero/composto coordenante), uma segunda molécula ataca o outro paladio presente no
dimero, levando a um novo rompimento da ligacdo dativa do outro grupo X, separando o
dimero em dois mondmeros, (b) e (c) (Figura 23). Os rendimentos foram considerados de
moderados a bons, exceto para o complexo [(DZP)PdIPPhs], que foi obtido com 48% de
rendimento.

E importante destacar que foram realizadas sinteses dos mondmeros com os trés
dimeros ([(DZP)PdOACc]2, [(DZP)PdCI]. e [(DZP)PdI]2) e com cada um dos trés compostos
coordenantes (DMAP, Py e PPhs). Adicionando PPhs, todos os dimeros reagiram e foram
bem caracterizados, obtendo um rendimento maior para 0 monémero com cloro (99%). Ja
para o0 acetato e iodo foram 52 e 48%, respectivamente. Com piridina, foi possivel obter
mondmeros com cloro e iodo (com 69 e 65% em rendimento, respectivamente), mas com
acetato so foi verificado a formacdo do monémero quando em solucdo. Utilizando DMAP,
todos os dimeros reagiram, mas s6 foi possivel obter o mondmero com cloro (99% em
rendimento) de forma isolada, pois os demais foram observados nas analises de RMN com
sinais duplicados, levando a crer que havia uma mistura de ismeros, dificultando a obtencéo
dos mesmos separadamente. Nesse contexto, € provavel que, devido ao atomo de cloro ser
menos volumoso quando comparado ao atomo de iodo e ao grupo acetato, foi permitido uma
coordenacdo mais efetiva nas trés sinteses realizadas, levando a uma possivel estabilidade

do respectivo mondmero, caracteristica que ndo foi verificada nas sinteses empregando 0s
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outros dimeros, o que fortalece a ideia da influéncia do efeito estérico da ponte estabelecida
entre os &tomos de Pd e os ligantes (acetato, iodo ou cloro) na formagéo dos monémeros.

Figura 23 — Mecanismo reacional proposto para a obtencao dos monémeros derivados

do Diazepam.
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Fonte: Autor, 2023.

5.14.1.  Caracterizacdo quimica dos mondmeros derivados do Diazepam (DZP)

Ap0s as sinteses, analises espectroscopicas dos mondmeros confirmaram as sinteses.
No 1V do monémero [(DZP)PdCIDMAP], foi possivel identificar a banda referente
ao estiramento (v) caracteristico da ligacdo C-N do grupo amino presente no DMAP, em
1596 cm™, além dos estiramentos (v) da carbonila (C=0) em 1657 cm™ e do CH3/CH,, na
faixa de 2884-2778 cm™, presentes no anel diazepinico. Esses estiramentos sdo suficientes

para confirmar a formacdo do complexo por IV. No RMN de H, foi possivel observar o
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simpleto correspondente aos seis hidrogénios das metilas do grupo amino do DMAP, em
3,08 ppm, e os sinais da metila do anel diazepinico, em 3,38 ppm, estes mais desprotegidos
por estarem ligados a um nitrogénio amidico, sofrendo, consequentemente, o efeito de
desblindagem da carbonila. Os quatro hidrogénios do anel piridinico sdo vistos como dois
dupletos, o que ja era esperado, com constante de acoplamento J = 7,14 Hz, em 6,54 e 8,34
ppm, sendo estes ultimos mais desblindados, pois estdo préximos ao heteroatomo, o que
retém mais a densidade eletronica para si, desprotegendo mais esses hidrogénios. O sinal do
hidrogénio aromatico vizinho ao carbono da ligacdo Pd-C é observado em 6,49 ppm, mais
protegido, caracteristico dos complexos contendo Cl coordenado ao metal, efeito ja discutido
anteriormente nesse trabalho. No RMN de 3C, é possivel identificar todos os sinais
caracteristicos do complexo, dentre os quais destacam-se os deslocamentos quimicos (8) em
34,97 e 39,33 ppm, do CHs(piazepam) € CH3(pmaPR), respectivamente, além dos sinais em 55,78
ppm (Cchz), 158,94 ppm (Cpq-c) e 168,88 ppm (Cc-=0).

Nos mondmeros sintetizados com piridina (Py), [(DZP)PdCIPy] e [(DZP)PdIPy],
verifica-se alteracdes bem discretas nos espectros de 1V, com a banda correspondente ao
grupo C=0 em 1682 e 1683 cm™, respectivamente. Da mesma forma, as bandas relativas
aos estiramentos C-H dos grupos alquila (CHs/CH>) s&o observadas na faixa de 2969-2853
cm? (para o complexo com cloro) e 2963-2856 cm™ (para o complexo com iodo). No RMN
de 'H, ao comparar os espectros dos dois mondmeros, verifica-se alteragdes apenas nos
sinais dos hidrogénios metilénicos, em 3,80 e 5,90 ppm, no [(DZP)PdCIPy], e 3,76 € 6,29
ppm, no [(DZP)PdIPy], além do hidrogénio vizinho ao carbono da ligacdo Pd-C, variando
de 6,24 ppm, no [(DZP)PdCIPy], para 5,88 ppm, [(DZP)PdIPy]. Tais alteragcdes sdo mais
evidentes nesses nucleos, em virtude da troca dos halogénios ocorrer proxima a esses
hidrogénios. Em ambos os complexos, os sinais dos 5 hidrogénios piridinicos aparecem entre
7,40 e 8,90 ppm. No RMN de *3C, verifica-se alteragdes nos carbonos CHz, Pd-C, e Pd-C-
CH e CH=N-C’H, este ultimo presente no anel piridinico, com deslocamentos quimicos (9),
respectivamente, em 55,94, 158,73, 132,51 e 153,20 ppm para o [(DZP)PdCIPy], e 55,38,
155,37, 124,90 e 151,91 ppm para o [(DZP)PdIPy].

Nos complexos com trifenilfosfina (PPhs), algumas caracteristicas sdo bem
peculiares e que a torna um ligante coordenante diferente dos outros dois empregados nesse
trabalho. Com este ligante, foi possivel sintetizar mondmeros a partir dos trés dimeros
precursores. Em todos os produtos obtidos, no espectro de IV, verificou-se que 0s

estiramentos da ligagdo C=0 aparecem em 1686 cm™, além dos estiramentos C-H (aromaticos)
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que aparecem em bandas na faixa de 3100-3000 cm™X. Mesmo possuindo ligantes diferentes
(acetato, cloro ou iodo coordenados ao paladio), esses estiramentos ndo sofreram variages
consideraveis. No caso do complexo com acetato, observou-se também os estiramentos em
1574 e 1386 cm™, correspondentes ao grupo O-C=0 (no acetato). Esse Gltimo mondmero,
[(DZP)PdOACPPhs], juntamente com o [(DZP)PdIPPhs], foram obtidos com rendimentos
menores (52 e 48%, respectivamente), provavelmente devido ao efeito estérico de grupos
mais volumosos como o acetato e 0 atomo de iodo, 0 que comprometeu a coordenacdo mais
efetiva da trifenilfosfina ao centro metalico. No RMN de *H, foram comprovadas alteractes
apenas nos deslocamentos quimicos (8) dos hidrogénios metilénicos em 3,79, 3,75 e 3,99
ppm para o hidrogénio CHx@) e 4,90, 6,14 e 6,66 ppm para o hidrogénio CHzp) dos
complexos [(DZP)PdOACcPPhs], [(DZP)PdCIPPhs] e [(DZP)PdIPPhs], respectivamente. No
complexo [(DZP)PdOACcPPhz], observa-se o sinal da metila referente ao grupo acetato em
1,42 ppm. Em todos os complexos os 15 hidrogénios arométicos aparecem entre 7,35 - 7,80
ppm, confirmando a presenca da trifenilfosfina. No RMN de 3C dos trés compostos,
verifica-se o sinal do carbono coordenado ao metal entre 156 e 161 ppm, além dos sinais
mais intensos referentes aos Corto das fenilas, em torno de 135,40 ppm e dos Crmeta, Proximos
de 128,10 ppm. Vale ressaltar que esses sinais aparecem como dupletos, devido ao
acoplamento desses carbonos com o d&tomo de fosforo (BARROS et al., 2016). No complexo
com acetato, também sdo vistos dois sinais em 179,60 e 23,42 ppm referentes ao Cc=o € ao
Cchs do grupo acetato.

E valido destacar algumas caracteristicas dos ligantes empregados nesse trabalho
contendo nitrogénio (Py e DMAP) e fosforo (PPhs) como os atomos capazes de se
coordenarem ao metal, no caso o paladio (Pd).

Os ligantes Py e DMAP possuem um par de elétrons em um orbital preenchido do
nitrogénio piridinico, passiveis de serem doados diretamente ao metal, em um orbital vazio
do mesmo. Pela teoria do orbital molecular (TOM), esse par de elétrons é estabilizado através
da formacéo de um orbital ligante, enquanto que o orbital antes vazio do metal contribuira
mais para a formagdo do orbital antiligante, no complexo. Nesse tipo de interacdo, 0
nitrogénio contribui com um par de elétrons em uma interagdo tipo sigma (o), sendo,

portanto, chamado de ligante 6 doador (Figura 24).
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Figura 24 — Nitrogénio se coordenando ao paladio como ligante sigma doador de

elétrons.
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Fonte: Adaptado de SPESSARD; MIESSLER, 20009.

No caso do ligante PPhs, o fésforo além de doar o par de elétrons para o palédio, via
interag¢des o, ele também possui a capacidade de aceitar a densidade de elétrons do metal,
desde que hajam orbitais e orientaces adequadas dos mesmos. Na PPhs, ocorre a formagéo
da interagcdo o, sendo esta ainda complementada pela aceitacdo de densidade eletronica
(efeito conhecido como retrodoagdo), fazendo com que o ligante atue com dupla fun¢do: o
doador e m aceptor de elétrons. Essa caracteristica do fosforo ser aceptor de elétrons acontece
em virtude de ele possuir orbitais d vazios (ou para orbitais c* P-C) e confere estabilidade
ao composto (Figura 25). (SPESSARD; MIESSLER, 2009).

Figura 25 — Fésforo se coordenando ao paladio como ligante ¢ doador (a) e 7w aceptor

(b) de elétrons.
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Fonte: Adaptado de SPESSARD; MIESSLER, 20009.
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5.15. Sintese dos complexos modificados por meio de reacGes de insercdo de alcinos

As reacOes de insercéo de alcinos, apesar de existirem varios compostos reportados
na literatura confirmando a formacgdo dos mesmos, sdo reacdes cujos mecanismos ainda sao
pouco esclarecidos. Os poucos mecanismos relatados sdo baseados em estudos de Quimica
Computacional, com simulag¢fes de célculos de energia e estabilidade dos intermediarios
reativos. Em um dos trabalhos reportados, Meneghetti et al., (2012) descreveram etapas das
reacOes de polimerizacdo do eteno. Foram avaliadas as estruturas moleculares e as energias
envolvidas nessas reagdes. As estruturas intermediarias e de estado de transi¢cdo foram
também consideradas combinando a Teoria do Funcional de Densidade (DFT) e da
Mecanica Molecular (MM), dentro da abordagem ONIOM. Em outro trabalho, foi discutida
a conformacdo do ligante em torno do sitio ativo nas etapas da reacdo de polimerizacéo,
complexo w ¢ a formagdo de ramificagdes na cadeia polimérica (MENEGHETTI et al.,
2011).

Neste trabalho, foram realizadas inser¢cdes de dois alcinos (dimetil
acetilenodicarboxilato, DMAD, e metil fenilpropiolato, MPP) (Figura 26) na esfera de
coordenacdo, sendo possivel obter compostos por monoinsercao (no caso de um alcino ser
inserido na ligagdo Pd-C) e por di-insercdo (quando ha a insercdo de dois alcinos na ligacéo
Pd-C).

Figura 26 — Alcinos utilizados nas sinteses de modificacdo estrutural do complexo
[(DZP)PdI]2.
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Dimetil acetilenodicarboxilato Metil fenilpropiolato
(DMAD) (MPP)

Fonte: Autor, 2023.

Nas reacdes de monoinserc¢do, foi possivel obter produtos com rendimentos de 82 e
58% para o0 DMAD e o MPP, respectivamente. A fenila presente nesse Gltimo alcino
provavelmente contribui para dificultar sua entrada na esfera de coordenagédo através do
impedimento estérico, reduzindo o rendimento da reacao.

Sugere-se que 0 mecanismo de reacdo de insercdo (ver Figura 27) inicia-se com a
coordenagdo do alcino ao metal atraves de um ataque eletrofilico no qual é necessario que a

densidade eletronica, concentrada na ligagdo tripla dos carbonos acetilénicos, esteja
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orientada corretamente para que haja uma interacéo efetiva entre os orbitais desses carbonos
com o orbital vazio do metal (a). Entretanto, para que haja a coordenacdo do alcino, ha a
necessidade do rompimento das ligacdes Pd-I via ligacdo dativa (b). Apds o alcino estar
coordenado ao centro metalico, forma-se um intermediario (c) que conduz a ocorréncia de
um ataque nucleofilico intramolecular do carbono da ligagdo Pd-C sobre um dos carbonos
sp do alcino e o outro carbono sp faz uma nova ligagédo Pd-C (c). Isso leva a formacéo de
um metalaciclo, cujo ciclo tem mais dois membros, ou seja, um aumento do ciclo (d) e ao
reestabelecimento da dupla ponte de iodo (e). A partir de entdo, novas etapas se sucedem,
na outra porcdo do dimero, permitindo uma nova inser¢do do alcino, obtendo, dessa forma,
o0 produto final (Figura 27) (RYABOV et al., 1993).

Figura 27 — Mecanismo reacional proposto para a monoinsercéo de alcinos na ligacéo
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FONTE: Adaptado de RYABOV et al., 1993.
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Ryabov e colaboradores (1993) verificaram que a insergéo ocorre na ligagdo Pd-C e
nédo na ligacdo Pd-N, uma vez que ndo séo observadas reacdes de insercdo em compostos
monoméricos e nem em dimeros via ligacdo Pd-N. Em contrapartida, as insercdes na ligacao
Pd-C nos dimeros demonstra a importancia da estrutura em ponte para a coordenacdo da
instauracdo, uma vez que a clivagem dessa ponte (ligagdo dativa do iodo com o palé&dio) cria
imediatamente uma vaga para a insaturacdo se coordenar ao centro metalico.

As reacdes de monoinsercdo foram possiveis com os dois alcinos, DMAD e MPP,
sendo que este ultimo demonstrou ser mais reativo, dispensando a necessidade de
temperatura de refluxo durante a sintese. Provavelmente, a diferenca de polaridade na
ligagdo C=C, no MPP, permite uma interacdo mais rapida com o metal, diferente do alcino
DMAD que, por ser simétrico, praticamente ndo apresenta diferenca de polaridade nessa
mesma ligacao.

O mecanismo para a insercao de uma segunda molécula de alcino ndo é totalmente
elucidado (Figura 28). Vale aqui destacar que a presenca do iodo (em vez de cloro) na
estrutura do paladaciclo, favorece a ocorréncia de duas ou mais inser¢fes de alcinos na
ligacdo Pd-C. Assim, o mecanismo de duas moléculas de alcino pode ser visto como uma
sequéncia do mecanismo ja mostrado na Figura 27. Assim, partindo-se de uma paladaciclo
formado a partir da primeria insercéo de alcino, um segundo alcino se aproxima da esfera de
coordenacdo do Pd (a) e coordena-se ao metal (b). De forma semelhante ao mecanismo
mostrado na figura anterior, ha a formacdo de um intermediario semelhante ao de um ataque
nucleofilico intramolecular do carbono da ligacdo Pd-C (c), que se converte no produto de
di-insercdo (um metalaciclo de 7 membros, d)). Nessa condicdo, a estereoquimica das duas
ligacOes duplas formadas, a partir da insercéo de dois alcinos, apresentam a configuracao
cis. Essa condicdo ndo é favoravel estruturalmente, levando usualmente a uma isomerizagédo
da dupla ligacdo mais afastada do metal. Isso ocorre a partir de um intermediario que se
forma com o deslocamento de elétrons da ligacao m para o metal e, consequentemente, com
a formag&o de um carbocation (e) . Este pode girar livremente, formando o intermediario (f).
Nessa condicdo, a dupla ligacdo e refeita na outra estereoquimica, neste caso, trans. ,
podendo, agora, ocorrer a coordenacgdo da dupla ligacdo e do atomo de nitrogénio ao metal
(9) (Figura 28). Vale ressaltar que, em nosso trabalho, a di-insercéo foi possivel apenas com
0 alcino MPP.
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Figura 28 — Proposta de mecanismo reacional para a di-insercéo de alcinos na ligacéo
Pd-C.
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FONTE: Adaptado de RYABOV et al., 1993.

5.1.5.1.  Caracterizacdo quimica dos complexos modificados por meio de inser¢do de

alcinos

Apos os procedimentos de sintese com as inser¢fes dos alcinos, foram realizados
experimentos de IV e RMN de 'H e 13C para caracterizagdo dos mesmos. Vale destacar que
so foi verificado a inser¢cdo dos alcinos na ligacdo Pd-C do dimero [(DZP)PdI].,
provavelmente devido ao carater menos retirador de elétrons do iodo, o que aumenta a
polarizagdo da ligagéo Pd-C, favorecendo a insercédo dos alcinos. Os rendimentos das reagdes
foram de moderados a bons, obtendo um maior rendimento para a inserg¢éo do alcino DMAD,
0 que corrobora com dados reportados na literatura (MAASSARANI; PFEFFER; LE
BORGNE, 1987a; MAASSARANI; PFEFFER; LE BORGNE, 1987b; KARAMI et al.,
2014).
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No IV do complexo [(DZP)PdI(DMAD)]2 é possivel identificar uma banda mais
larga com dois sinais em 1741 e 1699 cm™, referentes aos estiramentos da ligagdo C=0 do
grupo éster (no alcino) e da amida (no anel diazepinico), respectivamente. Também é
possivel identificar bandas na faixa de 2995 e 2840 cm™, referentes aos estiramentos dos
grupos alquila (CH2 e CHj3), o0 que confirma a presenca do ligante e dos grupos funcionais
provenientes do alcino empregado na inser¢do. Esses estiramentos caracteristicos do alcino
DMAD corroboram com dados obtidos em outras sinteses de monoinsercao realizadas por
Maassarani, Pfeffer e Le Borgne (1987a) e Karami e colaboradores (2014), os quais
obtiveram complexos de Pd(Il) a partir de reagfes de monoinsercdo com DMAD e
verificaram estiramentos para a ligagdo C=0 entre 1710 e 1722 cm™. No RMN de *H, é
possivel identificar os deslocamentos quimicos () referentes a metila do Diazepam, em 3,44
ppm, e as metoxilas do DMAD, em 4,13 e 4,19 ppm, estes como dois simpletos. Isso é
possivel devido ao fato dos sinais das metoxilas serem observados em campo mais baixo do
que o sinal de metilas, o que é totalmente compreensivel, dado ao efeito de desblindagem
ser maior no grupo metoxilado, uma vez que o grupo alquila esta ligado ao oxigénio do
grupo éster (PAVIA et al., 2015). Antes, no alcino, as duas metoxilas eram observadas como
um simpleto com integral 6, ja no complexo, aparecem como dois simpletos com integral 3
em cada. Essa mudanca ocorre provavelmente devido a proximidade de uma das metoxilas
com o centro metalico, estando, portanto, em ambientes magnéticos levemente diferentes.
Essa pequena diferenca nesses deslocamentos quimicos é confirmada nos trabalhos de
Maassarani, Pfeffer e Le Borgne (1987a) e (1987b), Pfeffer, Pereira e Rotteveel (1989) e
Karami e colaboradores (2014). Uma alteracdo interessante € verificada com relagdo aos
hidrogénios metilénicos do Diazepam, antes observados em 3,89 e 4,68 ppm, no dimero
[(DZP)PdI]2, e no complexo [(DZP)PdI(DMAD)]2, passaram para 5,41 e 5,65 ppm, ficando
mais desblindados. E provavel que o efeito retirador de elétrons dos grupos ésteres
provenientes do alcino exerga influéncia na desblindagem desses hidrogénios. No RMN de
13C, é possivel verificar o sinal da metila, em 35,12 ppm, e das metoxilas, em 54,61 e 55,39
ppm, além do sinal do carbono (CH2) em 59,20 ppm. As carbonilas, por sua vez, aparecem
entre 160 e 166 ppm.

No IV do complexo [(DZP)PdI(MPP)]. é possivel identificar a banda em 1738 cm™,
referente ao estiramento C=0, proveniente do alcino, além de outra banda em 1692 cm™,
caracteristica da ligagdo C=0 da amida (no anel diazepinico). Os estiramentos dos grupos

alquila sdo observados na faixa de 2947 e 2877 cm™. Ao observar o RMN de *H, ¢ possivel
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identificar os simpletos correspondentes a metila da amida em 3,47 ppm, e a metoxila em
3,82 ppm. E possivel identificarmos, ainda, os hidrogénios metilénicos em 5,26 ppm e 5,64
ppm, efeito semelhante ao analogo obtido com DMAD. Os sinais dos 12 hidrogénios
aromaticos provenientes da fenila do alcino e do Diazepam foram identificados na faixa de
7,37 e 8,45 ppm. Esse complexo demonstrou necessitar de um tempo de reacdo menor,
comparado ao dimero com DMAD, pois dispensou condicGes de reacdo sob refluxo, sendo
obtido a temperatura ambiente por 1 hora, sob agitacdo. Tal efeito se deve em virtude de ser
um alcino assimétrico, levando a ligacdo C=C a possuir uma diferenca de polaridade, o que
a torna mais reativa em comparagéo ao alcino DMAD. Entretanto, outras caracterizagdes
ainda necessitam ser feitas, como RMN de 13C, e bidimensionais *H-*C, como HSQC e
HMBC, para atribuir, de forma mais precisa, os sinais ja observados no RMN de H e
bidimensionais *H-H. Vale ressaltar que mais estudos estdo sendo feitos para verificar a
regioquimica em que o alcino foi inserido, embora estudos na literatura reportem complexos
obtidos por insercdo do alcino MPP nos quais, em todos 0s compostos relatados, a fenila foi
inserida mais proxima do metal (MAASSARANI; PFEFFER; LE BORGNE, 1987a;
MAASSARANI; PFEFFER; LE BORGNE, 1987b).

Ao realizar areacdo do dimero [(DZP)PdI]. com o alcino metil fenilpropiolato (MPP)
na proporcdo de 1:4 (dimero:alcino), é possivel obter um produto de uma di-inser¢do. No
espectro de RMN de *H, foi possivel identificar os sinais referentes a metila do anel
diazepinico em 3,70 ppm, e as metoxilas provenientes das duas moléculas de alcino inseridas
no paladaciclo, em 2,87 e 4,28 ppm. E possivel identificar no espectro de RMN de 'H as
integrais dos 17 hidrogénios aromaticos, sendo: 7 hidrogénios provenientes da por¢do do
ligante Diazepam e 10 hidrogénios correspondentes as duas fenilas dos alcino inseridos.
Ainda se faz necessario a realizacdo de outros experimentos, tanto de RMN quanto das
demais analises de espectroscopia, a fim de confirmar, de forma mais efetiva, a formacéao do
composto.

Acredita-se, ainda, que nesse composto haja a descoordenacdo de todo o fragmento
orgénico do paladio(ll), pois observou-se a formagdo de um precipitado cinza (durante a
reacdo), tipico da formacdo de paladio metélico. Dessa forma, é sugerido um possivel
rearranjo na estrutura do complexo, levando a formacao de um produto organico cationico,

conforme proposto na Figura 29:
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Figura 29 — Possivel mecanismo para a possivel estrutura obtida por di-inser¢do apos
rearranjo do composto seguida de descomplexacio do paladio(Il), “DZP(MPP).”.

Fonte: Autor, 2023.

Uma verificacdo importante foi observada ao retirar aliquotas em diferentes
intervalos de tempo, para realizagdo de analises de RMN de *H, durante a reagdo do dimero
[(DZP)PdI]2. com MPP na proporc¢éo de 1:4 (dimero:alcino) durante 24 horas. Tal verificacéo
encontra-se representada na Figura 30.

Cada aliquota foi rapidamente filtrada, seca sob vacuo e feita a preparacdo das
mesmas com cloroférmio deuterado. O dimero de partida (de coloracdo esverdeada)
mostrou-se completamente solivel em acetona e o alcino (incolor) também € soltvel no
referido solvente, facilitando a formacao do produto em solucdo. Apds cerca de 15 minutos,
a solugéo comegou a mudar de tonalidade, passando de esverdeado para marrom escuro. Nos

minutos seguintes, observou-se uma completa mudanca na tonalidade da solugédo, tornando-
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se cada vez mais escura. Apo6s os primeiros 30 minutos de reacdo, retirou-se a primeira
aliquota para obtencéo do espectro de RMN de *H para verificar o andamento da reagio.
Observa-se claramente os sinais referentes a metila do nitrogénio amidico do anel
benzodiazepinico (em & = 3,4 ppm) e o sinal referente a metoxila (em ¢ = 3,8 ppm), do alcino
empregado na insercdo. Vale ressaltar que a presenca de apenas um sinal da metoxila
comprova a inser¢do de apenas uma molécula do alcino em cada paladaciclo do dimero neste
momento da reacdo, mesmo havendo sido utilizada a proporcao de 4 moléculas de alcino
para cada molécula do dimero. Neste espectro, também é possivel identificar os hidrogénios
metilénicos em regides mais desblindadas (5,2 e 5,5 ppm), comparadas as mesmas regides
dos respectivos sinais no ligante Diazepam e no dimero com iodo.

Entretanto, a reacdo ndo se finda neste momento, pois ressonancias de
acompanhamento da insercdo comprovam 0 prosseguimento da mesma para inserir uma
segunda molécula do alcino em cada paladaciclo do dimero. Ap6s 4 horas de reacdo, é
possivel verificar a permanéncia dos sinais referentes a monoinsercao e o surgimento de
novos simpletos referentes a di-insercdo, em 2,8, 3,7 e 4,2 ppm (em concentracao mais baixa
comparado ao produto da monoinsercdo). ldentifica-se claramente a presenca dos
hidrogénios metilénicos ainda presentes da monoinser¢do, mas ndo é possivel identificar os
mesmos hidrogénios provenientes da di-insercdo. Apesar da pequena proporgdo do
complexo obtido apds dupla insercdo de alcino, ja é possivel observar sinais caracteristicos
das fenilas desse composto, como o dubleto em torno de 6 = 7,0 ppm. Ap6s 5 horas do inicio
da reacdo, é perceptivel como a reacdo ainda prossegue com as insercdes, uma vez que ha
quantidade estequiométrica de alcino suficiente para a di-insercdo. Transcorridas 6 horas de
reacao, observa-se sinais referentes aos complexos da monoinsercao e da di-insercdo obtidos
em solucdo. Entretanto, os dois produtos encontram-se misturados, possivelmente em
proporcoes semelhantes, de forma que ndo ha como identificar com clareza os hidrogénios
aromaticos e os hidrogénios metilénicos de ambos os complexos formados e presentes na
mistura analisada. Nesse momento, observa-se a presenca de dois dubletos, entre 5,2 e 5,7
ppm, referentes aos hidrogénios metilénicos, oriundos do produto da monoinsercdo, em
frequéncias praticamente idénticas as da ressonancia do produto com uma molécula de
alcino por paladaciclo no complexo. Verifica-se, ainda, os trés sinais das metoxilas, sendo
uma proveniente da monoinsergao e duas provenientes da di-inser¢do. Além dos dois sinais
das metilas do anel benzodiazepinico, uma do complexo com monoinsercdo e a outra do

composto da di-insercéo.
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Figura 30 — Acompanhamento da reacdo do dimero [(DZP)Pdl]2 com metil
fenilpropiolato (MPP) por RMN de 'H em CDCls durante 24 horas.
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Fonte: Autor, 2023.

Ap0s 8 horas de reacdo, observa-se uma gradativa reducao na intensidade dos sinais
do complexo obtido por monoinsercdo e consequentemente aumento da intensidade dos
sinais do complexo obtido pela di-insercdo. Esse fato pode ser comprovado a partir da
ressonancia na qual identifica-se maior intensidade dos sinais referentes a dupla inser¢do no
paladaciclo. Verifica-se, ainda, pequenos sinais referentes & monoinsergéo, 0 que sugere a
consequente reducdo da concentragdo desse complexo no decorrer da reacdo. Vale salientar
qgue ndo é possivel, ainda, identificar claramente os hidrogénios aromaticos da mistura

analisada, uma vez que ha varios sinais sobrepostos decorrentes dos dois compostos em
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solucdo, interferindo na ressonancia. Praticamente ndo sdo observados sinais dos
hidrogénios metilénicos, pois 0s mesmos sdo Vistos somente como pequenos sinais
alargados, entre 5,2 e 5,8 ppm. Com 10 horas de reacdo, a ressonancia comprova a existéncia
somente do produto da di-insercdo, o que sugere uma completa insercdo do alcino existente
antes na proporcdo estequiométrica correspondente a duas moléculas do mesmo por
paladaciclo. Verifica-se, ainda, o desaparecimento dos sinais correspondentes a metila e ao
grupo metoxi do complexo da monoinsergéo.

As ressonancias de *H do complexo apds a di-inser¢do ndo permitem a identificagio
dos sinais dos hidrogénios metilénicos. Possivelmente, dado ao rearranjo ocasionado pela
descomplexacdo do paladio(ll). Ap6s 24 horas de reagdo, os sinais do complexo
permanecem 0S mesmos que na ressonancia com 10 horas. Isso permite concluir que para a
di-insercdo utilizando a acetona como solvente sdo necessarias apenas 10 horas de duracéo,

otimizando o tempo anteriormente empregado, que era de 24 horas.

5.1.6. Sintese dos compostos hibridos a partir de modificacbes no dimero
[(DZP)PdOAC]2

A sintese dos compostos hibridos a partir dos acidos isonicotinico (Al) e nicotinico
(AN) (Figura 31), aparentemente ocorre de forma semelhante as sinteses de formagéo dos
mondmeros com piridina e trifenilfosfina. Os produtos das duas reacdes (com Al e com AN)
foram obtidos com bons rendimentos e em um tempo reacional relativamente curto, em torno
de 1 hora a temperatura ambiente.

Inicialmente, o paladio sofre um ataque eletrofilico do par de elétrons do nitrogénio
do anel piridinico do Al ou do AN. Nesse momento, um dos oxigénios (antes coordenado ao
paladio via ligacdo dativa) se descoordena do metal, rompendo a ponte com o acetato (a). A
partir de entdo, acredita-se que o ambiente quimico semelhante e a proximidade existente
entre a porcao do acido carboxilico e o0 grupo acetato faz com que este ultimo capture o
préton do grupo é&cido (b), permitindo que o oxigénio (agora desprotonado) ataque
nucleofilicamente o paladio da outra por¢do do complexo, levando consequentemente a
eliminacdo do grupo acetato (c). Esse acetato € eliminado na reacdo sob a forma de acido
acetico, enquanto que o composto hibrido agora é formado a partir da coordenacdo do
nitrogénio do anel piridinico (a um dos atomos de Pd) e da coordenacdo de um dos atomos

de oxigénio do grupo acido ao outro atomo de paladio (d) (Figura 31).
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Figura 31 — Mecanismo reacional proposto para a obtencdo dos complexos hibridos
com Al e AN, mas exemplificado apenas com Al.
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5.1.6.1.  Caracterizacdo quimica dos compostos hibridos a partir de modificagdes no
dimero [(DZP)PdOACc]:

Ap0s as sinteses, foram realizados experimentos de RMN para caracterizacdo dos
compostos. Vale ressaltar que outros experimentos estdo sendo executados, como 1V, a fim
de corroborar os dados de caracterizacdo. E importante destacar que em relacdo ao dimero
empregado como precursor, [(DZP)PdOAC]., a unica alteracdo que o composto sofreu foi a
troca do ligante acetato pelo acido isonicotinico (Al) ou nicotinico (AN). Apesar de ter sido,
aparentemente, uma simples troca de ligantes, os produtos obtidos s&o chamados de hibridos
em virtude de possuir dois ligantes com atividade biol6égica conhecida, coordenados ao
centro metalico. De um lado temos o Diazepam, amplamente conhecido e empregado no
tratamento de convulsdes, ansiedade e depressdo, dada a sua atividade frente ao Sistema
Nervoso Central (SNC). De outro lado temos os &cidos isonicotinico e nicotinico, os quais
participam de varias reacdes importantes para a manutencdo da homeostase do organismo
(BRITO et al., 2017; SILVA, 2018).

No RMN de *H, foi possivel verificar alteragdes significativas nos sinais dos novos
complexos sintetizados, quando comparados ao dimero de partida [(DZP)PdOACc]2. Neste
ultimo, era possivel observar a metila do grupo acetato em 2,22 ppm, sinal que desapareceu
nos espectros dos hibridos, uma vez que os Al e AN ndo possuem esse grupo alquila.
Verificou-se, também, que os hidrogénios metilénicos ficaram mais desblindados nos
hibridos, saindo dos deslocamentos quimicos (8) de 3,29 e 4,34 ppm, no [(DZP)PdOAc]?>,
para 3,81 e 4,80 ppm, em ambos os hibridos. Tal efeito pode ser explicado em virtude da
coordenacdo tanto do grupo éster quanto do anel piridinico, por meio do nitrogénio, ambos
com carater retirador de elétrons, o que contribui para desblindar esses hidrogénios. Outra
caracteristica importante diz respeito a reducao consideravel dos sinais minoritarios antes
observado no complexo de partida, o que leva a crer em uma conformacao espacial diferente
nos compostos hibridos, o que consequentemente também altera 0 ambiente quimico. Nos
demais sinais de H ndo sdo observadas alteragBes significativas. No complexo
[(DZP)Pd(Al)]2, foi possivel identificar dois sinais de 'H largos com integral 2 cada,
correspondentes aos hidrogénios do anel piridinico do Al, em 7,96 ppm (Hmeta) € 8,94 ppm
(Horto). Ja para o [(DZP)Pd(AN)]2, foram identificados quatro sinais largos, com integral 1
cada, tendo em vista que nesse acido, cada hidrogénio piridinico estd em um ambiente

magnético distinto dos demais, variando de 7,41 a 9,52 ppm. Também é possivel destacar o
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desaparecimento do sinal da hidroxila, antes observado nos espectros dos acidos isolados, o
que reforga a formacéo da ligagdo Pd-O na outra porg¢éo da estrutura dos Al e AN, mantendo
a ponte com o grupo éster formado com um dos atomos de Pd. No RMN de *3C, verifica-se
0 desaparecimentos dos sinais do Ccrs € Cc=0, ambos do grupo acetato, no [(DZP)PdOAc]z,
em 24,60 e 181,87 ppm, respectivamente. No composto [(DZP)Pd(Al)]2, o sinal da carbonila
proveniente do Al aparece em 169,52 ppm, enquanto que os carbonos hidrogenados do anel
piridinico aparecem em 125,46 e 152, 54 ppm, correspondendo aos Cmeta € Corto,
respectivamente, sendo cada sinal referente a dois carbonos cada, uma vez que Sao
simétricos. No composto [(DZP)Pd(AN)]2, a carbonila proveniente do acido aparece em
167,97 ppm, e os quatro carbonos hidrogenados sdo observados em 124,84, 139,55, 153,66
e 154,09 ppm. Em ambos os hibridos, o sinal do carbono ndo hidrogenado do anel piridinico

e ligado a carbonila é observado préximo de 125,66 ppm (Figura 32).

Figura 32 — Valores correspondentes aos sinais de RMN de '3C atribuidos aos carbonos
dos acidos isonicotinico (Al) e nicotinico (AN).
0

1/2 55124 84

167,

1255% 153,66
N O _

< N/ 154,

2
[(DZP)Pd(Al)], [(DZP)Pd(AN)]>
Fonte: Autor, 2023.
5.2. Avaliagao da capacidade antioxidante frente ao radical DPPH-

Inicialmente, foi verificada a atividade antioxidante dos ligantes benzodiazepinicos
utilizados nesse trabalho, além do Clonazepam, outro benzodiazepinico. Os valores foram
expressos em porcentagem considerando o valor de referéncia da absorvancia do DPPH-
como 100%. A partir dos dados, foi possivel observar que os ligantes ndo demonstraram
possuir atividade frente ao radical DPPH- em nenhuma das concentragdes testadas (Figura
33).
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Figura 33 — Capacidade antioxidante de alguns benzodiazepinicos frente ao radical
DPPH-.

Absorvancia (%)

[100] [250] [500]  [100] [250] [500]  [100] [250] [500]

Clonazepam Bromazepam Diazepam

Nota: Efeito do Clonazepam, Bromazepam e Diazepam no ensaio de sequestro do radical DPPH- nas
concentracgdes de [100], [250] e [500] uM. Os resultados foram expressos como a média + desvio
padréo dos grupos comparados ao controle (solu¢do de DPPH:) através de One-way ANOVA seguida
do pos-teste de Dunnet. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Fonte: Autor, 2023.

Em seguida, verificou-se a capacidade antioxidante dos dimeros derivados do
Diazepam, [(DZP)PdClI]2, [(DZP)PdI]. e [(DZP)PdOACc].. Ao analisar a faixa de absorcao
dos dimeros, foi notado que o dimero com acetato absorve na mesma regido que o radical
DPPH: (515 nm) (Figura 34).

Figura 34 — Faixa de absorcédo do Diazepam e dos complexos diméricos derivados do

Diazepam.
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Fonte: Autor, 2023.
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Apesar do dimero [(DZP)PdOACc]2 absorver na mesma regido do radical DPPH-, ndo
chegou a comprometer os dados obtidos de UV-vis, pois esse complexo ndo demonstrou
capacidade de sequestrar o radical, efeito também observado com o dimero [(DZP)PdClI]..
Em contrapartida, foi perceptivel o sequestro do radical quando em contato com o dimero
contendo iodo, [(DZP)PdI]2, nas trés concentragdes testadas, [100], [250] e [500] uM (Figura
35). Vale ressaltar que sdo dados verificados apds 1 hora de interagdo entre o radical e 0s
compostos.

No que se refere aos complexos derivados do Bromazepam, verificou-se que tanto o
complexo com cloro quanto o complexo contendo iodo sequestraram consideravelmente o
radical DPPH-, nas trés concentracOes testadas (Figura 36). Tal efeito pode estar associado
também ao tamanho das moléculas dos compostos, uma vez que os complexos com
Bromazepam formam monémeros, enquanto que os derivados do Diazepam formam
dimeros, sendo capaz de apresentar atividade antioxidante um pouco mais pronunciada
apenas para o dimero [(DZP)PdI]..

Figura 35 — Capacidade antioxidante dos dimeros [(DZP)PdCI]2, [(DZP)Pdl]: e
[(DZP)PdOACc]:2 frente ao radical DPPH-.

sk

Absorvancia (%)

[100] [2%0] [500] [100] [2%0] [500] [100] [2%0] [500] [100] [2&1')0] [500]
Diazepam [(DZP)PdCI], [(DZP)PdI], [(DZP)PdOAc],

Nota: Efeito do Diazepam, [(DZP)PdClI],, [(DZP)PdI]. e [(DZP)PdOAc]. no ensaio de sequestro do
radical DPPH- nas concentracdes de [100], [250] e [S00] uM. Os resultados foram expressos como
a média + desvio padrdo dos grupos comparados ao controle (solugdo de DPPH") através de One-
way ANOVA seguida do pos-teste de Dunnet. Os valores foram considerados estatisticamente
significativos quando **p < 0,01 e ***p < 0,001. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata. Fonte: Autor, 2023.
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Figura 36 — Capacidade antioxidante dos complexos [(BMZ)PdCI2] e [(BMZ)PdI2]
frente ao radical DPPH-.
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Nota: Efeito do Bromazepam, [(BMZ)PdCI;] e [(BMZ)PdI;] no ensaio de sequestro do radical
DPPH- nas concentragdes de [100], [250] e [S00] uM. Os resultados foram expressos como a média
+ desvio padrdo dos grupos comparados ao controle (solugdo de DPPH-) através de One-way
ANOVA seguida do pés-teste de Dunnet. Os valores foram considerados estatisticamente
significativos quando ***p < 0,001. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Fonte:
Autor, 2023.

Foi também analisada a influéncia do tempo de reagdo entre o radical DPPH- ¢ cada
um dos complexos que apresentaram atividade sequestradora de radical. Para o complexo
[(DZP)PdI]2 (Figura 37), verificou-se que o mesmo interage com o radical na primeira hora
de reacdo, mantendo-se praticamente estavel nas horas seguintes. J& o complexo com
Bromazepam, [(BMZ)PdI2] (Figura 38), demonstrou também uma boa atividade na primeira
hora de reacdo, sendo ainda capaz de continuar interagindo com o DPPH- nas horas
seguintes, mantendo-se pouco varidvel somente apds 3 horas de reacdo. Entretanto, ao
analisar o complexo [(BMZ)PdCI;] (Figura 39), € possivel observar que esse composto reage
com o radical consideravelmente, chegando a sequestra-lo em quase 90% nas quatro horas
de reacdo analisadas. O grafico ainda sugere que é possivel a continuacao dessa reacdo apds

as 4 horas analisadas para esse Gltimo complexo.
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Figura 37 — Influéncia do tempo de reacéo entre o complexo [(DZP)PdI]2 e o radical
DPPH-.

100=-
\;:E‘ 1 kkk
P
5 o [100]
T 50 B [250]
(=]
2 & [500]
<
0 1 1 || 1 I
0 1 2 3 4
Time (h)

Nota: Efeito do [(DZP)PdI]2 no ensaio com DPPH- nas concentragdes de [100], [250] ¢ [500] uM
apos andlises nos tempos de 1, 2, 3 e 4 h. Os resultados foram expressos como a média * desvio
padrdo dos grupos comparados ao controle (solugdo de DPPH- no tempo 0 h) através de One-way
ANOVA seguida do pés-teste de Dunnet. Os valores foram considerados estatisticamente
significativos quando ***p < 0,001. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Fonte: Autor, 2023.

Figura 38 — Influéncia do tempo de reagao entre o complexo [(BMZ)PdI-] e o radical
DPPH-.
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Nota: Efeito do [(BMZ)PdI;] no ensaio com DPPH- nas concentragdes de [100], [250] e [S00] uM
apos analises nos tempos de 1, 2, 3 e 4 h. Os resultados foram expressos como a média * desvio
padrdo dos grupos comparados ao controle (solugdo de DPPH: no tempo 0 h) através de One-way
ANOVA seguida do pos-teste de Dunnet. Os valores foram considerados estatisticamente
significativos quando ***p < 0,001. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Fonte: Autor, 2023.
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Figura 39 — Influéncia do tempo de reacgéo entre o complexo [(BMZ)PdCI2] e o radical
DPPH-.
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Nota: Efeito do [(BMZ)PdCI.] no ensaio com DPPH- nas concentra¢des de [100], [250] e [500] uM
apos analises nos tempos de 1, 2, 3 e 4 h. Os resultados foram expressos como a média = desvio
padrdo dos grupos comparados ao controle (solugdo de DPPH- no tempo 0 h) através de One-way
ANOVA seguida do pos-teste de Dunnet. Os valores foram considerados estatisticamente
significativos quando ***p < 0,001. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Fonte: Autor, 2023.

Na Tabela 5 a seguir, estdo mostrados os resultados obtidos para a atividade
sequestradora de radicais, expressa em porcentagem (% ASR). Nela é possivel verificar que,
como ja observado nas figuras anteriores, os complexos [(DZP)Pdl]., [(BMZ)PdI:] e
[(BMZ)PdCI;], foram os que apresentaram valores maiores comparados aos outros
complexos e aos respectivos ligantes.

Dentre os complexos derivados do Diazepam, apenas o dimero com iodo apresentou
valores maiores, praticamente inalterados nas horas seguintes de reacdo. Dentre 0s
complexos derivados do Bromazepam, ap6s 1 hora de reagdo, o complexo com iodo
demonstrou maiores valores comparado ao seu andlogo com cloro. No entanto, nas horas
seguintes, o complexo com cloro apresenta atividade sequestradora de radicais maior que a
do complexo com iodo, dados que sdo confirmados a partir da analise das figuras com os
gréficos da influéncia do tempo de reacdo entre esses complexos e o radical DPPH-.

O desequilibrio entre reacdes mediadas por radicais livres pode desencadear o
estresse oxidativo, que frequentemente resulta em graves efeitos nocivos as células. Alguns
estudos ja relatam a associacéo entre a producdo de radicais livres e a lesdo nas estruturas
celulares e a patogénese de muitos disturbios neurolégicos (LI et al., 2013). Um dos maiores
impactos esta, por exemplo, em quadros de epilepsia (AGUIAR et al., 2012). Alguns estudos

sugeriram propriedades antioxidantes de farmacos, dentre os quais estava o Clonazepam, um
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benzodiazepinico, demonstrando que o mesmo pode até proteger contra danos cerebrais
ocasionados por radicais livres em um processo de estresse oxidativo (WAYHS et al., 2013a;
WAYHS et al., 2013b).

Tabela 5 — Capacidade antioxidante sequestradora de radicais (DPPH-) considerando

1 hora de reacéo.

Concentracgéo Ligantes
[1=uM % ASR — Clonazepam % ASR — Diazepam % ASR — Bromazepam
[100] 38+3,3 6,8+8,2 20+0,3
[250] 51+24 39147 48+3,8
[500] 34+26 20+18 1,7+0,1
Complexos derivados do Diazepam
% ASR — % ASR — % ASR —

[(DZP)PdCI]2 [(DzP)PdI]. [(DZP)PdOAC]2
[100] 20+11 245+0,5 26+10
[250] 24+0,9 36,7+ 0,6 76+15
[500] 28+0,5 41,0£0,1 153+0,1

Complexos derivados do Bromazepam

% ASR — [(BMZ)PdCl;] % ASR — [(BMZ)PdI7]
[100] 246+19 27,717
[250] 359+29 45,9+ 0,6
[500] 441+25 56,8 + 1,4

Nota: Os resultados foram expressos como a média + desvio padrdo dos grupos. Todos o0s
experimentos foram realizados em triplicata. Fonte: Autor, 2023.

Fonteles e colaboradores (2016) também demonstraram, em modelo in vitro, a
capacidade antioxidante do Levetiracetam e do Clonazepam, ambos com atividade
anticonvulsivante conhecida. Apesar do trabalho de Fonteles ter sido direcionado para a
epilepsia, o Clonazepam também atua como um farmaco no combate a ansiedade. Os
resultados puderam inferir a participacao do efeito antioxidante no mecanismo neuroprotetor
desses farmacos.

Até o presente momento, havia apenas um registro na literatura a respeito da

avaliacdo da atividade antioxidante envolvendo complexos benzodiazepinicos associados a
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atividade neuronal, no caso a epilepsia, na qual um dos complexos avaliados apresentou um
potencial efeito neuroprotetor, uma vez que foi capaz de aumentar significativamente 0s
niveis de GSH (CORREIA, 2017). Vale destacar que esses testes foram realizados
colentando amostras de cérebro dos animais, metodologia diferente da empregada neste
trabalho, mas que a avaliagcéo de biomarcadores do estresse oxidativo faz parte dos objetivos
ainda a serem alcancados nesta pesquisa.

5.3. Principais resultados de atividade biolégica com o complexo [(DZP)PdCIl].

5.3.1. Labirinto em cruz elevado (LCE)

A administragdo do complexo [(DZP)PdCI]. na dose de 0,15 mg/kg / 0,176 pmol/kg,
aumentou a %TBA (F3, 33 = 4,487; P= 0,0095; Figura 40A) e a %EBA (F3,33 = 3,057; P =
0,0418; Figura 40B) de maneira significativa quando comparada ao grupo controle
(Veiculo). Em relacdo aos parametros etologicos observados no LCE, ndo houve diferenca
significativa em relacdo aos parametros observados entre o grupo controle e 0s grupos das
diferentes doses do complexo [(DZP)PdCI]2 [uHD (Fs3, 33 = 1,252); P = NS, pSAP (F3, 33 =
2,058; P = NS) e REA (F3, 33 = 0,4948; P = NS) Tabela 6]. Nao foi detectada diferenca
significativa em relacdo ao nimero de entradas nos bragos fechados (EBF) entre as doses do

complexo e o grupo controle (Fs 33 = 2,394; P = NS; Tabela 6).

Figura 40. Efeitos da administracédo do complexo [(DZP)PdCI]2 (0,015, 0,025 ou 0,15
mg/kg) (0,018, 0,029 ou 0,176 pmol/kg) no labirinto em cruz elevado (LCE).
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Porcentagem de tempo (A) e de entradas (B) nos bracos abertos do LCE. Resultados expressos em
média + E.P.M. *P<0,05 e **P<0,01 em relacdo ao grupo controle (Veiculo) (ANOVA uma via
seguida do teste de Newman Keuls). Fonte: Autor, 2023.
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Tabela 6. Efeitos da administracdo do complexo [(DZP)PdCI]2 (0,015, 0,025 ou 0,15
mg/kg) (0,018, 0,029 ou 0,176 umol/kg) no niamero de entradas nos bracos fechados

(EBF)e nos parametros etoldgicos avaliados no labirinto em cruz elevado (LCE).

Parametros avaliados do LCE
EBF uHD pSAP REA
Veiculo (n=8) 130+11 116+20 26+06 14519
[(DZP)PdCI], 0,015 (n=10) 10,8+1,0 7,6+11 12+03 11,6+12
[(DZP)PdCI]; 0,025 (n=10) 130+0,8 9,7+15 19+05 139+13
[(DZP)PACI], 0,15 (n=9) 102+0,8 82+17 14+03 12807

Tratamento

uHD= unprotected head-dipping ndo protegido, pSAP= stretch-attend posture protegido, REA=
rearings, CRUZ= cruzamentos. . Resultados expressos em média + E.P.M. P=NS (ANOVA uma via
seguida do teste de Newman Keuls). Fonte: Autor, 2023.

5.3.2. Caixa claro-escuro (CCE)

Na CCE, a ANOVA uma via ndo detectou diferenca significativa entre o grupo
controle e as diferentes doses do complexo nos parametros temporais [TCC (F3, 34 = 1,081;
P = NS; Figura 41 e LECE [F3 32 = 1,253, P = NS; Tabela 7] e espaciais [NECE (F3, 32 =
0,4581, P = NS; Tabela 8] e CRUZ [F3 34 = 2,626, P = NS; Tabela 7].

Figura 41. Efeitos da administracdo do complexo [(DZP)PdCI]2 (0,015, 0,025 ou 0,15
mg/kg) (0,018, 0,029 ou 0,176 umol/kg) no tempo de permanéncia no compartimento
claro no teste da caixa claro-escuro (CCE).
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Resultados expressos em média + E.P.M. P=NS (ANOVA uma via seguida do teste de Newman
Keuls). Fonte: Autor, 2023.
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Tabela 7. Efeitos da administracdo do complexo [(DZP)PdCI]2 (0,015, 0,025 ou 0,15
mg/kg) (0,018, 0,029 ou 0,176 pmol/kg) nos parametros espago-temporais da caixa

claro-escuro (CCE).

Parametros da CCE

Tratamento
LECE nECE CRUZ
Veiculo (n=9) 8,1+20 82+09 27,7+37
[(DZP)PdCI]2 0,015 (n=10) 40+1,2 83+10 30,3+456
[(DZP)PdCI]2 0,025 (n=10) 85+£19 80+0,7 29,4+37
[(DZP)PdCI]20,15 (n=9) 8,1£2,6 92+03 418+33

LECE-= laténcia para entrar no compartimento escuro, NnECE= nimero de entradas no compartimento
escuro, CRUZ= cruzamentos totais no compartimento claro. Resultados expressos em média +
E.P.M. P=NS (ANOVA uma via seguida do teste de Newman Keuls). Fonte: Autor, 2023.

5.3.3. Teste do campo aberto (CA)

Em relagdo ao teste do campo aberto (CA), a ANOVA uma via ndo detectou
diferenca significativa entre os animais tratados com as diferentes doses do complexo e 0
grupo controle, tanto em relagdo ao nimero de cruzamentos (F3, 33 = 2,344; P = NS; Figura

42A) quanto em relagdo ao numero de rearings (F3, 33 = 0,4948; P = NS; Figura 42B).

Figura 42. Efeitos da administracdo do complexo [(DZP)PdCI]2 (0,015, 0,025 ou 0,15
mg/kg) (0,018, 0,029 ou 0,176 pmol/kg) no teste do campo aberto (CA).
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Resultados expressos em média + E.P.M. P=NS (ANOVA uma via seguida do teste de Newman
Keuls). Fonte: Autor, 2023.
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5.34. Efeito do tipo ansiolitico do complexo metélico derivado do Diazepam
[(DZP)PdCI]2

Nossos resultados demonstram que o complexo metalico derivado do Diazepam
[(DZP)PdCI]2, na dose de 0,15 mg/kg / 0,176 pmol/kg, apresentou um efeito do tipo
ansiolitico em camundongos Swiss fémeas submetidos ao LCE, por aumentar a %TBA e
%EBA, quando comparados ao grupo controle. Ambos 0s parametros representam medidas
espacgo-temporais ja bem validadas avaliacdo de comportamentos relacionados a ansiedade
(BOURIN et al., 2007; UYS et al., 2003). LOLLI et al. (2006) relataram o efeito tipo
ansiolitico induzido por extratos da Passiflora actinia em camundongos Swiss que foram
submetidos ao LCE e, assim como o [(DZP)PdCl]., apresentaram maior %TBA e %EBA
qguando comparado ao grupo controle (LOLLI et al., 2006). Resultado semelhante também
ao obtido por BRITO et al. (2017) com um composto ciclico derivado da piperazina
[LQFMO032] (BRITO et al., 2017).

Em relacdo aos parametros etolégicos do LCE, os resultados ndo mostraram
diferenca significativa entre as diferentes doses do complexo e o grupo controle. Esses
parametros tém a finalidade de garantir maior sensibilidade ao teste, dentre eles, o uHD e 0
PSAP analisam o comportamento natural do animal de avaliar situa¢Ges de risco quando se
sentem ameacados. O aumento do numero de uHD e de pSAP pode ser um indicativo de
comportamento do tipo ansioso de forma que a auséncia de diferenca significativa entre o0s
animais tratados com o complexo [(DZP)PdCI]. ndo apresentaram esse comportamento
quando comparados ao grupo controle (KAESERMANN, 1986; WALF; FRYE, 2007).

A anélise do nimero EBF consiste em uma medida indireta da interferéncia de uma
substancia na atividade locomotora. Além disso, 0 numero de entradas nos bracgos fechados
pode ser utilizado para avaliar se o efeito ou auséncia do efeito do tipo ansiolitico pode estar
associado a uma interferéncia na locomogéo dos animais (CRYAN; HOLMES, 2005; UYS
et al., 2003). Observa-se, ainda, que ndo houve diferenca significativa no nimero de EBF
entre 0s animais que receberam doses do complexo metalico e o grupo controle que recebeu
apenas o veiculo, demonstrando que o efeito ansiolitico apresentado ndo tem interferéncia
da atividade locomotora.

A analise dos resultados obtidos na CCE nao demostrou o efeito do tipo ansiolitico
em nenhuma das doses do complexo metalico derivado do Diazepam [(DZP)PdCI]2. Neste

teste, o efeito do tipo ansiolitico é verificado pela maior permanéncia do animal no
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compartimento claro da caixa, a laténcia para entrada e o numero de entrada no
compartimento escuro. O modelo da caixa claro-escuro é baseado na averséo de roedores a
ambientes iluminados de forma que esses animais normalmente tendem a permanecer por
mais tempo no ambiente escuro (BOURIN et al., 2007; GRAEFF; ZANGROSSI JR, 2002).

A utilizagdo de mais de um teste animal para ansiedade em um ensaio farmacoldgico
é baseada no fato de que a reprodutibilidade da ansiedade humana fica limitada em apenas
um teste (RAMOS, 2008; STEIMER, 2011). Embora o LCE e a CCE sejam modelos que se
baseiam na resposta etologica de animais expostos a situaces de conflito, o ambiente
aversivo ao qual o animal é exposto é diferente, enquanto no LCE esse ambiente consiste
em uma area aberta e elevada, a CCE consiste em um ambiente bastante iluminado
(CRYAN; HOLMES, 2005; RAMOS et al., 2008; STEIMER, 2011). Tais fatores podem
estar relacionados com as repostas diferentes do complexo no LCE e na CCE e também foi
observado na avaliacdo do efeito ansiolitico do 6leo essencial de Juniperus virginiana
(ZHANG; YAO, 2018).

5.4. Step-down (SD)

No teste do step-down, a ANOVA uma via ndo detectou diferenca significativa entre
0S grupos que receberam as doses do composto e 0 grupo controle no tempo de laténcia para
descer da plataforma (F 3,35 = 1,864; P = NS; Figura 43).

Figura 43. Efeitos da administracdo do complexo [(DZP)PdCI]2 (0,015, 0,025 ou 0,15
mg/kg) (0,018, 0,029 ou 0,176 pmol/kg) no step-down (SD).
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Resultados expressos em média + E.P.M. P=NS (ANOVA uma via seguida do teste de Newman
Keuls). Fonte: Autor, 2023.
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54.1. Efeito do complexo metélico derivado do Diazepam [(DZP)PdCI]2 sobre a

atividade locomotora e na memoria

O uso dos BZDs no tratamento da ansiedade tem sido limitado pela variedade de
efeitos adversos associados ao seu uso. Dentre esses efeitos, a interferéncia psicomotora e o
prejuizo na memdria interferem diretamente na execucdo de tarefas cotidianas pelos
individuos em tratamento (CHEN et al., 2018; FARACH et al., 2012).

O teste do campo aberto € 0 modelo mais utilizado e validado para avaliacdo da
atividade locomotora de animais. A interferéncia na locomocdo é medida através da
avaliacdo do numero de cruzamentos e de rearings executados pelos animais, uma
diminuicdo no numero desses parametros é caracterizado como hipolocomocéo (GRIEBEL;
HOLMES, 2013; RODGERS et al., 1997). Os dados demonstram que ndo houve diferenca
significativa entre os grupos das diferentes doses do complexo metélico e o grupo controle
e, dessa forma, pode-se inferir que o tratamento com [(DZP)PdCI]. ndo promove altera¢des
na atividade locomotora.

A associacdo do estudo da atividade locomotora a testes que avaliam o efeito tipo
ansiolitico de substancias que atuem de modo semelhante aos BZDs é bastante realizada em
virtude do efeito sobre a locomocdo apresentado pelos mesmos. De modo semelhante ao
observado como o complexo metalico derivado do Diazepam [(DZP)PdCI], estudo de
outras substancias também apresentaram efeito do tipo ansiolitico sem interferéncia da
atividade locomotora, e.g., 0 acido ursolico (COLLA et al., 2015), o extrato de Passiflora
actinia (LOLLI et al., 2006) e o derivado ciclico da piperazina (BRITO et al., 2017).

Por sua vez, a analise dos resultados do SD também demonstrou que a administracéo
do complexo metalico, nas diferentes doses, ndo promoveu efeito amnésico, visto que ndo
houve diferenca significativa na laténcia para descer da plataforma. O SD € bastante
empregado como modelo de avaliacdo de prejuizo da memdria pelo tratamento agudo se
substancias, o efeito amnésico é observado pelo menor tempo de laténcia entre os animais
gue ndo receberam tratamento com a substancia em estudo e o grupo controle (DUARTE et
al., 2012; KAMEYAMA; NABESHIMA; KOZAWA, 1986).

O efeito amnésico dos BZDs tem sido amplamente demonstrado em varios estudos
que avaliam possivel efeito amnésico de substancias. LOLLI e col. demonstraram o efeito
ansiolitico promovido pelo Diazepam ao analisar o efeito ansiolitico de um derivado
oxidazol (LOLLI et al., 2006). TABATABAI e col., por sua vez demonstrou que o efeito
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amnésico do Diazepam é dose-dependente no qual a dose de 1 mg/kg, dose ansiolitica do
farmaco, ja foi capaz de reduzir significativamente a laténcia para descer da plataforma do
SD (TABATABAI et al., 2015).

5.5. Modulacéo gabaérgica do efeito tipo ansiolitico pelo bloqueio com o flumazenil
(antagonista dos benzodiazepinicos)

5.5.1. Labirinto em cruz elevado (LCE)

A analise por ANOVA uma via, seguida do post-hoc, revelou que o complexo
[(DZP)PACI], (Grupo VEICULO+[(DZP)PdCI],) aumentou de forma significativa a % TBA
(F3, 32 = 4,120, P=0,014; Figura 44A) e a %EBA (F3, 32 = 4,926; P = 0,0063; Figura 44B),
quando comparado ao grupo controle no LCE.

A analise post-hoc ndo revelou nenhuma diferenca significativa entre os animais
tratados com flumazenil (Grupo FLUMAZENIL+VEICULO) e o grupo controle na %TBA
e %EBA no LCE (Figuras 44A e 44B, respectivamente). De modo semelhante, a ANOVA
uma via também ndo detectou diferenca significativa entre o grupo que recebeu o pré-
tratamento com o flumazenil e o tratamento com o complexo metalico (Grupo
FLUMAZENIL+[(DZP)PdCI]2) e o grupo controle nos parametros espago-temporais do
LCE (Figura 44).

Em relacdo aos parametros etoldgicos do LCE, a ANOVA uma via ndo detectou
diferenca significativa entre os diferentes grupos analisados [uHD (Fs, 32 = 0,8634; P = NS),
PSAP (F3 32 = 2,125; P = NS) e REA (F3, 32 = 1,478; P = NS); Tabela 8]. Também néo foi
detectada diferenca significativa entres os grupos analisados no EBF do LCE (EBF, F3, 32 =
1,160; P = NS; Tabela 8).
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Figura 44. Efeitos da administracdo do complexo [(DZP)PdCI]2 (0,15 mg/kg) (0,176
pmol/kg) e do flumazenil (2 mg/kg) (6,59 umol/kg) no labirinto em cruz elevado (LCE).
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Porcentagem de tempo (A) e de entradas (B) nos bragos abertos do LCE. Resultados expressos em
média + E.P.M. e *P<0,05 em relacéo ao grupo controle (ANOVA uma via seguida do teste de

Newman Keuls). Fonte: Autor, 2023.

Tabela 8. Efeitos da administracdo do complexo [(DZP)PdCI]z (0,15 mg/kg) (0,176
umol/kg) e do flumazenil (2 mg/kg) (6,59 umol/kg) no niumero de entradas dos bragos

fechados (EBF) e nos parametros etoldgicos avaliados no labirinto em cruz elevado

(LCE).
Pardmetros avaliados do LCE
Tratamento
EBF uHD pSAP REA
Veiculo + Veiculo (n=9) 116+06 162+16 43%x0,7 16,7+0,9
Veiculo + [(DZP)PdCI]2 (n=9) 114+£09 159+10 22+0,7 208%17
Flumazenil + Veiculo (n=9) 99+11 133+19 3407 16,8%£20
Flumazenil + [(DZP)PdCI]2 (n=9) 118+04 166+16 26+05 16818

uHD= unprotected head-dipping ndo protegido, pSAP= stretch-attend posture protegido, REA=
rearings, CRUZ= cruzamentos. . Resultados expressos em média + E.P.M. P=NS (ANOVA uma via

seguida do teste de Newman Keuls). Fonte: Autor, 2023.
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55.2. Teste do campo aberto (CA)

Em relacdo ao teste do campo aberto, a ANOVA uma via nao detectou nenhuma
diferenca significativa em relacdo ao numero de cruzamentos (Fs, 32 = 2,891; P=NS; Figura

45A) e de Rearing (F3, 32 = 1,005; P=NS, Figura 45B) entre os grupos analisados.

Figura 45. Efeitos da administracdo do complexo [(DZP)PdCI]2 (0,15 mg/kg) (0,176
pumol/kg) e do flumazenil (2 mg/kg) (6,59 pmol/kg) no teste do campo aberto (CA).
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Resultados expressos em média + E.P.M. P=NS (ANOVA uma via seguida do teste de Newman
Keuls). Fonte: Autor, 2023.

5.5.3. Modulacdo gabaérgica no efeito do tipo ansiolitico do complexo metélico
derivado do Diazepam [(DZP)PdCI;

O neurotransmissor GABA é considerado a maior fonte de neurotransmissdo
inibitéria envolvida com os comportamentos relacionados ao medo e a ansiedade. Varios
estudos em modelos animais tém demonstrado que a administracdo do proprio
neurotransmissor ou de um agonista do GABA ¢é capaz de promover a reducdo de diversos
parametros de avaliacdo de comportamento semelhante a ansiedade (CHEN et al., 2018). Os
BZDs possuem um sitio especifico no receptor GABAA cuja ativacdo aumenta o tempo de
ligacdo do GABA ao receptor (CALHOON; TYE, 2015; CHEN et al., 2017)

Nossos resultados demonstraram que o efeito do tipo ansiolitico encontrado no LCE

com o complexo metélico derivado do Diazepam [(DZP)PdCI]2 na dose de 0,15 mg/kg
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(0,176 pmol/kg) foi bloqueado com o flumazenil (antagonista competitivo dos BZDs). Estes
dados sdo indicaivos que o efeito ansiolitico previamente encontrado foi promovido pelo
mesmo mecanismo de modulacdo do receptor GABAAa dos BZDs. Nossos dados também
demonstraram que o flumazenil per se ndo apresentou efeito algum, visto que nao houve
diferenga significativa entre esse grupo e o grupo controle.

Como ja demonstrado anteriormente, o efeito do tipo ansiolitico promovido pelo
complexo metalico ndo tem interferéncia da atividade locomotora, visto que ndo houve
diferenca significativa no nimero de EBF entre os grupos analisados. A avaliacdo da
atividade locomotora no CA mais uma vez demonstraram que o complexo metalico
[(DZP)PdCI]2 ndo promove altera¢do na atividade locomotora dos animais na dose de 0,15

mg/kg (0,176 pumol/kg), efeito positivo em relagdo aos BZDs atualmente disponiveis.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

6.1. Consideracdes Finais

O planejamento de compostos candidatos a farmacos se configura como uma
importante estratégia na descoberta de alternativas terapéuticas no tratamento de diversas
patologias. Dentre as possibilidades de tratamento, 0s benzodiazepinicos se destacam como
farmacos de primeira escolha, mas o efeito a longo prazo dos mesmos leva uma parcela
significativa de pacientes a abandonarem o tratamento. De forma relacionada, o estresse
oxidativo vem sendo associado cada vez mais aos transtornos de ansiedade, uma vez que 0
mesmo pode estar ligado a processos de desencadeamento desses quadros patologicos.

Neste trabalho, foram sintetizados complexos de paladio(ll) e platina(ll) derivados
do Diazepam e do Bromazepam a fim de avaliar as atividades bioldgicas dos mesmos no
combate & ansiedade e ao estresse oxidativo.

Foram sintetizados complexos organometalicos derivados de benzodiazepinicos com
rendimentos considerados de moderados a bons. Em alguns complexos, foi possivel realizar
modificacbes estruturais nos mesmos, como reacfes de metatese halogénica (trocando o
cloro pelo iodo no complexo) e reacGes de insercdo de alcinos. Reacgdes de formacéo de
compostos hibridos foram também realizadas e os compostos foram obtidos com bons
rendimentos, empregando o dimero [(DZP)PdOAc]2, o qual possui o ligante Diazepam,
junto com os acidos isonicotinico (Al) e nicotinico (AN), dois compostos com atividade
bioldgica ja conhecida na homeostase do corpo humano.

Todos os complexos foram bem caracterizados por espectroscopia de RMN e outras
técnicas de caracterizacdo, exceto os compostos modificados por insercdo de alcinos, 0s
quais necessitam de maiores estudos a fim de aprimorar as rotas de sintese e obtencdo dos
mesmos. A partir dos dimeros derivados do Diazepam, [(DZP)PdCI]., [(DZP)PdOACc]. e
[(DZP)PdI]., foram obtidos seis mondmeros empregando ligantes coordenantes como 4-
dimetilaminopiridina, piridina e trifenilfosfina. Este Gltimo, foi complexado aos trés dimeros
com sucesso, gracas ao efeito da retrodoacdo que o fosforo é capaz de formar com metais
como o paladio.

Os testes para verificacdo da capacidade antioxidante pelo método de sequestro do
radical DPPH demonstraram resultados bastante significativos e promissores. Dentre o0s

dimeros derivados do Diazepam, o complexo [(DZP)PdI]. demonstrou melhor capacidade
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de sequestrar o radical DPPH-. J& entre os complexos derivados do Bromazepam, o
[(BMZ)PdACI:] e o [(BMZ)PdI:] apresentaram uma boa atividade, sobressaindo-se em
relacdo ao dimero [(DZP)Pdl]..

Ao analisar o tempo de reacdo entre os complexos e o radical DPPH-, o complexo
[(BMZ)PdCI;] reagiu melhor, sendo capaz de sequestrar quase 90% do radical ao longo das
4 horas de monitoramento da reagdo por UV-vis. Vale destacar que os mondmeros derivados
do Diazepam néo foram ainda avaliados, bem como os compostos modificados por meio de
insercdo de alcinos e os hibridos obtidos por reagdes com os Al e AN. Entretanto, sdo
necessarios outros ensaios simulando o efeito antioxidante no organismo, a fim de verificar,
de forma mais consistente, a atividade antioxidante dos compostos.

Os resultados demonstram, inicialmente, a producdo de um efeito do tipo ansiolitico
em camundongos Swiss fémeas submetidos ao teste do LCE, com a administracdo do
complexo [(DZP)PdCI]2 (0,15 mg/kg, i.p.), e que esse efeito ndo foi observado em animais
submetidos a CCE, podendo estar associado aos diferentes parametros da ansiedade
abordados no teste.

Observou-se, também, que o complexo na dose de 0,15 mg/kg (0,176 pumol) nao
promove alteracfes na atividade locomotora e nem efeito amnésico, comum aos
benzodiazepinicos. Além disso, os resultados obtidos no LCE demonstram que o efeito do
tipo ansiolitico promovido pelo complexo é mediado via receptor GABAA.

Novos estudos sdo necessarios para analisar aspectos farmacocinéticos do composto.
A investigacdo da toxicidade do complexo [(DZP)PdCI]. também se faz necessaria para
garantir maior seguranca. Apesar disso, 0s dados apontam o composto como uma possivel
alternativa no tratamento dos transtornos de ansiedade.
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7. PERSPECTIVAS

Diante dos resultados obtidos e, visando os proximos passos desse trabalho, tem-se
Como perspectivas:

o Sintetizar outros complexos organometalicos de platina(ll) e, se possivel, de
outros metais, analogos aos derivados obtidos de Diazepam com paladio;

. Otimizar as sinteses de modificacdo do dimero [(DZP)Pdl]. por meio de
insercdo de alcinos, buscando melhores condigdes reacionais como menor tempo de reacao,
solventes alternativos com melhor custo/beneficio;

. Sintetizar compostos hibridos com moléculas bioativas como a gabapentina
e a quetiapina, ambas com atividade neural promissora;

o Elucidar, de forma mais efetiva, 0 mecanismo de insercdo de alcinos na
ligagdo Pd-C, com o auxilio de estudos de Quimica Computacional;

o Realizar estudos com biomarcadores do estresse oxidativo a fim de verificar
a atividade antioxidante dos compostos em meio bioldgico;

o Divulgar os dados obtidos com este trabalho em eventos e revistas cientificas

da area.
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APENDICE A — Experimentos de RMN do Diazepam (DZP) em CDCls.
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A

APENDICE B - Experimentos de RMN do Bromazepam (BMZ) em DMSO-ds.
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A

APENDICE C - Experimentos de RMN do [(DZP)PdOAc]2 em CDCls.
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Mapa do contorno gerado a partir do experimento COSY
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APENDICE D - Experimentos de RMN do [(DZP)PdCl]2 em DMSO-ds.
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Mapa do contorno gerado a partir do experimento COSY
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APENDICE E - Experimentos de RMN do [(BMZ)PdCIz] em DMSO-ds.
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06" C—

96" €~
667 €

BE "By
9e° 6~

N TSN

[Te}
a
e e R B e e e L

60" TT—

Br

=

/0° T

=Z0e

)
)

01

0°1

O
|

Ppm

10

11

Espectro de RMN de *3C

TGTT~—
“EEL

.@NHV

.mNH/(

0€T—

GE T
CLET—
“6E€TF
T T

T e—
"9GT—

‘89T —
VLT —

T T T T T T T T T T T
90 80 70 60 50

180 170 160 150 140 130 120 110 100

30 ppm

40




Mapa do contorno gerado a partir do experimento COSY

| | LLU i !

) -

= ?_
a3

— - ‘_4—". E:
— o : xi . " 3
—_ = - - - " ;'

i

wll g B i

= T T T T {
10 8 4 F2 [ppm]

Mapa do contorno gerado a partir do experimento HSQC

O

N 'Y

g ‘ )
o T T T T T T T T T T T T T T T T T
9

Mapa do contorno gerado a partir do experimento HMBC

T
F2 [ppm]

Mo

%J

T T T z
120 100 80 F1 [ppm]

140

160

T
F2 [ppm]

F1 [ppm]

F1 [ppm]

147

|
8

10

80

100

120

140



148

A

APENDICE F — Experimentos de RMN do [(BMZ)Ptl2] em DMSO-ds.
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Mapa do contorno gerado a partir do experimento COSY
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APENDICE G - Experimentos de RMN do [(DZP)PdIl]2 em DMSO-ds.
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Mapa do contorno gerado a partir do experimento COSY
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APENDICE H — Experimentos de RMN do [(BMZ)PdI2] em DMSO-ds.
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Mapa do contorno gerado a partir do experimento COSY
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APENDICE | — Experimentos de RMN do [(DZP)PdCIDMAP] em CDCls.
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Mapa do contorno gerado a partir do experimento COSY
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APENDICE J - Experimentos de RMN do [(DZP)PdCIPy] em CDCls.
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Mapa do contorno gerado a partir do experimento COSY
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Espectro de RMN de H do dimero [(DZP)PdCI]. com piridina deuterada em CDCls
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APENDICE K - Experimentos de RMN do [(DZP)PdIPy] em CDCls.
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Mapa do contorno gerado a partir do experimento COSY
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Mapa do contorno gerado a partir do experimento COSY sobreposto com o experimento
NOESY
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[(DZP)PdOAc]2 com piridina
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APENDICE M - Experimentos de RMN do [(DZP)PdCIPPhs] em CDCls.
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Mapa do contorno gerado a partir do experimento COSY
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APENDICE N — Experimentos de RMN do [(DZP)PdIPPhs] em CDCls.
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Mapa do contorno gerado a partir do experimento COSY
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APENDICE O - Experimentos de RMN do [(DZP)PdOAcPPhs] em CDCls.
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APENDICE P — Experimentos de RMN do [(DZP)PdI(DMAD)]2 em CDCls.

Espectro de RMN de 'H
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Mapa do contorno gerado a partir do experimento COSY
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APENDICE Q — Experimentos de RMN do [(DZP)PdI(MPP)]. em CDCls.
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APENDICE R — Experimentos de RMN do “DZP(MPP)2” em CDCls.
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APENDICE S - Experimentos de RMN do [(DZP)Pd(Al)]2 em CDCls.
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Mapa do contorno gerado a partir do experimento COSY
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APENDICE T - Experimentos de RMN do [(DZP)Pd(AN)]2 em CDCls.
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Mapa do contorno gerado a partir do experimento COSY
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APENDICE U - Espectros de FTIR dos ligantes Diazepam e Bromazepam.
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APENDICE V — Espectros de FTIR dos dimeros [(DZP)PdCl]2, [(DZP)PdOAc]: e
[(DZP)PdI]2, derivados do Diazepam.
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APENDICE W — Espectros de FTIR dos mondmeros obtidos a partir dos dimeros.
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APENDICE X — Espectros de FTIR dos complexos modificados por meio de inserc&o
de alcinos.
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APENDICE Y - Espectro de FTIR do complexo [(BMZ)PdACI:] derivado do

bromazepam.
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APENDICE Z — Testes Comportamentais Utilizados.

1. Labirinto em Cruz Elevado (LCE).

O LCE é um dos testes etologicamente fundamentados, baseado nas respostas inatas
de medo/ansiedade de diferentes espécies animais diante de situagBes naturalmente
aversivas, enfatizando padrdes relativamente estaveis de comportamento que sédo herdados
para garantir a reproducdo e a sobrevivéncia de cada espécie. Os parametros etoldgicos
avaliados no LCE tém grande utilidade no estudo de drogas ansioliticas/ansiogéncias e serdo
utilizados neste trabalho, associados aos pardmetros classicos (espago-temporais), para
aumentar a sensibilidade do método, como proposto por RODGERS e colaboradores (1997).
O LCE (Insight®, Brasil) é confeccionado em acrilico e consiste de dois bracos fechados
(30 x 5 x 25 cm) e dois abertos (30 x 5 cm), opostos em forma de cruz e elevados a 38,5 cm
do nivel do chdo. Os bragos abertos possuem barras laterais de 0,25 cm de altura para evitar
a queda do animal (Figura AP1). Ao final do experimento, o LCE foi limpo com alcool a
10%.

Figura APl. Teste do labirinto em cruz elevado (LCE) do Laboratério de
Neurofarmacologia e Fisiologia Integrativa (LNFI/UFAL).

Fonte: Registro do programa Intelbras media player (LNFI/UFAL)
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2. Teste da caixa claro-escuro (CCE)

A CCE permite avaliar a aversao inata que os roedores possuem por areas iluminadas.
A CCE consiste em uma caixa dividida em dois compartimentos (claro e escuro) separados
por uma diviséria com abertura para 0 movimento transitorio do animal (Figura AP2). O
namero de entradas e o tempo gasto pelo animal no compartimento claro s&o os parametros
indicativos da atividade ansiolitica frequentemente analisados. Ao final do experimento, a

CCE foi limpa com alcool a 10%.

Figura AP2. Teste da caixa claro-escuro (CCE) do Laboratoério de Neurofarmacologia
e Fisiologia Integrativa (LNFI/UFAL).

211022019 125215

Fonte: Registro do programa Intelbras media player (LNFI/UFAL)

3. Teste do campo aberto (CA).

O CA (Insight®, Brasil) consiste de uma arena circular de acrilico (30 cm de altura
e 30 cm de didmetro), com o piso dividido em doze partes que permite avaliar a atividade
locomotora espontanea (Figura AP3). Uma reducdo no ndmero de cruzamentos, com as

quatro patas, entre as divisGes do campo e controle, pode ser interpretada como prejuizo na
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atividade locomotora esponténea. Por outro lado, um aumento nesse parametro pode ser
interpretado como melhora no desempenho motor. Ao final do experimento, o CA foi limpo

com alcool a 10%.

Figura AP3. Teste do campo aberto (TCA) do Laboratdério de Neurofarmacologia e
Fisiologia Integrativa (LNFI/UFAL).

22:02:201917:15351

Fonte: Registro do programa Intelbras media player (LNFI/UFAL)

4. Step-down (SD).

O SD permite avaliar a esquiva passiva e respostas referentes ao aprendizadoe/ou
memoria dos animais (KAMEYAMA; NABESHIMA; KOZAWA, 1986). O aparato foi
constituido em aluminio com o assoalho constituido de barras de aco ligado a um gerador de
corrente elétrica de 127/220 V e com uma areaB de fuga de 260 mm x 100 mm (plataforma,
Figura AP4). Os animais, quando descem para o assoalho de ago, levam um choque de
intensidade baixa. Posteriormente, sdo inseridos novamente no aparato e uma reducao no
tempo de laténcia de descida para o assoalho pode ser interpretada como prejuizo da

memoria.
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Figura AP4. Teste do step-down (SD) do Laboratério de Neurofarmacologia e
Fisiologia Integrativa (LNFI/UFAL).

Fonte: Registro do programa Intelbras media player (LNFI/UFAL)

5. Delineamento experimental

5.1.1. Experimento 1 - Avaliar os efeitos da administrag@o intraperitoneal (i.p.) do
complexo metalico derivados do Diazepam [(DZP)PdClI]2 (0,015, 0,025 ou 0,15
mg/kg) (0,018, 0,029 ou 0,176 umol) nos comportamentos relacionados com
medo e ansiedade em camundongos Swiss fémeas submetidos ao teste do

labirinto em cruz elevado.

Os animais foram tratados (i.p.) com: veiculo (NaCl 0,9% + 0,5% Tween 80; grupo
controle) ou complexo metélico derivado do Diazepam [(DZP)PdCI]. (0,015, 0,025 ou 0,15
mg/kg) (0,018, 0,029 ou 0,176 umol). Passados 30 minutos do tratamento, os animais foram
submetidos ao LCE. No LCE, os animais foram colocados na plataforma central do aparato
com a cabega voltada para um dos bracos fechados, e o seu comportamento foi avaliado
durante 5 min para registro das seguintes medidas comportamentais: tempo de permanéncia

e numero de entradas nos bracos abertos e fechados (considera-se a entrada em um dos
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bracos quando a maior parte do corpo do animal estd dentro do respectivo braco), medidas
etologicas de avaliagdo de risco tais como imersGes de cabeca desprotegidas (unprotected
head-dipping), estiramentos corporais protegidos (protected stretch-attend postures) e

comportamento de levantar (rearing) (Figura AP5).

Figura AP5. Delineamento experimental realizado para avaliar a atividade do tipo
ansiolitica no LCE e a atividade locomotora no CA do complexo metalico derivado do
Diazepam [(DZP)PdCI]2 (0,015; 0,025 ou 0,15 mg/kg) (0,018, 0,029 ou 0,176 pmol).

o
Swiss @ /7 N Ty £ 3>>

~35g M [,
[ S—
TRATAMENTO (i.p.): LCE: .
* Veiculo * Parimetros espaco- TCA:
temporais * N°de cruzamentos

+ [(DZP)PACI],

* N°de rearings
(0,015; 0,025 0u 0,15mg/Kg)

* Prarimetros etologicos

LCE = Labirinto em cruz elevado; TCA = Teste do campo aberto; i.p. = administracdo

intraperitoneal.

5.1.2. Experimento 2 - Avaliar os efeitos da administrag@o intraperitoneal (i.p.) do
complexo metélico derivado do Diazepam [(DZP)PdCI]. (0,015, 0,025 ou 0,15
mg/kg) (0,018, 0,029 ou 0,176 umol) na atividade locomotora espontanea de

camundongos Swiss fémeas submetidos ao teste do campo aberto.

Imediatamente o LCE (Experimento 1), cada animal foi submetido individualmente
ao CA para avaliacdo da atividade locomotora esponténea, onde foi registrado o nimero de

cruzamentos e de levantar (rearing) de cada animal durante 5 min (Figura AP5).
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5.1.3. Experimento 3 - Avaliar os efeitos da administragdo intraperitoneal (i.p.) do
[(DZP)PdCI]2 (0,015, 0,025 ou 0,15 mg/kg) (0,018, 0,029 ou 0,176 pmol) nos
comportamentos relacionados com medo e ansiedade em camundongos Swiss

fémeas submetidos ao teste da caixa claro-escuro.

Os animais foram tratados (i.p.) com: veiculo (NaCl 0,9% + 0,5% Tween80; grupo
controle) ou complexo metélico derivado do Diazepam [(DZP)PdCIl]. (0,015, 0,025 ou 0,15
mg/kg) (0,018, 0,029 ou 0,176 umol). Passados 30 minutos do tratamento, os animais foram
submetidos a CCE. Cada animal foi colocado individualmente no compartimento claro da
caixa e com a cabeca voltada para o compartimento escuro e 0 seu comportamento foi
avaliado durante 5 min atraves do registro das seguintes medidas comportamentais: tempo
de permanéncia no compartimento claro e nimero de entradas no compartimento escuro
(Figura APG).

Figura AP6. Delineamento experimental para avaliar a atividade ansiolitica na CCE
do complexo metélico derivado do Diazepam [(DZP)PdCI]. (0,015; 0,025 ou 0,15
mg/kg) (0,018, 0,029 ou 0,176 pmol).

- A O
LA R

CCE:

TRATAMENTO (i.p.): * Laténcia de entrada no CE

* Veiculo
¢+ Tempono CC

* [(DZP)PACI],
(0,015; 0,025 0u 0,15mg/Kg) ¢+ N°de cruzamentos no CC

CCE = Caixa claro-escuro; CE = Compartimento escuro; CC = Compartimento claro; i.p. =

administracdo intraperitoneal.
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514. Experimento 4 - Avaliar os efeitos da administragéo intraperitoneal (i.p.) do
complexo metélico derivados do Diazepam [(DZP)PdCI]2 (0,015, 0,025 ou 0,15
mg/kg) (0,018, 0,029 ou 0,176 pmol) nos comportamentos relacionados com a

memoria em camundongos Swiss fémeas submetidos ao teste do step-down.

Os animais foram tratados (i.p.) com: veiculo (NaCl 0,9% +0,5% Tween80; grupo
controle) ou complexo metélico derivado do Diazepam [(DZP)PdCIl]. (0,015, 0,025 ou 0,15
mg/kg) (0,018, 0,029 ou 0,176 umol). Passados 30 minutos do tratamento, os animais foram
submetidos ao SD. Quando o animal desceu para o assolho de barras de ferro recebeu um
choque de intensidade de 0,4 mA (sessdao do treino, 3s). 24h apds o treino, o animal foi
novamente inserido no teste (sessédo teste) e foi avaliado a laténcia do animal para descer da
plataforma para o assolho de barras de ferro. Na sessé@o de teste, o animal ndo levou mais o
choque (Figura AP7).

Figura AP7. Delineamento experimental realizado para avaliar efeito amnésico no SD
do complexo metélico derivado do Diazepam [(DZP)PdCI]. (0,015; 0,025 ou 0,15
mg/kg) (0,018, 0,029 ou 0,176 pmol).

_@ OB @ Oys
o O O (24n
=< S| =l

TRATAMENTO (i.p.): Pré teste SD: SD:
* Veiculo

(DZPYPACT + Laténcia para descer * Laténcia para descer
¢ da plataforma

(0,015; 0,025 ou IJ,IZSmg/Kg) P da plataforma

SD = Step-down; i.p. = Administracdo intraperitoneal
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5.1.5. Experimento 5 - Avaliar se o efeito do tipo ansiolitico do complexo metélico
derivado do Diazepam [(DZP)PdCI]. em camundongos Swiss fémeas ocorre via
receptores GABA(A), através do pré-tratamento com flumazenil [antagonista
competitivo do sitio BZD do receptor GABA(A)].

Os animais foram pré-tratados (i.p.) com veiculo (NaCl 0,9% + 0,1% Tween 80) ou
flumazenil (2 mg/kg) (6,59 umol). Passados 30 minutos, 0s animais foram tratados com
veiculo ou [(DZP)PdCI]> (0,15 mg/kg) (0,176 pmol) formando os seguintes grupos
experimentais: Veiculo + veiculo (Grupo controle); Salina + [(DZP)PdCl]2; Flumazenil +
Salina; e Flumazenil + [(DZP)PdCI]2. Ap6s 30 minutos do Ultimo tratamento, 0s animais
foram submetidos ao LCE para avaliacdo dos comportamentos relacionados com medo e
ansiedade durante 5 min. Imediatamente ap6s o LCE, os animais foram submetidos ao CA

para avaliagdo da atividade locomotora espontanea (Figura AP8).

Figura AP8. Delineamento experimental realizado para avaliar possivel modulacéo
gabaérgica no efeito tipo ansiolitico do complexo metélico derivado do Diazepam
[(DZP)PdCI]2 (0,15 mg/kg) (0,176 pmol).

Swiss 2

Pt Pt

PRE-TRATAMENTO (i.p.): 30° TRATAMENTO (ip.): Grupos experimentais:
* Veiculo + Veiculo * Veiculo+Veiculo
ou ou * Veiculo+[(DZP)PdCI],
* Flumazenil 2mg/Kg) + [(DZP)PACI], (0,15mg/Kg) * Flumazenil+Veiculo
¢ Flumazeni+[(DZP)PdCl],

LCE:
+ Parimetros espaco-
temporais

TCA:
* N°de cruzamentos

. e . N -
N° de rearings + Prarimetros etologicos

LCE = Labirinto em cruz elevado; TCA = Teste do campo aberto; i.p. = administracdo

intraperitoneal.
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5.1.6. Analise estatistica

Todos os resultados obtidos foram inicialmente organizados em tabelas no Microsoft
Office Excel® Version 2010 e posteriormente foram plotados no programa GraphPad Prism®
Version 5.01 para obtencdo dos gréficos. Para a realizacdo das andlises estatisticas dos
dados, foi utilizado o teste ANOVA One-way, seguido do post-hoc de Newman keuls,

assumindo um valor de P < 0,05.
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APENDICE Al - Parecer da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL), N° 29/2018.

2 ! & PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGCAO I PESOQUISA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

$44 UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
1 ( EUA
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