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RESUMO

A epilepsia ¢ uma doenga neurologica que afeta aproximadamente 50 milhdes de pessoas em
todo o mundo e esta relacionada ao estresse oxidativo, que desempenha um importante papel
no dano neuronal induzido por convulsdes. Os farmacos atuais utilizados no tratamento desta
doenga apresentam seu uso frequentemente limitado devido aos seus efeitos adversos; além
disso, aproximadamente 30% dos pacientes epiléticos que estdo recebendo tratamento
medicamentoso ndo ficam totalmente livres de convulsdes. Tais fatos motivaram o
desenvolvimento deste trabalho que apresenta como objetivo sintetizar, caracterizar e avaliar
complexos de paladio(Il) derivados do diazepam com a finalidade de obter complexos que
possam ser utilizados para o tratamento da epilepsia. Neste trabalho foram sintetizados cinco
complexos de paladio(Il) derivados do diazepam: dois na forma dimérica (DIAZPdOAcD e
DIAZPdCID) e trés na forma monomérica (DIAZPdOAcPPh;, DIAZPdCIPPh;, ¢
DIAZPdCIPy). Todos esses complexos foram caracterizados por técnicas espectrométricas e
analise elementar; e o dimero DIAZPdOAcD teve sua estrutura quimica elucidada através de
difracdo de raios X. Além disso, todos os complexos foram avaliados quanto as atividades
anticonvulsivante ¢ antioxidante e a citotoxicidade. Através das técnicas de caracterizagdo
utilizadas neste trabalho foi possivel confirmar a formagao de todos os complexos; cabe
destacar que por meio do estudo de difracao de raios X do DIAZPdOAcD observou-se a
geometria quadrada plana distorcida do paladio(Il), a ocorréncia da ciclopaladagdo e a forma
de livro aberto deste dimero. Com relagdo as atividades anticonvulsivante e antioxidante,
observou-se que somente o dimero DIAZPdOAcD apresentou resultados significativos. No
que se refere a citotoxicidade, todos os complexos apresentaram uma maior toxicidade
quando comparados ao diazepam. No entanto, cabe salientar o efeito anticonvulsivante e o
potencial efeito neuroprotetor desempenhados pelo DIAZPdOAcD, pois sdo caracteristicas

importantes de novos farmacos para o tratamento da epilepsia.

Palavras-chave: Paladaciclos. Diazepam. Epilepsia.



ABSTRACT

Epilepsy is a neurological disease that affects approximately 50 million people worldwide and
is related to oxidative stress, which plays an important role in the neuronal damage induced
by seizures. The current drugs used in the treatment of this disease have their use often limited
due to their adverse effects; moreover, approximately 30% of epileptic patients who are
receiving drug treatment are not totally free of seizures. These facts motivated the
development of this work that aims to synthesize, characterize and evaluate palladium(II)
complexes derived from diazepam in order to obtain complexes that can be used to treat
epilepsy. In this work were synthesized five complexes of diazepam-palladium(Il): two in
dimeric form (DIAZPdOAcD and DIAZPdCID) and three in monomeric form
(DIAZPdOAcPPh;, DIAZPdCIPPh; and DIAZPdCIPy). All these  complexes were
characterized by spectrometric  techniques and elemental analysis; the monomer
DIAZPdOAcD had your chemical structure elucidated by X-ray diffraction. In addition, all
complexes were evaluated for anticonvulsant and antioxidante activities and for citotoxicity.
Through the characterization techniques used in this work it was possible to confirm the
formation of all the complexes; it is important to noted that the X-ray diffraction study of
DIAZPdOAcD showed the distorted square-planar geometry of palladium(II), the occurrence
of cyclopalladation and the open-book shape of this dimer. Regarding the anticonvulsant and
antioxidante activities, it was observed that only the DIAZPdOAcD dimer presented
significant results. With respect to cytotoxicity, all complexes showed more pronounced
toxicity when compared to diazepam. However, the anticonvulsive effect and the potential
neuroprotective effect performed by DIAZPdOAcD should be emphasized, since they are

important characteristics of new drugs for the treatment of epilepsy.

Keywords: Palladacycles. Diazepam. Epilepsy.
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1 INTRODUGAO

A epilepsia ¢ uma doenca cronica do cérebro caracterizada por convulsdes recorrentes,
que afeta pessoas de todas as idades em todo o mundo. Aproximadamente 50 milhdes de
pessoas em todo mundo apresentam epilepsia, posicionando-a entre as doengas neurologicas
mais comuns do planeta. A propor¢ao estimada da populacdo geral com epilepsia ativa em um
determinado momento ¢ entre 0,4 ¢ 1%. Globalmente, cerca de 2,4 milhdes de pessoas sdo
diagnosticadas com epilepsia a cada ano (OMS, 2017).

Atualmente existe um amplo arsenal de farmacos antiepilépticos, incluindo
medicamentos com diferentes mecanismos de agdo, farmacocinética, eficacia e tolerabilidade
(SANTULLI et al., 2016); no entanto, cerca de 30% dos casos de pacientes com epilepsia sdo
refratarios ao tratamento medicamentoso, ou seja, estes pacientes ndo ficam totalmente livres
das convulsdes (OMS, 2017). Além disso, os efeitos adversos continuam a ser uma das
principais causas de falha no tratamento e um importante determinante do prejuizo na
qualidade de vida de pessoas com epilepsia (PERUCCA; GILLIAM, 2012).

Cabe salientar que os fadrmacos que apresentam propriedades antioxidantes sdo
importantes no tratamento da epilepsia, visto que o estresse oxidativo apresenta um papel
fundamental na patogénese da epilepsia e contribui para o processo de epileptogénese
subjacente (MAZHAR; MALHI; SIMJEE, 2017). Tais fatores nos mostram a importancia do
desenvolvimento de novos farmacos antiepilépticos mais eficazes contra a convulsdo, com
menos efeitos adversos e que apresentem propriedades antioxidantes.

Uma estratégia para o desenho de novos farmacos dentro da Quimica Inorganica
Medicinal consiste no desenvolvimento de complexos formados pela coordenagao de metais a
ligantes bioativos, com o objetivo de formar complexos mais potentes e/ou menos toxicos
(BERALDO, 2005). Utiliza-se essa estratégia pois os metais podem desempenhar um
importante papel "passivo" no acompanhamento e/ou entrega de farmacos em dire¢do a seus
locais de acdo e fora dos locais onde exercem mais toxicidade; além disso, a coordenacdo a
um metal pode alterar a solubilidade e lipofilia de um ligante bioativo, resultando em
mudancas na sua absor¢do, biodistribuicdo e biotransformacdo (HAMBLEY, 2007). Outra
explicagdo consiste no fato do metal ser capaz de modificar a estercoquimica e as
propriedades eletronicas do ligante bioativo, podendo assim, alterar substancialmente sua
atividade biologica (VISNJEVAC et al., 2002).

Neste trabalho, utilizou-se a estratégia citada anteriormente; para isso, selecionou-se

como pré-ligante um fdrmaco com atividade anticonvulsivante, o diazepam, e um metal



13

passivel de ligagdo a esse farmaco, o paladio. A escolha do paladio como metal foi realizada
em fungdo da estrutura do proprio diazepam, um 1,4-benzodiazepinico com um substituinte
fenila no carbono-5 do anel (Figura 1.1). O diazepam em presenga de sais de Pd(II) pode
sofrer reacdo de ciclometalacdo via ativagdo da ligacdo C-H, formando composto
organometalico, ¢ coordenacdo intramolecular com o nitrogénio iminico; resultando na
formagao de um paladaciclo de cinco membros. A Figura 1.2 ilustra de maneira genérica a

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

Figura 1.1 — Estrutura quimica do diazepam com destaque em vermelho ao grupo de ligacdo do

paladio

Cl —N

Fonte: Autora, 2017.

Figura 1.2 — Metalaciclos de 5 membros

R
C
Ny \

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

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

Diante dos dados fornecidos € possivel observar a importancia deste trabalho que tem
como objetivo sintetizar, caracterizar e avaliar complexos de paladio(Il) derivados do
diazepam que possam atuar como novos prototipos de fadrmacos para o tratamento da

epilepsia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar a sintese e a caracterizagdo, além de avaliar a atividade bioldgica de
complexos de paladio(Il) contendo diazepam como ligante, visando obter novas propostas

terapéuticas para o tratamento da epilepsia.

2.2 Objetivos especificos

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

Pd(OAc),, tanto em suas formas diméricas quanto monoméricas;

e Caracterizar estruturalmente os complexos sintetizados por meio de diversas técnicas

(como RMN, IV, entre outras);

e Avaliar a atividade anticonvulsivante dos paladaciclos através de bioensaio utilizando

pentilenotetrazol como indutor das convulsdes em roedores;

e Avaliar a atividade antioxidante dos complexos metdlicos através da andlise

bioquimica de biomarcadores de estresse oxidativo;

e Avaliar a citotoxicidade dos paladaciclos frente a macrofagos através do método do

metil tiazol tetrazolio (MTT).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Epilepsia

3.1.1 Consideragdes gerais

A epilepsia apresenta registros escritos que datam de 4000 anos antes de Cristo, sendo
uma das condi¢gdes mais antigas reconhecida no mundo. A discriminagdo e o estigma social
cercaram a epilepsia hd séculos e, infelizmente, ainda ¢ uma realidade em muitos paises,
podendo afetar a qualidade de vida ndo somente do paciente que apresenta epilepsia como
também de toda sua familia (OMS, 2017).

A epilepsia ¢ um disturbio da fungdo cerebral caracterizado pela ocorréncia periddica e
imprevisivel de convulsdes; assim, um individuo que teve uma tnica convulsdo ndo apresenta
necessariamente epilepsia (MCNAMARA, 2005; GRIFFIN; LOWENSTEIN, 2009), até 10%
das pessoas no mundo t€ém uma crise durante a vida (OMS, 2017). Cabe destacar que a
convulsdo se refere a uma breve alteragdo comportamental causada pela ativacdo
desordenada, sincronica e ritmica de grupos de neurdnios cerebrais; em outras palavras,
representa uma manifestacao clinica da atividade elétrica anormal no cérebro (MCNAMARA,
2005; GRIFFIN; LOWENSTEIN, 2009).

Segundo a Liga Internacional Contra a Epilepsia, esta doenga ¢ caracterizada de forma
pratica por uma das seguintes condi¢des: pelo menos duas crises ndo provocadas (ou duas
crises reflexas) ocorrendo num intervalo superior a 24 horas; uma sindrome ndo provocada
(ou uma crise reflexa) e chance de uma nova crise estimada em pelo menos 60%, e
diagnostico de sindrome epiléptica. Esta doenga ¢ considerada resolvida em individuos que
tiveram uma sindrome epiléptica dependente da idade e agora passaram a idade aplicavel ou
naqueles que apresentaram a ultima crise ha mais de 10 anos e estdo ha pelo menos 5 anos
sem usar medicagOes antiepilépticas (FISHER et al., 2014).

Das pessoas com epilepsia, quase 80% vivem em paises de baixa e média renda, como
¢ o caso do Brasil; e cerca de trés quartos destas pessoas ndo recebem o tratamento de que
necessitam. Alguns fatores que podem explicar esta alta prevaléncia sdo: maior risco de
doengas endémicas nestes paises, como neurocisticercose; maior incidéncia de lesdes no
transito; lesdes relacionadas ao nascimento; ¢ variagdes na infra-estrutura médica (OMS,

2017).
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As convulsdes podem variar de intensidade desde breves lapsos de atengdo até
convulsdes severas ¢ prolongadas. A frequéncia também pode variar desde uma convulsao por
ano até varias convulsdes por dia (OMS, 2017). Os sintomas sdo determinados pelo local da
descarga primdria e a extensdao de seu espalhamento; o que se inicia como uma descarga
anormal local, pode a seguir se espalhar para outras areas do cérebro (RANG et al., 2004).
Eles também dependem das fun¢des normalmente realizadas pelo local no cortex cerebral no
qual se produz a convulsdo; por exemplo, uma convulsdo que envolva o cortex motor se
associa a um abalo clonico da parte do corpo controlada por essa regido cortical
(MCNAMARA, 2005).

O paciente epiléptico pode sofrer com convulsdes que ocorrem de forma continua ou
repetida, sem recuperagdo completa da consciéncia, constituindo uma emergéncia médica
denominada Status Epilepticus (ARANDAS; SENA, 2010). Como emergéncia médica,
necessita de uma terapéutica eficaz, iniciada o mais precocemente possivel (BENTES;
PIMENTEL, 2003); quanto maior o tempo durante o qual o episddio de estado epiléptico
permanecer sem tratamento, mais complicado sera o seu controle, aumentando o risco de

lesdo cerebral permanente (MCNAMARA, 2005).

3.1.2 Fisiologia

Estudos farmacologicos referentes as convulsdes corroboram a tese que a reducdo da
atividade inibitoria sindptica ou o aumento da atividade excitatoria sindptica desencadeia uma
convulsdo. Os neurotransmissores que medeiam grande parte da transmissdo sindptica no
cérebro dos mamiferos sdo aminoacidos, com o 4acido gama-aminobutirico (GABA) e o acido
glutdmico, constituindo os principais neurotransmissores inibitorios e excitatorios,
respectivamente (MCNAMARA, 2005).

Alteracoes agudas na disponibilidade de neurotransmissores excitatorios, causadas
pela ingestdo da toxina acido domoico (andlogo estrutural do 4cido glutamico) ou alteracdes
no efeito dos neurotransmissores inibitorios propiciadas pela injecdo de penicilina (um
antagonista GABA,), podem resultar em atividade convulsiva macica no cérebro humano.
Esses exemplos ilustram que os complexos circuitos no interior do cérebro se encontram em
equilibrio entre fatores excitatorios e inibitdrios, € que a ocorréncia de alteracdes em um
desses mecanismos de controle pode causar disfungdo significativa (GRIFFIN;
LOWENSTEIN, 2009).
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No sistema nervoso central, encontramos dois elementos importantes que, além de
estarem envolvidos no controle preciso da sinalizagdo neuronal, também funcionam para
impedir a descarga repetitiva e sincronica caracteristica de uma convulsdo. Sao eles
(GRIFFIN; LOWENSTEIN, 2009):

1) Em nivel celular: a inativacdo dos canais para Na" e a hiperpolariza¢io mediada pelos
canais para K~ durante um potencial de agdo induzem o “periodo refratario”, o que impede a
descarga repetitiva anormal nas células neuronais. Ap6s ser iniciado no cone de implantacdo,
o potencial de acdo ¢ propagado através de canais i0nicos sensiveis a voltagem, por correntes
alternadas de influxo de Na' despolarizante e efluxo de K hiperpolarizante. Durante um
potencial de agdo (Figura 3.1), os canais para Na' se apresentam em trés estados diferentes: o
estado em repouso (1),

antes da despolarizagdo; o estado ativado (2), durante a

despolarizagdo; e o estado inativado (3), pouco depois do pico de despolarizacao.

Figura 3.1 — Conformagdes do canal para sédio durante o potencial de agdo

(1] 2] 13
Estado em repouso Estado ativado Estado inativado
(fechado) {aberto) (fechado)
MNa” Extracelular
:\ il- : + ll& + + +
+1+ * s am— + | | +
l-'j\r-r + | + F 3 + |
5 A Y,
HEQ"UeS S4 Intracelular
Regiéo

de ligacao

Despolarizacdo

Potencial de membrana (mV)

Tempo (ms)
Fonte: Adaptado de GRIFFIN; LOWENSTEIN, 2009.

Como os canais para Na' adotam o estado inativado em resposta a despolarizacio até
que a membrana seja suficientemente repolarizada, os potenciais de acdo sdo intrinsecamente

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

2) Em nivel das redes neurais: as redes neurais garantem a especificidade da
sinalizagdo neuronal ao limitar os efeitos de determinado potencial de acdo a uma érea
definida. Conforme observado na rede neural simplificada ilustrada na Figura 3.2, o neurdnio
(representado pela letra A) emite projegdes excitatorias imediatamente para neurdnios
vizinhos (representados pela letra B) e para interneuronios GABAérgicos (representados pela
letra C) que transmitem sinais inibitorios a neurdnios circundantes (representados pela letra
D). Esse contraste de amplificagdo local e inibicdo dos neurdnios circundantes resulta na
denominada inibigdo circundante, que ¢ essencial para a fungdo normal do sistema nervoso,
pois esse fendmeno ndo apenas amplifica os sinais locais, como também proporciona um
isolamento e uma protegdo contra a sincronia observada em 4reas circundantes. Varios

distirbios convulsivos parecem resultar da ruptura desse complexo equilibrio.

Figura 3.2 — Inibicdo circundante em uma rede neural simplificada

Circuito ativado

Ambiente inibitdrio \ .-

Fonte: Adaptado de GRIFFIN; LOWENSTEIN, 2009.
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Em condigdes fisiologicas, esses dois elementos impedem a propagagdo rapida e
descontrolada da atividade elétrica; no entanto, existem numerosas alteragdes potenciais no
cérebro que podem enfraquecer essas forcas inibitorias, como lesdo e degeneragdo dos
neurdnios GABAérgicos, mutacdes génicas que alteram a funcdo dos canais e gradientes
i0nicos anormais induzidos por lesoes expansivas (GRIFFIN; LOWENSTEIN, 2009).

3.1.3 Classificacao

A classifica¢do da epilepsia ¢ importante pois informa os riscos de comorbidades, o
risco de mortalidade e auxilia na seleg¢do de terapias antiepilépticas (SCHEFFER et al.; 2017).
As epilepsias sdo classificadas segundo o eixo topografico em dois grandes grupos: focais e
generalizadas. As epilepsias focais manifestam-se por crises epilépticas que iniciam de forma
localizada numa area especifica do cérebro, suas manifestagdes clinicas dependem do local de
inicio e da velocidade de propagagdo da descarga epileptogénica. Estas crises podem ocorrer
sem comprometimento da consciéncia, sendo denominadas de focais simples, ou com
comprometimento da consciéncia, designadas de focais complexas. Ja as epilepsias
generalizadas manifestam-se por crises que apresentam inicio envolvendo ambos os
hemisférios cerebrais de forma simultdnea, geralmente sdo acompanhadas de alteragdo da

consciéncia (BRASIL, 2015).

Figura 3.3 — Grupos principais de epilepsia

FOCAL GENERALIZADA
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(foco da convulsdo)

Fonte: Modificado de GRIFFIN; LOWENSTEIN, 2009.

As manifestagdes clinicas de alguns tipos de convulsdo podem ser observadas a seguir
(MCNAMARA, 2005):
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1) Epilepsias focais:

- Focal simples: varias manifestacdes determinadas pela regido do cortex cerebral
ativada pela convulsdo, com duracdo de aproximadamente 20-60 segundos, por exemplo, no
caso do cortex motor representar o polegar esquerdo, o resultado serd o abalo clonico do
polegar esquerdo; a principal caracteristica ¢ a preservagao da consciéncia;

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

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

maos;

2) Epilepsias generalizadas:

- Crise de auséncia (Figura 3.4): inicio repentino de comprometimento da consciéncia

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

segundos;

Figura 3.4 — Crise de auséncia

O paciente Crises:
permanece fixacio do ofhar.
normal entre cessacio das

as crises atividades, falta

., deresposta }

b

Fonte: Adaptado de RAFFA; RAWLS; BEYZAROV, 2008. Autor da ilustracdo: Frank H. Netter.

- Convulsdo tonico-clonica: perda da consciéncia e contragdes musculares (tonicas) de

todos os musculos do corpo, seguidas de periodos de contragdo muscular alternando com

periodos de relaxamento (clonico), durando geralmente de 1 a 2 minutos;
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- Convulsao miocldnica: contragdo breve dos musculos, tipo choque, podendo ser

generalizada ou limitada a parte de um membro.

A atividade elétrica durante uma convulsdo pode ser detectada por registro
eletroencefalografico (EEG), a partir de eletrodos distribuidos por toda a superficie do couro
cabeludo (RANG et al., 2004). Através do resultado do EEG ¢é possivel identificar o tipo de
epilepsia apresentada pelo paciente. Como exemplo, na epilepsia generalizada, observa-se
uma descarga ritmica caracteristica durante o periodo da crise, o que podemos notar na Figura
3.5B, que mostra um registro EEG de atividade generalizada com descarga “ponta e onda”; na
epilepsia focal, a descarga EEG normalmente ¢ confinada a um hemisfério, como podemos
observar na Figura 3.5C, que apresenta um registro EEG com descargas anormais sincronicas

nas regides frontal e temporal esquerdas (SCHEFFER et al.; 2017).

Figura 3.5 — Registros eletroencefalograficos no cérebro normal e apresentando convulsdo

A) Normal B) Epilepsia generalizada C) Epilepsia focal
FE : A pr L
FD . e A LR LR D 4
T ; Pl \ \
D MU
o) PTG PG Ry (1111 PR o
OD s it il it '. U,

F = regido frontal, T = regido temporal, O = regido occipital, E = esquerda, D = direita.
Fonte: Adaptado de RANG et al., 2004.

3.1.4 Tratamento medicamentoso

O tratamento realizado utilizando-se os farmacos antiepilépticos tem por objetivo
propiciar a melhor qualidade de vida possivel para o paciente, através do controle adequado
das crises epilépticas, com um minimo de efeitos adversos (BRASIL, 2015). Infelizmente, os
farmacos utilizados atualmente ndo controlam a convulsdo de alguns pacientes e também
causam efeitos adversos, cuja intensidade varia de minima disfuncdo do SNC a morte por

insuficiéncia hepatica. De forma a atenuar os efeitos adversos, ¢ preferivel tratar o paciente
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com um unico farmaco. No entanto, o tratamento com varios farmacos pode ser necessario,
especialmente quando o paciente apresenta dois ou mais tipos de epilepsia (MCNAMARA,
2012).

Além dos problemas relatados, cabe destacar que o uso de farmacos antiepilépticos
resulta em problemas de grande importancia para a saude das mulheres, como: diminui¢ao da
eficacia de anticoncepcionais orais, que pode ser explicada pela aceleracdo do metabolismo
dos anticoncepcionais causada pelos antiepilépticos que induzem as enzimas hepéticas; e
efeitos teratogénicos potenciais, os bebés nascidos de maes epilépticas tém risco duas vezes
maior de apresentar malformacgdes congénitas graves do que os de maes ndo epilépticas
(MCNAMARA, 2012).

A determinagdo do tipo de crise epilépica que o paciente apresenta ¢ importante na
escolha do farmaco a ser utilizado, visto que os mecanismos de geragdo e propagacdo da crise
diferem para cada situacgdo e os fairmacos antiepilépticos agem por diferentes mecanismos que
podem ou ndo ser favoraveis ao tratamento (BRASIL, 2015). Os farmacos utilizados sao
classificados de acordo com o mecanismo de agdo em quatro categorias principais: inibidores
dos canais para Ca’", estimuladores da inibigio mediada pelos canais para Na®,
potencializadores da inibi¢do mediada pelo dcido gama-aminobutirico (GABA) e inibidores
dos receptores do acido glutamico (GRIFFIN; LOWENSTEIN, 2009). Dentre os firmacos
que atuam potencializando a inibicdo mediada pelo GABA, encontram-se os
benzodiazepinicos, classe a qual pertence o diazepam, que atua como ligante nos complexos

estudados neste trabalho.
3.1.4.1 Farmacologia dos benzodiazepinicos

Os benzodiazepinicos aumentam a inibigdo mediada pelo GABA, agindo sobre
receptores GABA 4 através da ligagdo direta a um local especifico distinto daquele da ligacao
do GABA, atuando sobre o complexo receptor/canal ionico (CHARNEY; MIHIC; HARRIS,
2005). Os receptores GABA, sdo os mais abundantes dessa classe no sistema nervoso central,
os quais correspondem a glicoproteinas transmembranas pentaméricas organizadas para
formar um poro i0nico central seletivo para o cloreto, (Figura 3.6), que ¢ aberto quando
ocorre a ligagdo de duas moléculas de GABA. Além do local de ligacdo do GABA e dos
benzodiazepinicos, os receptores GABAA contém vdrios sitios moduladores, onde ocorre
ligacdo de outros ligantes enddgenos e/ou outros farmacos (Figura 3.7), cuja localizagdo

definitiva desses sitios ainda precisa ser estabelecida (FORMAN et al., 2009).
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Figura 3.6 — Estrutura pentamérica do receptor GABA
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Fonte: FORMAN et al., 2009.
Figura 3.7 — Principais sitios de ligagdo no receptor GABA
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Fonte: Modificado de FORMAN et al., 2009.

E importante ressaltar que os benzodiazepinicos ndo substituem o GABA, mas
aumentam os efeitos inibitorios deste neurotransmissor. Eles se ligam de forma alostérica ao
receptor GABA, aumentando a condutancia do canal para cloreto através do aumento da
frequéncia de abertura do canal fechado (RISS et al., 2008), resultando na hiperpolarizag¢do do
neurdnio pos-sindptico, levando a uma diminui¢do da excitabilidade neuronal (Figura 3.8)
(DE WAELE et al., 2013).

Os benzodiazepinicos sdo utilizados no Status Epilepticus, assim como no tratamento
de crises focais e generalizadas. Esses farmacos exibem tolerdncia e dependéncia,
observando-se a existéncia de uma sindrome de retirada que pode significar uma acentuagdo
da gravidade e da frequéncia das crises epilépticas (ARANDAS; SENA, 2010). Além disso,

causam efeitos adversos proeminentes, incluindo sonoléncia, tontura e ataxia. Por isso, sdo
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(GRIFFIN;

tipicamente utilizados apenas para interrup¢do aguda das convulsdes
LOWENSTEIN, 2009).
Figura 3.8 — Mecanismo de agdo dos benzodiazepinicos
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Fonte: Modificado de LULLMANN et al., 2000.

O farmaco de escolha para interromper as crises no Status Epilepticus é o diazepam

(Figura 3.9), sua vantagem ¢ que ele age muito rapidamente quando comparado com os outros

farmacos anticonvulsivantes (RANG et al.,, 2004). No entanto, tem a desvantagem de

apresentar uma acao anticonvulsivante ndo duradoura, sendo necessario administrar também

fenitoina endovenosa (ARANDAS; SENA, 2010).

Figura 3.9 - Estrutura do diazepam, 7-Cloro-1-metil-2-o0x0-5-fenil-3H-1,4-benzodiazepina, com

destaque ao anel benzodiazepinico

CH,

Fonte: Autora, 2017.
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3.1.5 Epilepsia e estresse oxidativo

O excesso de espécies reativas de oxigénio (ERO), causado pelo desequilibrio entre
geracdo e eliminacdo destas espécies, frequentemente resulta em danos celulares graves. Este
fendmeno é conhecido como estresse oxidativo e esta envolvido na patogénese de doengas
neurodegenerativas como a epilepsia (OLIVEIRA et al., 2016).

Através de estudos experimentais verificou-se que as convulsdes repetidas resultam
em aumento do nivel de ERO (MAZHAR; MALHI; SIMJEE, 2017) que desempenham um
importante papel no dano neuronal induzido por convulsdes (DEVI; MANOCHA; VOHORA,
2008). Este dano oxidativo parece resultar de mecanismos de excitotoxicidade, reconhecidos
por participar de varias condigdes patologicas que levam ao desenvolvimento de convulsdes,
caracterizado pela ativacdo excessiva de receptores glutamatérgicos, especialmente os de N-
metil-D-aspartato (NMDA), ver Figura 3.10. Este fenomeno levaria a um aumento de calcio
intracelular, resultando em disfun¢do mitocondrial e geragdo de ERO ¢ de fatores pro-
apoptoticos, fundamentais para o dano e morte celular (OLIVEIRA et al., 2016). Cabe
salientar que o estresse oxidativo mitocondrial cronico e a disfungdo resultante podem tornar
o cérebro mais suscetivel as crises epilépticas; além disso, varios disturbios mitocondriais

estdo associados a um fendtipo epiléptico (DEVI; MANOCHA; VOHORA, 2008).

Figura 3.10 — Processo de excitotoxicidade em neurdnios glutamatérgicos
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A cadeia respiratoria ¢ uma das principais fontes de radicais livres prejudiciais no
organismo humano. Os radicais livres que escapam dos complexos respiratorios podem reagir
com o oxigénio molecular (O,), resultando na formagao de anions superdxidos (O,); estes,
por sua vez, sao rapidamente convertidos em peroxido de hidrogénio (H,O;), que ao reagir
com ions de ferro (Fe™) ou cobre (Cu'?), através da rea¢io de Fenton, resultam na producio
de radicais hidroxilas ("-OH), que sdo extremamente toxicos. Os anions superoxidos podem
interagir com o NO levando também a produgao de um anion altamente toxico, denominado
anion peroxinitrito (DEVI; MANOCHA; VOHORA, 2008). Os radicais ‘OH e o anion
peroxinitrito sdo bastante toxicos porque causam a oxidagdo dos grupos sulfidrilas de
proteinas ¢ a oxidagdo de lipidios de membrana, alterando a permeabilidade da membrana
(KOWALTOWSKI; CASTILHO; VERCESI, 2001).

Existem varios mecanismos de defesa que neutralizam os radicais livres no organismo,
estes mecanismos antioxidantes podem ser tanto enzimaticos quanto ndo-enzimaticos. As
enzimas antioxidantes mais importantes sdo: superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx) e catalase (CAT). A nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida
(NADPH) e a glutationa reduzida (GSH) também apresentam papéis importantes nos
mecanismos de defesa do organismo. A SOD catalisa a dismutacdo do anion superoxido ao
H,0,. A CAT catalisa a degradagdo de H,O, em 4gua e oxigénio. A GPx atua sobre a GSH e
H,0, para produzir glutationa oxidada (GSSG) e agua. A coenzima NADPH ¢ necessaria para
a reducdo de GSSG para GSH, esta reacdo ¢ catalisada pela glutationa redutase. A reducdo da
glutationa ¢ importante para proteger os grupos sulfidrilas de proteinas e prevenir a
peroxidacdo de lipidios de membrana (DEVI; MANOCHA; VOHORA, 2008). Ver Figura
3.11.

Figura 3.11 — Geracdo de espécies reativas de oxigénio e sistema antioxidante.
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Existem muitas evidéncias de estudos experimentais ¢ clinicos que apoiam a ideia do
envolvimento do estresse oxidativo na patogénese da epilepsia (MAZHAR; MALHI;
SIMJEE, 2017). Um exemplo ¢ o estudo desenvolvido por Rumia e colaboradores (2013),
comparando biomarcadores de estresse oxidativo no neocortex de pacientes epilépticos com o
de pacientes nao-epilépticos, no qual os resultados corroboram com os encontrados em
modelos experimentais de animais e sugerem que o estresse oxidativo pode ser um fendmeno
chave também na epilepsia humana. Além disso, o aumento substancial dos niveis de anion
superoxido e de 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina (8-0xo-dG, composto produzido pela
oxidagdo do DNA) observado neste estudo, contribui para a conexdo entre convulsdes
cronicas e danos neurais mediados por ERO.

Por causa desta relag@o entre estresse oxidativo e epilepsia, muitos estudos sustentam
a ideia de que os medicamentos com a¢do antioxidante podem melhorar a atividade
convulsiva e os danos neuronais (MAZHAR; MALHI; SIMJEE, 2017). Véarios antioxidantes
foram avaliados quanto a sua eficacia em diversos modelos de convulsdes e os resultados
mostraram que estes compostos apresentaram efeitos protetores contra as manifestacdes
convulsivas e as alteracdes bioquimicas que acompanham as convulsdes (DEVI;
MANOCHA; VOHORA, 2008).

3.2 Quimica Inorganica Medicinal

Geralmente, a primeira ideia que surge ao se pensar em farmacos ¢ a de que os
mesmos sdo compostos orgdnicos; entretanto, varios destes apresentam metais em sua
estrutura e sdo utilizados na clinica médica, estudados na area de Quimica Inorganica
Medicinal (BERALDO; MORTIMER, 2005), que combina elementos da Quimica,
Bioquimica, Farmacologia e Quimica Medicinal (ROAT-MALONE, 2002). Um grande
interesse por essa area foi despertado com a descoberta das propriedades antitumorais da
cisplatina, cis[Pt(NH3),Cl,] (Figura 3.12) pelo fisico Barnett Rosemberg, em 1965. Esta
espécie quimica, diferente da maioria dos farmacos, ndo apresenta nenhum 4tomo de carbono
em sua estrutura, mas proporcionou, a partir de 1978, uma diminuigdo de cerca de 80% nas
mortes de homens com tumor de testiculo (BERALDO, 2005).

A cisplatina ¢ utilizada, atualmente, em varios outros tipos de tumores, como cancer
de pulmdo, cabeca, estdmago, esdfago e mama, sobretudo em associacdo com outros
farmacos, em véarios esquemas terapéuticos (FONTES; CESAR; BERALDO, 2005); além

disso, outros complexos de platina, como oxaliplatina e carboplatina (Figura 3.12), sdo
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utilizados no tratamento de tumores e estima-se que 50 a 70% dos pacientes com cancer

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

Figura 3.12 — Estrutura quimica de alguns complexos de platina com atividade antitumoral

O
HsN O
HsN_  CI )4
N/ £\
/Pt\ "'”IN O H3N O
HsN Cl O
Cisplatina Oxahplatina Carboplatina

Fonte: Autora, 2017.

Devido a semelhanca quimica do palddio com a platina, alguns complexos de paladdio
tém sido estudados visando a obtencdo de farmacos. Existe na literatura muitos compostos de
paladio que possuem boa atividade antitumoral e, também, muitos apresentam atividade anti-
infecciosa (Figura 3.13). No entanto, somente o isotopo radioativo de '“Pd tem utilidade
clinica, sendo empregado no tratamento do cancer de prostata em estagio avangado (ALVES;
SILVA; GUERRA, 2010; SILVA; GUERRA, 2011).

Figura 3.13 — Estrutura quimica de alguns complexos de palddio com atividade antitumoral e
antifungica

PO(OR), PO(OR),
| I
NHCH—Ph NHCH —Ph

>~ -, N
N‘N l?d N
R=Et, Bu X=Cl, Br Li: X=CH, Y=S; L,: X=N, Y=NH
Atividade antitumoral Atividade antifingica

Fonte: GAROUFIS; HADJIKAKOU; HADJILIADIS, 2005.

A partir da descoberta da cisplatina, deu-se inicio a uma corrida na busca por novos
compostos metalicos com propriedades farmacoldgicas, metalofarmacos, bem como, na

investigacdo dos mecanismos de acdo desses compostos e na tentativa de melhorar a atividade
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biologica de compostos puramente orgdnicos com a adicdo de metais em sua estrutura;
modificando, assim, o cenario encontrado em meados do século XX, no qual observamos o
receio na elaboragdo de farmacos contendo metais em sua estrutura. De fato, com essa
descoberta, retoma-se a utilizagdo de compostos metalicos na Medicina, porém agora de
forma menos empirica, tendo-se como base o conhecimento das estruturas moleculares e seus
mecanismos de acao (BERALDO, 2005; RONCONI; SADLER, 2007).

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

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

Mesmo diante de varios desafios, a elaboracdo de metalofarmacos apresenta
crescimento significativo tanto na medicina terap€utica quanto na medicina diagndstica
(RONCONI; SADLER, 2007). Como exemplos de compostos contendo metais utilizados na
medicina terapéutica, podemos citar o nitroprussiato de sddio (complexo de ferro II), tinico
complexo metal-nitrosila utilizado clinicamente para controlar a pressdo arterial; o
antimoniato de N-metilglucamina, complexo de antimonio(V), utilizado para o tratamento da
leishmaniose; e a auranofina, complexo de ouro(I), utilizada para o tratamento da artrite
reumatoide, Figura 3.14. E como exemplos de compostos contendo metais utilizados na
medicina diagnostica (Figura 3.14) tém-se o sulfato de bario, comumente utilizado como
contrastante em Raios X do trato gastrointestinal, ¢ o gadopentetato de dimeglumina,
complexo de gadolinio(Ill), utilizado na detec¢do de anormalidades na circulagdo sanguinea

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



Figura 3.14 — Estrutura quimica de alguns metalofarmacos
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Fonte: BENITE; MACHADO; BARREIRO, 2007.

3.3 Complexos metalicos derivados de benzodiazepinicos
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Os benzodiazepinicos sdo bem conhecidos por suas capacidades complexantes

(SURESH et al., 2008). Existem relatos na literatura de complexos metalicos derivados de

dois tipos de benzodiazepinicos: 1,4- e 1,5-benzodiazepinicos, exemplificados a seguir, cujas

estruturas basicas podem ser visualizadas na Figura 3.15.
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Figura 3.15 — Estrutura quimica basica dos 1,4- ¢ 1,5-benzodiazepinicos, respectivamente

OO

Ha relatos na literatura da formagao de complexos derivados de 1,5-benzodiazepinicos
com diversos metais: paladio(Il) (AVERSA et al., 1990); platina(IT) (AVERSA et al., 1991);
estanho(IV) (SURESH et al., 2008); ferro(Il); e cobalto(Il) (ZHANG et al., 2007). Estes

fragmentos 1,5-benzodiazepinicos podem se apresentar coordenados ao centro metalico como

Fonte: Autora, 2017.

ligantes monodentados ou bidentados, cuja ligagdo metal-ligante ocorre através de um ou dos
dois nitrogénios do anel benzodiazepinico; em alguns casos eles estdo ligados a dois metais
através de atomos de nitrogénio.

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

Todos os complexos derivados do diazepam encontrados na literatura podem ser

visualizados no Quadro 3.1.

Quadro 3.1 — Complexos metalicos derivados do diazepam relatados na literatura

Metais Complexos metalicos Referéncias
Cobre(1I) M o Mosset et al.,
N 1980
)5 O
—N
Cl \Cu
O ey
§\N
0 |
CH,

Continua
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Metais Complexos metalicos Referéncias
Paladio(II) ?H3 o Cusumano et al.,
N\\ﬁ; 1991
cl l /W\\}
Pd
‘ < Seee
Onde: X=Cloul
Paladio(1I) ™ o Cinellu et al.,
N 1991; Barros et
O al., 2016
Cl =
Pd
Paladio(IT) Cinellu et al.,
1991
Platina(II) Mo Stoccoro et al.,
O N\i 1994
Cl
Platina(II) ™ o Stoccoro et al.,

1994

Continua
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Metais Complexos metalicos Referéncias
Platina(IT) ?H3 o Stoccoro et al.,
N\é 1994
Cl l /N\ /c1
Pt
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g
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Continua
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Metais Complexos metalicos Referéncias
Ruténio(II) ?Hz o Pérez et al.,
N 2002

Cl |

/N\Ru—

Paladio(II) Barros et al.,

2016

Fonte: Autora, 2017.

Quanto ao estudo da atividade biologica desses complexos derivados de
benzodiazepinicos, foram encontrados, at¢é o momento, somente trés artigos; no entanto,
apenas o artigo que desenvolvemos anteriormente avaliou a atividade anticonvulsivante dos
complexos (BARROS et al., 2016). Um dos artigos referidos apresenta estudos /in vitro da
atividade citostatica e antiviral de complexos de Pd(Il), Zn(Il) e Cu(ll) derivados de 1,4-
benzodiazepinicos; um total de seis complexos (dois complexos de cada metal) foram
analisados e os resultados revelaram que nenhum dos complexos apresentaram atividade
citostatica em concentragdes terapeuticamente significativas e todos os complexos
apresentaram nenhuma ou apenas atividade antiviral marginal (VISNJEVAC et al., 2002).

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

atividade inibitdria sobre a catepsina B) (SPENCER et al., 2009).
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O artigo que desenvolvido por este grupo de pesquisa anteriormente apresenta
resultados da avaliacdo da atividade anticonvulsivante de dois complexos diméricos de
paladio(Il) derivados do diazepam que se mostraram promissores (BARROS et al., 2016).
Dando continuidade a esse trabalho, o presente estudo visa avaliar a atividade biologica dos
dimeros de forma mais ampla, além de sintetizar ¢ avaliar trés monomeros, buscando novas

propostas terapéuticas para o tratamento da epilepsia.



4 EXPERIMENTAL

4.1 Atividades desenvolvidas e locais de realizacao

As atividades desenvolvidas neste trabalho e seus respectivos locais de realizagao

encontram-se no Quadro 4.1.

Quadro 4.1 — Locais de realizagdo das atividades experimentais

Atividades Locais de realizacao
Sintese  dos  dimeros e | Laboratério do Grupo de Catélise ¢ Reatividade Quimica
monomeros de  palddio(Il) | (GCaR) do Instituto de Quimica e Biotecnologia da

derivados do diazepam

Universidade Federal de

Maceid6/AL

Alagoas (IQB/UFAL),

Andlises de espectrometria de

ressonancia magnética nuclear

Laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear do
IQB/UFAL, Maceid/AL

Anadlises por espectroscopia na

regido do infravermelho médio

Laboratorio da Central

Maceio/AL

Analitica do IQB/UFAL,

Andlise por difragdo de raios-x

Laboratorio de Sintese Inorganica e Cristalografia do
Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia,
Brasilia/DF

Analises elementares

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

Andlises de Espectrometria de
Massas - MALDI-TOF

Centro de Tecnologia do Nordeste (CETENE), Recife/PE

Avaliagdo da atividade | Laboratorio de Farmacologia Pré-clinica (LAPEC) do

anticonvulsivante Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de
Sergipe (DFS/UFS), Sao Cristovao/SE

Avaliagdo da atividade | Laboratorio de Analises de Alimentos do Departamento

antioxidante de Nutricdo (DNUT) da UFS, Sao Cristovao/SE

Avaliagdo da citotoxicidade

Laboratorio de Farmacologia e Imunologia (LaFI) do
Instituto de Ciéncias Biologicas ¢ da Saude (ICBS) da
UFAL, Macei6/AL

Fonte: Autora, 2017.




4.2 Reagentes e solventes
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Os reagentes e solventes utilizados na sintese dos complexos estdo presentes no

Quadro 4.2, com sua procedéncia e a formula molecular.

Quadro 4.2 — Procedéncia e formula molecular dos reagentes e solventes

Reagentes e Solventes | Formula Molecular | Origem
Acetato de paladio (II) C4HgO4Pd Aldrich
Acidoacético C,H40; Vetec

Cloreto de litio LiCl Acros Organics
Cloreto de paladio (II) PdCl, Sigma-Aldrich
Cloroformio P.A. CHCl; Dinamica
Diazepam Ci6H13CIN,O Unido Quimica
Hexano P.A. CeHis Dinamica
Metanol P.A. CH4O Dinamica
Piridina P.A. CsHsN Quimibras Industrias Quimicas S.A
Trifenilfosfina CigHy5P Aldrich

Fonte: Autora, 2017.

4.3 Instrumentacao para caracterizacao

4.3.1 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN)

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

deuterado apropriado (CDCl; ou DMSO-ds, Sigma-Aldrich). As amostras foram analisadas
por colaboradores do laboratorio de RMN/IQB/UFAL, sob a coordenagdo do Prof. Dr. Edson

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

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

MHz para os nucleos de 'H; 100,61 MHz para os nucleos de BC e 162,00 MHz para os

nucleos de *'P. Os deslocamentos quimicos (8) de 'H ¢ BC foram medidos usando-se como

padrio interno o tetrametilsilano (TMS, & = 0) ¢ os de *'P, usando-se como padrio externo o
acido fosforico 85% (H3POy4, 6 = 0).
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4.3.2 Espectroscopia no infravermelho médio (IV)

As andlises por espectroscopia na regidao do infravermelho médio foram realizadas no
Espectrofotometro de Infravermelho por Transformada de Fourier, modelo IRPrestige-21,
utilizando pastilhas de KBr contendo cerca de 1% da amostra. Os espectros abrangeram as
regides de 4000 a 400 cm’™.

4.3.3 Difracao de raios X

A caracterizacdo do monocristal de DIAZPdOAcD foi realizada pela Profa. Dra.
Claudia C. Gatto, do Laboratorio de Sintese Inorganica e Cristalografia da UnB. O
equipamento utilizado para este tipo de caracterizagdo foi o difratdmetro monocristalino
Bruker CCD SMART APEX II. A coleta de dados foi realizada a uma temperatura de 296 K
utilizando-se a radiagdo monocromatica Mo Ka (A = 0.71073 A). Os dados foram processados
com SAINT (SMART; SAINT, 1999) e foram corrigidos para absor¢cdo usando SADABS
(SHELDRICK, 1997). As estruturas foram resolvidas por métodos diretos usando SHELXS-
97 e as andlises de mapa de diferenca de Fourier subsequentes renderam as posi¢des dos
atomos nao-hidrogénio, o refinamento foi realizado usando SHELXL-97 (SHELDRICK,
2008). O grafico molecular foi gerado com o software ORTEP-3 usado para preparar material
para publicagdo, WinGX-Routine (FARRUGIA, 2012). O nimero de referéncia para o
complexo dimérico ¢ CCDC 1521341.

4.3.4 Analise Elementar

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

4.3.5 Espectrometria de Massas

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

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

Independente da fonte de palddio empregada para a preparacdo dos paladaciclos, os
complexos diméricos foram sintetizados, de modo geral, sob agitacdo e refluxo enquanto que
suas respectivas formas monoméricas foram sintetizadas a temperatura ambiente somente sob

agitacao.

4.4.1 Sintese do bis[2-{(7-cloro-1-metil-2-0x0-2,3-dihidro-1 H-benzodiazepin-5-il)fenil-«*-
C,N} -p,-cloropaladio(1l)], DIAZPACID

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

s6lido amarelo (0,3192 g; 0,375 mmol) em 75% de rendimento.

Esquema 4.1 — Sintese do DIAZPdCID

CH,
| O
® S
, Cl —N :
+ 2 Li,PdCl, —_—
CH,;OH
-4 LiCl
-2 HClI
Diazepam DIAZPdCID

Fonte: Autora, 2017.

Formula molecular (F.M.): C3;H24Cl4sN4O,Pd,. Massa molar (M.M.): 851,21 g/mol.
MALDI-TOF (sem matriz): m/z: 816 [M-Cl]. Anal. Elem. Teorico: C: 45,15; H: 2,84; N:
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6,58. Experimental: C: 44,81; H: 2,89; N: 6,48. IV (vméx/cm'l, KBr): 3103-3021 (v C-H
aromatico); 1683 (v C=0 e v C=N). RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): - Isdmero
transoide: 7,9-7,6 (m, 8H, H6, HS, H9 e H14); 7,3-6,9 (br sig, 6H, H15, H16 e H17); 5,52 ¢
4,63 (br sig e d, 2H, H3a, J= 12,72 Hz); 3,94 (d, 2H, H3b, J= 12,72 Hz); 3,30 (s, 6H, H18); -
Isomero cisoide: 7,9-7,6 (m, 8H, H6, H8, H9 ¢ H14); 7,3-6,9 (br sig, 6H, H15, H16 ¢ H17);
4,41 (d, 2H, H3a, J= 12,72 Hz); 3,88 (d, 2H, H3b, J= 12,72 Hz); 3,16 (s, 6H, H18). RMN de
C (100 MHz, DMSO-ds, ppm): 178,04 (C5); 167,07 (C2); 153,99 (C13); 145,43 (C11);
142,20 (C10); 136,61 (C6); 132,91 (C15); 130,55 (C8); 130,08 (C12); 129,37 (C16); 129,19
(C17); 128,82 (C7); 125,03 (C14); 124,45 (C9); 54,47 (C3); 35,02 (C18).

442 Sintese do [2-{(7-cloro-1-metil-2-0x0-2,3-dihidro-1H-benzodiazepin-5-il)fenil-i*-
C,N;} cloropiridinopaladio(1l)], DIAZPdCIPy

Preparou-se uma suspensdao do DIAZPJCID (0,8514 g; 1,00 mmol) em cloroférmio
(125 mL) e adicionou-se piridina (0,32 mL; 4,0 mmol), Esquema 4.2. A reagdo procedeu sob
agitacdo em temperatura ambiente por 1 hora. Em seguida, hexano foi adicionado a solugao
obtida até completa precipitagdo do composto, o qual foi separado do sobrenadante e seco a
vacuo, obtendo-se assim um so6lido amarelo claro (0,6965 g; 1,38 mmol) em 69% de

rendimento.

Esquema 4.2 — Sintese do DIAZPdCIPy

CH;
> 0
N
I8CH;4
7 0
N
—N 2
a NUER @ 3
. ,
Pd_ /Pd\ B + 2 CsHsN CHeT, 2 1 Y
cl N cl C \ _Cl
Pd
~
N N]92%
O | /24 PO
CH; B2
DIAZPdCID DIAZPdCIPy

Fonte: Autora, 2017.

F.M.: C;1H;7CI,N;0Pd. M.M.: 504,71 g/mol. Anal. Elem. Teorico: C: 49,97; H: 3,40;
N: 8,33. Experimental: C: 43,43; H: 2,97; N: 6,68. IV (vméx/cm'l, KBr): 3107-3022 (v C-H
aromatico); 1679 (v C=0 e v C=N). RMN de 'H (400 MHz, CDCl;, ppm): 8,93 (d, 2H, H20 ¢
H24, J= 5,06 Hz); 7,91 (t, IH, H22, J= 7,62 Hz); 7,64 ¢ 7,63 (s e d, 2H, H6 ¢ H8, J= 8,63
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Hz); 7,49 (t, 2H, H21 e H23, J = 6,83 Hz); 7,37 (d, 1H, H9, J = 8,63 Hz); 7,08 (m, 3H; H17,
H16 e HI5); 6,26 (d, 1H, H14, J = 7,06 Hz); 5,92 (d, 1H, H3b, J = 12,56 Hz); 3,82 (d, 1H,
H3a, J = 12,56 Hz); 3,41 (s, 3H, H18). RMN de *C (100 MHz, CDCls, ppm): 180,50 (C5);
168,69 (C2); 158,70 (C13); 153,19 (C20 e C24); 145,54 (C11); 142,04 (C10); 138,19 (C6);
132,62 (C15 e C22); 131,61 (C8); 130,07 (C16); 129,99 (C12); 129,47 (C17); 126,39 (C7);
125,62 (C21 e C23); 124,38 (C14); 123,26 (C9); 55,93 (C3); 34,97 (C18).

443 Sintese do [2-{(7-cloro-1-metil-2-0x0-2,3-dihidro-1 H-benzodiazepin-5-il)fenil-«*-
C,Njclorotrifenilfosfinopaladio(II)], DIAZPdCIPPh;

Preparou-se uma suspensdao do DIAZPJCID (0,8514 g; 1,00 mmol) em cloroférmio
(70 mL) e adicionou-se uma solugdo de trifenilfosfina (0,5246 g; 2,00 mmol) em cloroférmio
(10 mL), Esquema 4.3. A reagdo foi deixada sob agitacdo e a temperatura ambiente por 1
hora. Apods esse tempo, adicionou-se hexano a solugdo obtida até completa precipitacdo do
composto, o qual foi separado do sobrenadante ¢ seco a vacuo, obtendo-se assim um soélido

branco levemente amarelado (1,3620 g; 1,98 mmol) em 99% de rendimento.

Esquema 4.3 — Sintese do DIAZPdCIPPh;

CHCl,

DIAZPdCID DIAZPdCIPPh,
Fonte: Autora, 2017.

F.M.: C34H,7;CILN,OPPd. M.M.: 687,89 g/mol. Anal. Elem. Teodrico: C: 59,36; H:
3,96; N: 4,07. Experimental: C: 58,81; H: 3,87; N: 4,11. IV (vméx/cm'l, KBr): 3102-3004 (v
C—H aromatico); 1686 (v C=0 e v C=N). RMN de 'H (400 MHz, CDCl;, ppm): 7,78 (dd, 6H,
H20, H24, J= 11,55 ¢ 7,87 Hz); 7,70 (d, 1H, He6, J= 2,28 Hz); 7,62 (dd, 1H, HS, J= 28,80 ¢
2,33 Hz); 7,42 (m, 10H, H9, H21, H22, H23); 7,11 (d, 1H, H17, J = 7,24 Hz); 6,91 (t, 1H,
H16, J=17,38 Hz); 6,61 (t, 1H, H15, J= 7,41 Hz), 6,56 (m, 1H, H14); 6,16 (dd, 1H, H3b, Jy.p
=12,42 e 3,00 Hz); 3,77 (dd, 1H, H3a, Ju.p = 12,43 ¢ 3,75 Hz); 3,39 (s, 3H, H18). RMN de
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C (100 MHz, CDCl3, ppm): 180,38 (d, 1C, C5, Je.p = 3,50 Hz); 169,33 (s, 1C, C2); 159,37
(s, 1C, C13); 147,12 (s, 1C, C11); 142,33 (s, 1C, C10); 139,06 (d, 3C, C19, Jep = 11,38 Hz);
135,48 (d, 6C, C20, C24, Jop = 12,00 Hz); 132,46 (s, 1C, C6); 131,29 (s, 1C, C15); 130,82
(d, 3C, C22, Jep = 2,60 Hz); 130,73 (s, 1C, C8); 130,67 (s, 1C, C7); 129,85 (s, 1C, C16);
129,69 (s, 1C, C17); 128,11 (d, 6C, C21, C23, Je.p = 10,98 Hz); 127,21 (d, 1C, C12, Jep =
2,55 Hz); 123,69 (s, 1C, C14); 123,10 (s, 1C, C9); 54,10 (s, 1C, C3); 34,86 (s, 1C, C18).
RMN de *'P (162 MHz, CDCls, ppm): 42,54.

4.4.4 Sintese do bis[2-{(7-cloro-1-metil-2-0x0-2,3-dihidro-1 H—benzodiazepin-S-il)fenil-Kz-
C,N} -u,-acetatopaladio(11)], DIAZPdOAcD

Preparou-se uma suspensdo de acetato de paladio(1l) (0,1998 g; 0,89 mmol) em acido
acético (15 mL) e, em seguida, adicionou-se o diazepam (0,2847 g; 1,00 mmol), Esquema 4.4.
A reagdo procedeu sob agitacdo e refluxo (T = 127 °C) por 1 hora. Apos esse tempo, filtrou-se
o material obtido, o qual foi colocado sob vacuo para retirar todos os volateis. Em seguida, ao
material solido, adicionou-se cloroformio em quantidade suficiente para solubilizar o mesmo
¢ hexano até completa precipitagdo do composto desejado. Por fim, separou-se o precipitado
do sobrenadante e secou-se a vacuo, obtendo-se assim um soélido laranja (0,3358 g; 0,37

mmol) em 84% de rendimento.

Esquema 4.4 — Sintese do DIAZPdOAcD

CH
[ ° 0 8CH3
N 0
2 ¢ N -
C + 2(C,H;0,),Pd oo, 9 .
‘ -2 CH0, /
Diazepam
P DIAZPdOACD

Fonte: Autora, 2017.

F.M.: C36H30CloN4OgPdy. M.M.: 898,39 g/mol. MALDI-TOF (sem matriz): m/z: 839
[M-OAc]. Anal. Elem. Teorico: C: 48,13; H: 3,37; N: 6,24. Experimental: C: 48,51; H: 3,58;
N: 6,11. IV (Vmgx/em™, KBr): 3109-3012 (v C—H aromatico); 1687 (v C=0 e v C=N); 1562 ¢
1417 (v as/s COO). RMN de 'H (400 MHz, CDCls, ppm): - Isdmero transoide: 7,8—6,4
(hidrogénios aromaticos); 4,36 (d, 2H, H3a, J= 12,80 Hz); 3,32 (d, 2H, H3b, J = 12,68 Hz);
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3,32 (s, 6H, H18); 2,25 (s, 6H, H20); - Isdomero cisoide: 7,8—6,4 (hidrogénios aromaticos);
4,23 (d, 1H, H3a, J= 12,93 Hz); 3,80 (d, 1H, H3b, J= 13,06 Hz); 3,68 (d, 1H, H3c, J= 12,93
Hz); 3,26 ¢ 3,16 (s, 6H, H18); 3,04 (d, 1H, H3d, J = 12,93 Hz); 2,32 ¢ 2,31 (s, 6H, H20).
RMN de "*C (100 MHz, CDCls, ppm): 181,90 (C19); 177,96 (C5); 168,24 (C2); 156,59
(C13); 144,18 (C11); 141,34 (C10); 132,42 (C6); 132,32 (C15); 130,06 (C8); 129,57 (C12);
128,97 (C16); 128,81 (C17); 125,49 (C7); 124,05 (C14); 123,23 (C9); 55,70 (C3); 35,07
(C18); 24,59 (C20).

445 Sintese do [2-{(7-cloro-1-metil-2-0x0-2,3-dihidro-1 H—benzodiazepin-S-il)fenil-Kz-
C,N} acetatotrifenilfosfinopaladio(I1)], DIAZPdOAcPPh;

Preparou-se uma solu¢do de DIAZPdOAcD (0,8985 g; 1,00 mmol) em cloroférmio
(30 mL) e adicionou-se uma solugdo de trifenilfosfina (0,5246 g; 2,00 mmol) em cloroférmio
(10 mL), Esquema 4.5.A reacdo procedeu sob agitacdo e a temperatura ambiente por 1 hora.
Apos esse tempo, adicionou-se hexano até completa precipitagdo de um composto marrom
escuro. Em seguida, separou-se o sobrenadante do precipitado o qual foi seco a vacuo;

obtendo-se assim um s6lido amarelo (0,7399 g; 1,04 mmol) em 52% de rendimento.

Esquema 4.5 — Sintese do DIAZPdOAcPPh;

DIAZPdOAcD DIAZPdOAcPPh,
Fonte: Autora, 2017.

F.M.: C36H30CIN,O3;PPd. M.M.: 711,48 g/mol. Anal. Elem. Teérico: C: 60,77; H:
4,25; N: 3,94. Experimental: C: 59,85; H: 4,38; N: 3,88. IV (vméx/cm'l, KBr): 3093-3014 (v
C—H aromatico); 1687 (v C=0 e v C=N); 1574 ¢ 1383 (v as/s COO). RMN de 'H (400 MHz,
CDCls, ppm): 7,82 (dd, 6H, H22, H26, J= 11,57 e 7,85Hz); 7,69 (d, 1H, H6, J = 2,05 Hz);
7,41 (m, 10H, H9, H23, H24, H25); 7,18 (dd, 1H, H8, J= 8,81 ¢ 1,59 Hz); 7,10 (d, 1H, H17,
J=17,69 Hz); 6,90 (t, 1H, H16, J = 7,40 Hz); 6,61 (t, 1H, H15, J = 7,37 Hz); 6,56 (m, 1H,
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H14); 4,92 (dd, 1H, H3b, Ju.p = 12,50 e 2,86 Hz); 3,81 (dd, 1H, H3a, Jy.p=12,50 ¢ 3,53 Hz);
3,40 (s, 3H, H18); 1,44 (s, 3H, H20). RMN de "*C (100 MHz, CDCls, ppm): 179,60 (d, 1C,
C19, Jop = 3,31 Hz); 177,22 (s, 1C, C5); 169,21 (s, 1C, C2); 156,56 (s, 1C, C13); 146,90 (s,
1C, C11); 142,26 (s, 1C, C10); 139,63 (d, 3C, C21, Jep = 11,18 Hz); 135,44 (d, 6C, C22,
C26, Je.p = 12,28 Hz); 132,46 (s, 1C, C6); 130,71 (d, 3C, C24, Je.p = 2,35 Hz); 130,63 (s, 1C,
C15); 130,51 (s, 1C, C8); 130,25 (s, 1C, C16); 130,02 (s, 1C, C17); 129,90 (s, 1C, C7);
128,26 (d, 6C, C23, C25, Jep = 10,90 Hz); 126,94 (d, 1C, C12, Jep = 2,76 Hz); 123,56 (s,
1C, C14); 123,13 (s, 1C, C9); 54,08 (s, 1C, C3); 35,02 (s, 1C, C18); 23,42 (s, 1C, C20). RMN
de *'P (162 MHz, CDCls, ppm): - Majoritério: 40,59; - Minoritario: 42,54.

4.5 Avaliagéo da atividade anticonvulsivante

A avaliagdo da atividade anticonvulsivante foi realizada por colaboradores do
LAPEC/DFS/UFS, sob orientagdo do Prof. Dr. Lucindo José Quintans-Junior. Foi empregado
um tipo de teste farmacologico in vivo por estimulagdo quimica, utilizando pentilenotetrazol
(PTZ) como indutor das convulsdes. Para a realizacdo de tal teste, foram utilizados
camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss, machos, albinos, pesando entre 25 — 35
gramas (Figura 4.1), procedentes do Biotério Setorial da UFS, selecionados e alojados em
gaiolas de polipropileno, contendo no maximo cinco animais cada, mantidos sob condi¢des
controladas de temperatura de 22 + 2°C e ciclo claro/escuro de 12 horas (fase clara: 06:00 —
18:00 horas), tendo livre acesso a alimentagdo (tipo pellets de ragdo da marca comercial

Purina®) e dgua até 60 minutos antes dos experimentos.

Figura 4.1 — Camundongo Swiss (Mus musculus)

Fonte: http://www.unifenas.br/pesquisa/bioterio/animais.asp

Antes da realizacdo dos protocolos experimentais, os animais foram colocados no
ambiente de trabalho (laboratorio), por pelo menos trinta minutos de antecedéncia a execucao

do experimento, visando a adaptagdo ao ambiente novo e evitar possiveis alteragdes
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comportamentais dos animais. Cabe ressaltar que todos os protocolos experimentais propostos
respeitaram os principios éticos estabelecidos pela CONCEA - Diretriz Brasileira de Pratica
para o Cuidado e Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos (DBCA) e
Diretrizes da pratica de eutanasia do CONCEA; além disso, o estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Tiradentes, tendo como niumero do protocolo 010817.

Neste teste, grupos de seis camundongos machos (n=6, por grupo) foram pré-tratados
com solugdo tween 80 a 0,2% em agua destilada (controle); DIAZPdCID, DIAZPdOAcD,
DIAZPdCIPy, DIAZPdCIPPh;, DIAZPdOAcPPh; ou Diazepam (DZP) na dose de 21
umol/kg por via intraperitoneal (i.p.).

Transcorridos 60 minutos dos pré-tratamentos, administrou-se em todos os animais, o
PTZ na dose de 60 mg/kg (i.p.), conforme metodologia descrita por Smith, Wilcox ¢ White
(2007). Imediatamente apoOs essa administragdo, cada animal foi colocado em caixas
separadas para a observagdo do tempo de laténcia para o aparecimento das convulsdes. Os
animais foram observados individualmente durante um periodo de 15 minutos apos a
administragdo do agente convulsivante.

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o software GRAPH PAD PRISM®.
Foram utilizados os testes de Analise de Variancia (ANOVA) com uma classificacdo (one-
way), seguido do Teste de Tukey. Os resultados s6 foram considerados significativos quando

apresentaram p < 0,05.

4.6 Avaliacao bioquimica dos biomarcadores de estresse oxidativo

A avaliagdo da atividade antioxidante foi realizada sob orienta¢do da Profa. Dra. Ana
Mara de Oliveira e Silva do Laboratorio de Analises de Alimentos do DNUT/UFS. Para a
realizacdo desta andlise os camundongos foram tratados com solugdo tween 80 a 0,2% em
agua destilada (controle); DIAZPdCID, DIAZPdOAcD, DIAZPdCIPy, DIAZPdCIPPh; ou
DIAZPdOAcPPh; na dose de 21 umol/kg (i.p.) 1 h antes da administragdo de uma dose
subconvulsivante de PTZ (30 mg/kg, i.p.) durante dois dias. Amostras de cérebro foram
coletadas 1 h apds o ultimo tratamento com PTZ e mantidas a -80°C. O cérebro foi
homogeneizado com tampdo de potdssio 0,1 M (pH 7) numa propor¢ao de 1:10 (p/v)
utilizando um manual ultraturrax (IKA, modelo T10 basico, Staufen, Alemanha) e depois
centrifugou-se a 15.000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante resultante foi

recolhido e utilizado para determinar a atividade das enzimas antioxidantes superoxido
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dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) e teste de FRAP e teor de glutationa reduzida
(GSH).

Para os resultados serem expressos em unidades por miligrama de proteina o teor de
proteina dos homogeneizados foi determinado pelo método de Bradford (1976) utilizando
reagente especifico (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA). As leituras foram realizadas
em um leitor de microplacas Multi-Detection (Synergy HT, Bio-Tek Instruments Inc.) a 595
nm e para quantificagdo, foi utilizada uma curva padrao de albumina de soro cristalino bovino

(BSA) (0,125-1 mg / mL).

4.6.1 Atividade da SOD

A atividade da SOD foi avaliada de acordo com os métodos descritos por McCord e
Fridovich (1969), medindo a diminui¢do da taxa de redugdo do citocromo-C em um sistema
xantina ¢ xantina oxidase gerador de superoxido. Os resultados foram expressos como
unidades por miligrama de proteina (U/mg de proteina). A unidade de atividade de SOD fo1
definida como a quantidade de enzima necesséria para inibir a taxa de reagdo em 50% a 25

°C.

4.6.2 Atividade da GPx

A atividade da GPx foi determinada de acordo com o método descrito por Sies e
colaboradores (1979). A GPx catalisa a oxidagdo da glutationa por hidroperoxido de terc-
butila. Os resultados foram expressos como unidades por miligrama de proteina (U/mg de
proteina). Uma unidade da atividade da GPx foi designada como a quantidade de enzima

catalisando a oxidag@o de 1 umol de NADPH por minuto a 30 °C (pH 7).

4.6.3 Ensaio FRAP

A capacidade da amostra para resistir ao dano oxidativo foi determinada usando
ensaios FRAP (KATALINIC et al, 2005). Para o ensaio FRAP, 9 pL de sobrenadante foram
misturados com 27 uL de agua deionizada e 270 pL de reagente FRAP recentemente
preparado. A mistura reacional foi incubada a 37 °C durante 30 min e a absorbancia foi

medida a 595 nm. Os resultados foram equiparados a uma curva padrdo de sulfato ferroso
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(0,5-1,5 mM) para calcular a quantidade de Fe*" produzida durante a reducdo de Fe’". Os

resultados sdo expressos como Fe*” produzido por mg de proteina.
4.6.4 Teor de GSH

Para determinar o teor de GSH, o homogenato foi misturado com 25 uL de solucao de
EDTA (10 M) em é4cido tricloroacético a 5% e foi homogeneizado trés vezes durante 15
min. A mistura foi centrifugada (15 min x 1500 g x 4 °C). O sobrenadante (20 pL) foi
adicionado a 270 ulL de tampao de potassio 0,1 M (pH 7) e 10 uL de DTNB 0,01 M. Apoés 5
min, a absorbancia foi medida a 412 nm contra uma placa de reagente sem sobrenadante. Uma
curva padrao foi realizada com GSH padrao. Os resultados sdo expressos como GSH nM por
g de tecido (SEDLAK; LINDSAY, 1968).

4.7 Avaliagao da citotoxicidade frente a macroéfagos

A avaliagdo da citotoxicidade foi realizada por colaboradores do LaFI/ICBS/UFAL,
sob orientagdo da Profa. Dra. Magna Suzana Alexandre Moreira. Esta avaliacdo foi realizada
pelo método do MTT (brometo de 3-[4,5- dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolio)
(HUSSAIN; NOURI; OLIVER, 1993), com oito substancias: DIAZPdCID, DIAZPdOAcD,
DIAZPdCIPy, DIAZPdCIPPh;, DIAZPdOACcPPh;, diazepam, PdCl, e Pd(OAc),; que foram
analisadas em triplicata nas concentragdes de 1, 10 e 100 uM. Os efeitos citotdxicos das
substancias citadas foram avaliados em macrofagos J774.A1. Para a realizacdo deste teste as
células foram semeadas em placas de 96 pocos a 2 x 10° células por pogo em meio RPMI-
1640 a 37 °C. Apos 1 h, os pocos foram lavados com HBSS quente para remover células ndo
aderentes, deixando aproximadamente 1 x 10° macrofagos aderentes. Foram adicionados 100
uL de todas as substancias a serem testadas, diluidas em meio de cultura com 0,1% de
DMSO. As células também foram cultivadas com meio livre de compostos, contendo somente
o veiculo (controle de crescimento basal) ou o meio com 0,1% de DMSO (controle do
veiculo). O controle positivo (células mortas) foi obtido por lise celular com 1% de Triton X-
100 no meio de cultura. As placas foram mantidas em uma incubadora com 5% de CO, a 37
°C durante 48 horas; apos esse tempo, o sobrenadante foi removido ¢ as células foram
incubadas com MTT (100 mL/pogo; concentragdo de 5 mg/10 mL) durante 1 hora no escuro a
37 °C. Apos esse periodo, a solugdo de MTT foi removida e foram adicionados 100 pL de

DMSO a cada pogo para solubilizar os cristais de formazano que tivessem sido formados. A
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absorbancia foi medida usando um leitor ELISA a 550 nm. Os dados obtidos foram expressos
como a média + erro padrdo da média, as diferengas estatisticas entre os grupos tratados e o

grupo do veiculo foram avaliadas por testes ANOVA e Dunnett post-hoc.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese dos paladaciclos

Os paladaciclos sao complexos que apresentam em sua estrutura no minimo um anel
intramolecular envolvendo o paladio, pertencentes a classe dos metalaciclos, onde os
complexos mais estdveis apresentam anel de cinco membros. Esses complexos podem
apresentar coordenacdo intramolecular organometalica, ou seja, o palddio pode estar

diretamente ligado a um atomo de carbono (Figura 5.1) (OMAE, 2004).

Figura 5.1 — Paladaciclos organometalicos

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

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

A reagdo de ciclopaladagdo envolvendo a ativagdo da ligacdo C-H, que resultou na
formacdo dos complexos diméricos sintetizados, pode ser explicada por meio de dois
mecanismos reacionais (Esquema 5.1): um consiste na reacdo de substituicdo eletrofilica
aromatica e o outro refere-se a reacdo envolvendo a formacdo de ligagdo agostica. Na
primeira etapa, em ambos 0s mecanismos reacionais, ocorre a coordenacdo do nitrogénio
iminico (d&tomo coordenante) do diazepam ao palddio (centro metalico), o que aproxima o
metal do substituinte 5-fenila do diazepam, mais especificamente dos carbonos B ¢ 7v,
permitindo que as outras etapas ocorram. Posteriormente, no caso da reagdo de substituicdo
eletrofilica aromadtica ocorre a formacdo de um complexo m, que em seguida se rearranja em

um complexo o; finalizando, ocorre a formagao do paladaciclo devido a abstragdo de um dos
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protons em orto do substituinte 5-fenila do diazepam. Ja no outro mecanismo, apés a
coordenacdo do nitrogénio ao paladio, ocorre a formagdo de uma ligagdo agostica entre o
paladio e uma das ligacdes Cono-H do substituinte 5-fenila do diazepam, seguido da formagao
de um complexo agoéstico e, finalizando, do paladaciclo, que ocorre da mesma forma que no

mecanismo anterior (OMAE, 2004; ALBRECHT, 2008).

Esquema 5.1 — Mecanismos de ativagdo C—H

+E—CH
@\/\E PdX, @\A dX2
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Y
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R .
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Fonte: ALBRECHT, 2008.

Na literatura encontram-se relatos de metalaciclos derivados do diazepam com os
seguintes metais: Pd(IT) (CINELLU et al., 1991; BARROS et al., 2016), Pt(Il) (STOCCORO
et al., 1994) e Ru(Il) (PEREZ et al., 2002). Cinellu e colaboradores (1991) j4 relataram a
sintese dos complexos DIAZPdCID e DIAZPdCIPPh; descritos neste trabalho; contudo, nao
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realizaram nenhum ensaio biologico. Todos esses metalaciclos derivados do diazepam
formam anel intramolecular de 5 membros por meio de ligagdo envolvendo o atomo de N(4) e
um dos atomos de C orto do substituinte 5-fenila, da mesma maneira que os complexos
descritos neste trabalho; com excecdo de um complexo de Ru(Il), que apresenta anel
intramolecular de 3 membros, onde a ligagao envolve o atomo de N(4), mesmo atomo de
ligagdo dos outros complexos, ¢ o atomo de C(3) do anel diazepinico. O maior niimero de
complexos com anel intramolecular de cinco membros provavelmente ocorre por esses serem
os metalaciclos mais estaveis, como dito anteriormente.

Todos os complexos sintetizados s3o solidos a temperatura ambiente ¢ apresentam
coloragdo que varia do laranja ao amarelo. Quanto a solubilidade, todos sdo insoluveis em
agua e soluveis em dimetilsulfoxido (DMSO), dimetilformamida (DMF), diclorometano e

cloroformio, no entanto, estes dois tltimos nao solubilizam o DIAZPJCID.
5.2 Caracterizacao dos paladaciclos

A caracterizagdo de todos os complexos sintetizados foi realizada por RMN de 'H e
B¢, analise elementar e IV. Além disso, os paladaciclos diméricos tiveram sua confirmagao
obtida também por meio de espectrometria de massas; os complexos monoméricos
DIAZPdOACcPPh; ¢ DIAZPdCIPPh; tiveram sua formagao evidenciada também por RMN de

3'P ¢ 0 complexo DIAZPdOAcD foi caracterizado também por difracio de raios X.
5.2.1 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (RMN de 'H)

Os espectros de RMN de 'H dos paladaciclos diméricos, observados nas Figuras 5.2 e
5.3, mostram-se de dificil resolucdo devido a alta fluxionalidade que estes complexos
apresentam e a interconversao entre os isomeros cisoide e transoide (Esquema 5.2) em
solugdo, o que resulta em espectros com grande niimero de sinais superpostos e ou alargados.
No entanto, foi possivel atribuir os sinais referentes aos hidrogénios do grupo metila ligado ao
nitrogénio 1 e aos hidrogénios metilénicos do anel benzodiazepinico, € no caso do
DIAZPdOAcD, também foi possivel atribuir os sinais singletos referentes aos hidrogénios da
metila da ponte acetato (6 = 2,24 ppm); além disso, foi possivel observar os sinais tipicos
referentes aos hidrogénios aromdticos do fragmento fenil-benzodiazepinico com
deslocamentos quimicos entre 7,8 ¢ 6,4 ppm para o DIAZPdOAcD e entre 7,9 e 6,9 ppm para
o DIAZPACID.
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Esquema 5.2 — Representagdo esquematica dos dois possiveis isdmeros cisoide ¢ transoide dos
dimeros DIAZPdOAcD e DIAZPdCID

H3C\‘ /CHg H3C\ /CHa
o\O\ - (o}
/ / \ /\
Pd DIAZPdOAcD
U\Z/ @C
Cisoide Transoide

NN S NSO\ S
</\/\> </\/\>DIAZPdClD

Fonte: Adaptado de BARROS et al., 2016.

A integragdo entre os sinais dos hidrogénios metilénicos H3a dos isdmeros transoide e
cisoide foi empregada para a constatagdo da proporgao entre estes isdmeros. Verificou-se que
para o dimero DIAZPdOAcD existe uma razdo de aproximadamente 1:1 e para o dimero
DIAZPdCID ha uma relagdo de aproximadamente 14:1, entre os isomeros transoide:cisoide.
Notavelmente, para o complexo DIAZPACID, os isdmeros transoide e cisoide exibem um par
de sinais diastereotopicos atribuiveis aos hidrogénios metilénicos do anel benzodiazepinico,
bem como um sinal singleto relacionado aos hidrogénios da fragdo NCH3. Para o complexo
DIAZPdOAcD, padrdoes semelhantes foram observados para os grupos andlogos de
hidrogénios no isomero transoide; no entanto, para o isomero cisoide, foram observados dois
pares de sinais diastereotopicos para os hidrogénios metilénicos e dois singletos para os
hidrogénios da fragdo NCHj. Além disso, verificamos que os hidrogénios das pontes acetato
originaram um singleto para o isdmero transoide, enquanto que para o isomero cisoide, dois
singletos foram observados. Esta maior complexidade do isomero cisoide do complexo
DIAZPdOAcD esta relacionado a geometria deste dimero, comumente referida como um
arranjo de livro aberto, como serd observada posteriormente através do resultado da andlise
por difracdo de raios X do cristal deste dimero. Neste caso, o obstaculo estérico entre os dois
planos formados pela geometria quadrada plana das por¢des de paladio provoca uma torgao
das duas imagens espelhadas do complexo dimérico. Isso resulta numa diminui¢do da simetria
da molécula; dessa forma, a maioria dos hidrogénios equivalentes das duas partes se tornam

magneticamente diferentes.
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A complexidade dos dados de RMN de 'H dos dimeros foi drasticamente reduzida
pela formagao dos mondmeros através da adigdo de piridina deuterada nos tubos de RMN em
que estavam contidos os dimeros em cloroformio deuterado. Dessa forma, através dos
espectros de RMN de 'H dos mondmeros gerados em solugdo, derivados do DIAZPdOAcD e
do DIAZPACID (Apéndices A e B, respectivamente), foi possivel observar todos os sinais dos
hidrogénios do diazepam com exce¢do de um proton, o que indica a ocorréncia da ligagao
organometalica entre o palddio e o diazepam, além do sinal do hidrogénio da metila do grupo
acetato (6 = 2,28 ppm), no caso do mondmero derivado do DIAZPdOAcD; deduzindo-se,

assim, a formagao dos paladaciclos diméricos. Ver Tabela 5.1.

Tabela 5.1 — Dados de RMN de 'H dos dimeros com piridina deuterada®

Composto H3 H6 | H8 | H9 H14 H15e | H17 | H18 | H20
HI16

DIAZPdOAcD | 381 (d)e |7,63|761|735| 628 | 7,00 | 711339228
489() | ) | @ | (D | (@) m | @D |6 |6
DIAZPJCID 379 (d)e |7,62|759|733 | 628 | 7,06 | 706|338 -
584 (brsig) | (s) | (d) | (d) | (brsig) | (m) | (m) | (5)

*Em CDCl;, temperatura ambiente, deslocamentos quimicos em ppm, multiplicidade fornecida entre parénteses.
Fonte: Autora, 2017.

Com relagdo aos mondmeros sintetizados, nos espectros de RMN de 'H é possivel
observar, além dos sinais referentes aos hidrogénios do diazepam desprotonado, o acréscimo
de sinais tipicos de hidrogénios aromaticos indicativos da piridina ou trifenilfosfina,
dependendo do complexo. No caso do mondmero DIAZPACIPy (Figura 5.4), ¢ possivel
observar o acréscimo de trés sinais: dupleto com 6 = 8,93 ppm correspondente aos
hidrogénios em orto da piridina, tripleto com 6 = 7,90 ppm referente ao hidrogénio em para, e
tripleto 6 = 7,49 ppm relacionados aos hidrogénios em meta, na propor¢dao de 2:1:2. Os
espectros de RMN de 'H dos paladaciclos monoméricos DIAZPdOAcPPh; (Figura 5.5) e
DIAZPdCIPPh; (Figura 5.6) apresentam o aparecimento de sinais com deslocamentos
quimicos entre 7,9 e 7,3 ppm que sdo referentes aos hidrogénios da trifenilfosfina; e, no caso
do DIAZPdOACcPPh;, também observa-se o sinal singleto relativo aos hidrogénios da metila
do grupo acetato (6 = 1,44 ppm). Além disso, nos complexos com trifenilfosfina, ¢ possivel
observar o acoplamento dos hidrogénios metilénicos diastereotopicos do diazepam com o
fosforo e o acoplamento do hidrogénio orfo a ligagdo C-Pd também com o fosforo. Todos

esses sinais em conjunto, confirmam a formagao destes mondmeros.
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5.2.2 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de *C (RMN de °C)

Através da analise por RMN de C de todos os complexos (Figuras 5.7 — 5.11) ¢
possivel identificar os sinais tipicos de carbonila (& entre 170 e 167 ppm) do diazepam e,
naqueles que apresentam o grupo acetato (Figuras 5.7 ¢ 5.10), € possivel observar o sinal do
carbono da metila (8 entre 25 e 23 ppm) e do carbono quaternario (& entre 182 ¢ 179 ppm)
desse grupo. Além disso, comparando-se os espectros de RMN de *C dos complexos com o
do ligante livre (Apéndice C), verifica-se o deslocamento dos sinais do C=N e de um dos
atomos de carbono orto do substituinte 5-fenila para valores de frequéncia bem mais elevados
(0 de = 169 ppm para valores entre 181 e 177 ppm, e de = 130 ppm para valores entre 160 e
153 ppm, respectivamente), indicando a ciclopaladacdo.

Existem particularidades referentes aos mondmeros que cabem ser destacadas. Quanto
ao DIAZPACIPy (Figura 5.9), através do seu espectro de RMN de "°C ¢ possivel observar
além dos sinais referentes ao diazepam, o acréscimo de sinais que sdo referentes a piridina: o
sinal referente ao carbono quaterndrio que se encontra em para ao nitrogénio (6 = 132,62
ppm) e os sinais dos carbonos terciarios que se encontram em orto (6 = 153,19 ppm) e em
meta (6 = 125,62 ppm) ao nitrogénio, estes ultimos apresentam-se superpostos pois esses
carbonos encontram-se em ambientes magnéticos equivalentes. Ja os espectros dos complexos
DIAZPdOACcPPh; (Figura 5.10) e DIAZPACIPPh; (Figura 5.11), mostram sinais referentes a
trifenilfosfina, de forma mais especifica ¢ possivel observar: dois sinais muito intensos
referentes aos carbonos terciarios em orto (0 = 135 ppm) e em meta (6 = 128 ppm), ambos
como dupletos devido ao acoplamento com o atomo de fosforo; um sinal dupleto referente aos
carbonos quaternarios (6 =~ 139 ppm) que estdo acoplados ao atomo de fosforo; e um sinal
dupleto de intensidade elevada referente aos carbonos terciarios que se encontram em para (o

~ 131 ppm), que estdo fracamente acoplados ao atomo de fosforo.
5.2.3 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de *'P (RMN de *'P)

Através da analise por RMN de *'P dos complexos DIAZPdOAcPPh; (Figura 5.12) e
DIAZPdCIPPh; (Figura 5.13) foi possivel identificar, em ambos os espectros, sinais de
fosforo que evidenciam a presenga do ligante trifenilfosfina. No caso do espectro do
DIAZPdOACcPPh; foi possivel identificar dois sinais: um majoritario, referente ao complexo
que apresenta uma relacdo frans entre as ligagdes N-Pd e Pd-P; e um minoritario, referente ao

complexo que apresenta uma relagdo /s entre essas ligagdes.
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Figura 5.11 — Espectro de RMN de BC do DIAZPACIPPh; em CDCl;
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Figura 5.12 — Espectro de RMN de *'P do DIAZPdOAcPPh; em CDCl;
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Figura 5.13 — Espectro de RMN de *'P do DIAZPJCIPPh; em CDCl;
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5.2.4 Espectroscopia no Infravermelho Médio (IV)

Os espectros de infravermelho dos dimeros (Apéndices D e E) e mondmeros
(Apéndices F, G e H) foram comparados com o do ligante livre (Apéndice 1), observando-se
assim todas as principais bandas caracteristicas do diazepam como, por exemplo, a banda em
~1700 cm™ referente & carbonila e 4 imina do anel diazepinico. Além disso, nos espectros dos
complexos DIAZPdOAcD e DIAZPdOACcPPh;, foi possivel observar as bandas caracteristicas
do grupo acetato. Esses resultados juntamente com a mudanga observada na coloracdao dos
dimeros e mondmeros quando comparados ao ligante livre ddo indicios da formagdo dos

complexos.

5.2.5 Difragdo de Raios X

O monomero DIAZPdCIPy teve sua estrutura quimica elucidada por difragdo de raios
X em estudo que foi publicado previamente pelo grupo (BARROS et al., 2016), onde foi
possivel observar a formagdo do paladaciclo e relacao trans entre a ligacao Pd-N(4) e Pd-

N(17), como indicado na Figura 5.14.

Figura 5.14 — Projecéo Ortep do DIAZPdCIPy

Fonte: BARROS et al., 2016.

A estrutura molecular do dimero DIAZPdOAcD também foi determinada por difracao
de raios X, ver Figura 5.15. Os cristais deste complexo foram obtidos pela cristalizagdo lenta
do dimero em uma solugdo etanol/agua. Através da projecdo ORTEP, ¢ possivel observar que
0s grupos acetato apresentam-se como ponte entre os dois paladios(II) presentes na molécula,

além disto observa-se o arranjo de livro aberto do dimero e que o mesmo foi cristalizado na
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conformacao cisoide. Cada atomo de paladio apresenta geometria quadrada plana distorcida e,
além de se ligar ao grupo acetato através do atomo de oxigénio, esta ligado a um diazepam
desprotonado através do a&tomo de nitrogénio iminico, N(4), do anel diazepinico e de um dos

atomos de carbono orto do substituinte 5-fenila, C(13); formando o paladaciclo.

Figura 5.15 — Projecdo Ortep do DIAZPdOAcD

Fonte: Autora, 2017.

5.2.6 Analise Elementar ¢ Espectrometria de Massas

Os resultados obtidos através da analise elementar dos complexos sintetizados
mostraram-se satisfatorios; com excecdo, do resultado para o mondmero DIAZPdCIPy que
ndo foi condizente com sua formula molecular, o que pode ser explicado devido a presenca de
dgua e a decomposicdo deste complexo. Cabe salientar que o referido monomero foi bem
caracterizado por infravermelho ¢ RMN; além disso, ele teve sua estrutura quimica elucidada
por difracdo de raios X (BARROS et al., 2016).

Através da analise dos dimeros DIAZPdCID e DIAZPdOAcD por espectrometria de
massas foi possivel observar a razdo massa/carga do ion molecular, ou seja, do ion resultante

da ruptura da ponte cloro e acetato, respectivamente.
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5.3 Avaliagao da atividade anticonvulsivante

A avaliagdo da atividade anticonvulsivante dos paladaciclos diméricos derivados do
diazepam (DIAZPdOAcD e DIAZPACID) foi realizada anteriormente através de um teste
farmacolégico utilizando o PTZ como indutor das convulsdes em camundongos e mostrou
resultados significativos (BARROS et al., 2016). Com o intuito de realizar uma comparagao
da atividade anticonvulsivante dos cinco complexos sintetizados no presente estudo e do
diazepam, realizou-se o mesmo teste utilizado anteriormente; para isto administrou-se a dose
de 21 umol/kg (dose de diazepam utilizada como padrdo para este teste) dos compostos a
serem testados e, ap6s 60 minutos, administrou-se PTZ (60 mg/kg).

A escolha desse teste foi realizada por este ser um dos testes de triagem de farmacos
anticonvulsivantes mais utilizado no mundo (QUINTANS-JUNIOR et al., 2008). O diazepam
foi escolhido como farmaco padrao nesse teste pelo fato dos paladaciclos serem derivados
desse farmaco e, principalmente, por bloquear as convulsdes atuando em canais para os ions
cloreto associados a0 GABA,, facilitando assim a transmissdo GABAérgica (LAMBERTY;
GOWER; KLITGAARD, 2002).

O PTZ ¢ um potente agente convulsivante, que atua induzindo convulsdes por inibir
canais para ions cloreto associados a receptores GABA, se ligando a um sitio especifico
nesse canal ionico (LOSCHER; SCHMIDT, 2002; 2006). Além disso, o PTZ pode ainda
induzir convulsdes por um efeito excitatorio direto sobre as membranas neuronais
(FAINGOLD, 1987).

De acordo com os resultados obtidos dos complexos sintetizados e do diazepam
(Figura 5.16), somente o dimero com ponte acetato foi capaz de aumentar significativamente
(p < 0,05) o tempo de laténcia para o aparecimento de convulsdes quando os complexos
foram comparados ao grupo controle; no entanto, o diazepam mostrou-se mais eficaz que
todos os complexos, pois foi o Unico que inibiu completamente o aparecimento das
convulsdes durante todo o tempo avaliado e quando comparado ao grupo controle apresentou
p < 0,001. Como tentativa de aumentar a atividade do DIAZPdOAcD, pode-se realizar
modificacdes em sua estrutura; além disso, ¢ possivel obter novos mondmeros a partir deste
dimero adicionando-se outros ligantes que também apresentem atividade anticonvulsivante

com o intuito de obter um sinergismo deste efeito.
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Figura 5.16 - Efeito do tratamento agudo com DIAZPdOAcD, DIAZPACID, DIAZPdOAcPPh;,
DIAZPdCIPPh;, DIAZPdCIPy ou diazepam na dose de 21 pmol/kg, no teste das convulsdes induzidas
pelo PTZ em camundongos®
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? Os resultados estdo espressos como média + erro padrio da média de 6 camundongos por grupo, * p<0,05 e
*** p<0,001: valores comparados ao grupo controle.
Fonte: Autora, 2017.

Estudos realizados previamente pelo grupo utilizando um teste no qual se administra
flumazenil (antagonista competitivo especifico dos receptores GABA-BDZ) antes dos pré-
tratamentos com os dimeros em modelos de convulsao induzidos pelo PTZ, mostraram que os
efeitos anticonvulsivantes dos dimeros foram antagonizados pelo pré-tratamento com o
antagonista, sugerindo um possivel efeito desses complexos no mesmo sitio de ligacdo nos

receptores GABAA-BDZ (BARROS et al., 2016).

5.4 Avaliacao bioquimica de biomarcadores de estresse oxidativo

O estresse oxidativo, que ¢ resultante da libertagdo excessiva de radicais livres,
provavelmente estd envolvido na iniciagdo e progressdo da epilepsia; por isto, terapias
antioxidantes destinadas a reduzir o estresse oxidativo estdo recebendo aten¢do consideravel
no tratamento da epilepsia (SHIN et al., 2011).

Uma caracteristica do estresse oxidativo ¢ o desequilibrio que ocorre no organismo
humano entre as substancias oxidantes e antioxidantes, assim, os niveis de antioxidantes
enddgenos provavelmente serdo perturbados pela geragdo e eliminacdo de espécies reativas de
oxigénio induzidas pela convulsio (MAZHAR; MALHI; SIMJEE, 2017). Por isto, foram
avaliados os niveis de GSH (antioxidante ndo-enzimatico), a atividade de SOD e GPx

(antioxidantes enzimaticos) e a capacidade antioxidante total (ensaio de FRAP). Os
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complexos foram avaliados quanto ao efeito sobre estes biomarcadores de estresse oxidativo
na mesma dose utilizada para o teste anticonvulsivante, ou seja, 21 umol/kg (i.p.).

Os resultados da avaliacdao dos niveis de GSH (Figura 5.17) mostraram que todos os
complexos aumentaram os niveis deste antioxidante; no entanto, somente 0 DIAZPdOAcD
promoveu um aumento de forma significativa (p < 0,05) destes niveis. Estudo realizado por
Mazhar, Malhi e Simjee (2017), utilizando o modelo de abrasamento com PTZ, que foi
administrado em dias alternados por 34 dias, mostrou que o diazepam aumentou os niveis de

GSH quando comparado ao controle no qual se administrou apenas PTZ.

Figura 5.17 - Efeito do tratamento com DIAZPdOAcD, DIAZPACID, DIAZPdOAcPPhs;,
DIAZPdCIPPh; ou DIAZPACIPy, sobre a atividade da GSH em camundongos®
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? Os resultados estdo espressos como média + erro padrdo da média de 6 camundongos por grupo, * p < 0,05:
valores comparados entre grupos. Teste ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Tukey.
Fonte: Autora, 2017.

Segundo Mazhar, Malhi e Simjee (2017), o aumento dos niveis de GSH indica que
houve uma diminui¢do na geragdo de ERO; um possivel mecanismo para este aumento de
GSH esta relacionado ao aumento da absor¢do celular de cisteina, componente integral da
GSH e fator limitante em sua biossintese.

Quanto aos resultados da avaliagdo da atividade das enzimas GPx e SOD (Figura
5.18), o DIAZPdOAcD aumentou a atividade destas enzimas e os outros complexos
promoveram uma diminui¢do na atividade das mesmas ao ser feita a comparagdo com o

controle; no entanto, as diferencas ndo foram significativas. Estudo realizado por Mazhar,
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Malhi e Simjee (2017), utilizando o modelo de abrasamento com PTZ, mostrou que o
diazepam aumentou a atividade da enzima SOD quando comparado ao controle com PTZ,

este aumento pode ser atribuido a propriedade de eliminagdo de radical.

Figura 5.18 - Efeito do tratamento com DIAZPdOAcD, DIAZPdCID, DIAZPdOAcPPhs;,
DIAZPdCIPPh; ou DIAZPACIPy, sobre a atividade das enzimas SOD e GPx em camundongos®
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* Os resultados estdo espressos como média + erro padrio da média de 6 camundongos por grupo e por
experimento, ** p < 0,01, *** p < (,001: valores comparados entre grupos. Teste ANOVA de uma via seguido
do teste post hoc de Tukey.

Fonte: Autora, 2017.

A capacidade antioxidante total dos complexos foi avaliada através do ensaio FRAP,
que ¢ capaz de medir o poder de redugdo do fon ferro baseando-se na produgio de Fe*" a partir
da reducio de Fe’" (KATALINIC et al., 2005). Os resultados deste ensaio (Figura 5.19)
mostraram que somente o tratamento com o dimero DIAZPdOAcD aumentou a capacidade
antioxidante total quando comparado ao controle, no entando, esta diferenca ndo foi
significativa. Este teste, diferentemente dos outros que foram citados anteriormente, ndo esta
relacionado com um antioxidante especifico, indica apenas se a amostra apresenta potencial
antioxidante. De acordo com Katalinic e colaboradores (2005), ele reflete com pecisdo os
niveis plasmaticos de acido ascorbico, acido urico e a-tocoferol, pequena moléculas que

fazem parte do sistema de defesa antioxidante de organismos vivos.
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Figura 5.19 - Efeito do tratamento com DIAZPdOAcD, DIAZPACID, DIAZPdOAcPPhs;,
DIAZPdCIPPh; ou DIAZPdCIPy, sobre a capacidade antioxidante total (ensaio FRAP) em
camundongos®
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# Os resultados estdo espressos como média + erro padrdo da média de 6 camundongos por grupo. * p < 0,05,
*%% p <0,001: valores comparados entre grupos. Teste ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Tukey.
Fonte: Autora, 2017.

Com base nos resultados, o dimero DIAZPdOAcD apresentou um potencial efeito
neuroprotetor, pois este complexo promoveu o aumento dos niveis de GSH de forma
significante; além disso, também aumentou a capacidade antioxidante total e a atividade das
enzimas SOD e GPx. Tal efeito ¢ desejavel para substancias que possam ser utilizadas no

tratamento da epilepsia devido a relagd@o entre estresse oxidativo e convulsdo.

5.5 Avaliacao da citotoxicidade em macréfagos

A avaliagdo da citotoxicidade pelo método do MTT (Tabela 5.2), frente a macrofagos
da linhagem J774.A1, foi realizada com os seguintes compostos: DIAZPdOAcD,
DIAZPdCID, DIAZPdCIPy, DIAZPdCIPPh;, DIAZPdOAcPPh;, diazepam, PdCl, e
Pd(OAc),. Este método quantifica por espectrofotometria os cristais de formazan, de cor azul
e insoluveis em 4agua, produzidos devido a redugcdo metabolica do MTT pela enzima
mitocondrial succinato desidrogenase associada a NADPH e NADH; dessa forma, este

método ¢ capaz de medir a atividade metabolica das células (MOSMANN, 1983).
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Tabela 5.2 — Determinagdo da citotoxicidade das amostras em macrofagos pelo Método do MTT*

Citotoxicidade
Tratamento Clso (uM) b Mixima (%)°
Diazepam > 100 ND¢
PdCl, > 100 ND
Pd(OAc), > 100 ND
DIAZPdOAcD 28+ 0,6 100 £ Q***
DIAZPdCID 54£0 100 £ 0%
DIAZPdOACcPPh; 48+0 100 £ O***
DIAZPdCIPPh; 55+£0 100 £ Q***
DIAZPdCIPy 36,3+2,5 100 £ Q***

? Os resultados sio expressos como média = erro padrdo da média, *** p <0,001: valores comparados ao grupo
0,1% DMSO. ° Concentracdo Inibitoria 50 (CIs) calculada pelas curvas toxicas concentragdo-resposta. ©
Citotoxicidade Maxima para a célula até a concentragio de 100 uM comparada ao grupo DMSO. ¢ ND: Nio
determinada.

Fonte: Autora, 2017.

Os resultados mostram que o ligante livre e os sais utilizados como fontes de paladio
ndo foram deletérios para os macrofagos; no entanto, os complexos mostraram-se toxicos para
estas células. Este resultado ¢ um ponto negativo para os complexos sintetizados; entretanto,
ndo deve ser levado em consideragdo sozinho, cabe destacar que o DIAZPdOAcD, mostrou
resultados significativos de atividade anticonvulsivante e antioxidante, desempenhando um
papel neuroprotetor. Dessa forma, pode-se afirmar que modificagdes no DIAZPdOAcD, com
o intuito de obter complexos com maior atividade e menor toxicidade que diazepam sdo

interessantes na area de pesquisa por novas propostas para o tratamento da epilepsia.
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5 CONCLUSOES

Foram sintetizados cinco complexos de paladio(Il) derivados do diazepam:
DIAZPdCID, DIAZPdCIPPh;, DIAZPdCIPy, DIAZPdOAcD e DIAZPdOAcPPh;. A sintese
de tais complexos mostrou-se rapida e eficaz, visto que através das técnicas de caracterizagao
utilizadas neste trabalho foi possivel confirmar a formagao dos mesmos. Através de estudos
cristalograficos por difragdo de raios X foi possivel obter a estrutura quimica do
DIAZPdOAcD, onde se observou a geometria quadrada plana distorcida do paladio(Il), a
ocorréncia da ciclopaladagdo e a forma de livro aberto deste dimero.

Por meio dos testes realizados para avaliagdo da atividade anticonvulsivante dos
complexos sintetizados foi possivel observar que o dimero DIAZPdOAcD promoveu um
aumento no tempo de laténcia para o aparecimento das convulsdes de forma significativa.
Além disso, foi possivel notar que apenas o DIAZPdOAcD mostrou atividade antioxidante
significativa. O resultado da avaliagdo da citotoxicidade em macrofagos mostrou que todos os
complexos foram toxicos para estas células, o que ndo foi observado para o diazepam. No
entanto, um destaque deve ser dado ao dimero DIAZPdOAcD, visto que, mesmo
apresentando-se toxico neste experimento realizado, ele apresentou um efeito protetor contra
o aparecimento de convulsdes e um potencial efeito neuroprotetor, que sdo pontos positivos

para a descoberta de novos farmacos para o tratamento da epilepsia.
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