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Introducéo

Os transtornos de ansiedade representam um dos grupos mais prevalentes de doencas
mentais no mundo, afetando significativamente a qualidade de vida dos individuos e gerando
grande impacto socioecondémico. Os farmacos ansioliticos atualmente disponiveis, como as
benzodiazepinas e os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS), sdo eficazes em
muitos casos, mas apresentam limitacGes importantes, incluindo efeitos colaterais indesejaveis,
risco de dependéncia, desenvolvimento de tolerancia e inicio de acéo tardio (JAYALAKSHMI
et al. 2023).

Nesse contexto, a busca por novos compostos com atividade ansiolitica, mais seguros e
eficazes, tem se tornado uma prioridade na pesquisa farmacoldgica. A investigacdo de
complexos metélicos, por exemplo, tem ganhado destaque devido a sua versatilidade estrutural
e potencial de interacdo com biomoléculas, o que pode resultar em mecanismos de acdo
inovadores. Compostos com atividade em receptores GABAErgicos, serotoninérgicos ou em
vias de sinalizacéo alternativas representam oportunidades promissoras para o desenvolvimento
de novos tratamentos para a ansiedade (SIES et al. 2022).

Além disso, 0 uso de modelos experimentais alternativos, como o zebrafish (Danio
rerio) (ZFa), tem se consolidado como uma ferramenta eficiente para a triagem comportamental
de novos candidatos a farmacos. Este modelo oferece vantagens como baixo custo, fécil
manipulacdo, resposta neurocomportamental bem caracterizada e elevada homologia genética
com mamiferos, possibilitando a avaliagdo rapida e ética de potenciais efeitos ansioliticos (LI
et al. 2024). Portanto, a identificacdo e caracterizacdo de novos compostos com propriedades
ansioliticas sdo fundamentais ndo apenas para expandir o arsenal terapéutico disponivel, mas
também para oferecer alternativas mais seguras, especificas e eficazes no manejo dos
transtornos de ansiedade.

O estudo de complexos metélicos, principalmente com metais de transicdo e ndo
toxicos, apresentam uma grande variedade de comportamentos quimicos. Possuem agentes
redutores fortes e podem formar complexos com uma variancia elevada (COSTA, 2020). Estes
complexos interagem com organismos vivos, influenciando fungdes como a atividade
enzimatica (NASCIMENTO, 2019).

O ferro é um elemento essencial a vida, atuando como cofator em uma ampla variedade
de processos biolégicos fundamentais. Em especial, o ion ferro na forma reduzida (Fe?")
desempenha um papel critico em sistemas bioldgicos devido a sua capacidade de participar de
reacOes de oxirreducdo, essencial para o metabolismo celular. Em aplicacdes farmacologicas e
biomédicas, o ferro (1) tem sido estudado em complexos metéalicos com potencial atividade
bioldgica, incluindo propriedades antimicrobianas, antitumorais e ansioliticas. A coordenacao
do Fe* com ligantes especificos pode modular sua reatividade, biodisponibilidade e
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seletividade, tornando-o um centro metalico promissor no desenvolvimento de novos farmacos
(AMARAL, 2023).

O acido tartarico (ATR) € um composto organico presente em frutas como uva e
tamarindo. E um solido cristalino, solavel em agua e sem odor, com formula CsHsOs. Possui
dois carbonos assimétricos e quatro estereoisdmeros. Pode ser obtido pela reagédo entre anidrido
maleico e peroxido de hidrogénio (LEIROSE et al., 2020). E altamente sol(vel em &gua e
alcool, inodoro, de sabor acido e estavel no ar (NASCIMENTO, 2019). Atua como antioxidante
e tem boa capacidade de formar complexos com metais devido aos pares de elétrons livres em
seus grupos carbonilicos, funcionando como base de Lewis (AQUINO, 2022). A Figura 01
apresenta a estrutura do &cido tartérico. O tartarato de sodio e potassio conhecido como sal de
seignette ou sal de rochelle é um sal duplo de acido tartarico formado pela combinacéo de ions
de sédio e potassio com acido tartarico (SARAY, 2022). Isso ocorre devido a disponibilidade
de pares de elétrons livres, 0 que converte o0 sal em acido tartarico.

Figura 01: Estrutura do acido tartarico e do tartarato de sodio e potassio.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

A combinacdo do ion ferro (II) com o &cido tartarico na formacdo do complexo
[Fe(ATR)2(H20)4](SO4)2 representa uma abordagem promissora no desenvolvimento de novos
compostos com potencial ansiolitico. O Fe?* participa de processos neuromodulatorios,
enquanto o &cido tartarico atua como ligante biocompativel, conferindo estabilidade e
propriedades favoraveis ao complexo. A estrutura formada pode modular vias neuroquimicas
associadas a ansiedade, com potencial terapéutico e menor risco de efeitos adversos. Este
trabalho teve como objetivo sintetizar e caracterizar o complexo [Fe(ATR)2(H20)4](SOa)2, por
espectroscopias UV-Vis, IV e fluorescéncia e avaliar seu efeito ansiolitico-simile e sua
seguranca, bem como dos precursores, utilizando o modelo animal ZFa.

Material e Métodos
Sintese do complexo [Fe(ATR)2(H20)4](S04)2

A sintese do complexo foi realizada conforme procedimento de Nascimento (2019) com
modificagcbes. Em uma proporc¢éo molar 1:2 (ion metélico:ligante), utilizando 0,6 g de sulfato
de ferro (1) heptahidratado e 1,2 g de tartarato de sodio e potassio dissolvidos em 20 ml de
agua. Ap6s mistura e agitacdo das solugdes por 20 min, adicionaram-se trés gotas de trietilamina
e a reacdo ocorreu por 2 h. A precipitacdo do composto foi forcada com etanol gelado, seguida
de 48 h sob refrigeracdo. O produto final foi filtrado e armazenado em dessecador sob vécuo.

Espectroscopia Eletrénica na Regido do Ultravioleta e Visivel (UV-Vis)
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O espectro eletronico na regido do UV-Vis do complexo foi obtido utilizando-se um
espectrofotdmetro SHIMADZU UV-1800 e uma cubeta de quartzo. As soluces dos compostos
foram obtidas em concentragdes de 1x10-2 mol/L.

Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho (1V)

Os espectros de infravermelho foram obtidos entre 4000 e 400cm™, em
espectrofotdbmetro Nicolet iS5, com amostras em pastilhas de KBr, usando 32 varreduras e
resolucdo de 4 cm™, para leitura do percentual de transmitancia.

Espectroscopia de Fluorescéncia

A fluorescéncia do complexo foi analisada em espectrofluorimetro Shimadzu RF-6000,
utilizando solugdo metandlica a 4 mg/mL. Uma aliquota de 2 mL foi colocada em cubeta de
quartzo (1 cm) e os espectros foram registrados entre 380—600 nm, com excitacdo em 360, 370,
380, 390, 400 ¢ 410 nm.

Avaliagdo da Seguranca Nao Clinica do Complexo Metalico [Fe(ATR)2(H20)4](SO4)2 em
zebrafish adulto

O complexo [Fe(ATR)2(H20)4](SO4)2 e seus precursores (sulfato de ferro (1) e o
tartarato de sodio e potéssio) foram preparadas em DMSO 3% (0,01; 0,1; 1,0 mg/mL). Foram
utilizados zebrafish adultos (Danio rerio), aclimatados por 24 h. Os animais foram tratados via
oral (20 puL) com as amostras, veiculo (DMSO 3%), diazepam (10 mg/mL) ou ndo tratados
(Naive). A toxicidade aguda (96 h) foi avaliada pela mortalidade e calculo da CLso. A atividade
locomotora foi analisada pelo nimero de cruzamentos em campo aberto (5 min). O efeito
ansiolitico-simile foi avaliado no teste Claro & Escuro, medindo-se o tempo de permanéncia na
zona clara (5 min). Os dados foram expressos como média £ EPM (n=6), analisados por
ANOVA seguida de Tukey (p<0,05), usando GraphPad Prism v.8.4.3. O estudo foi aprovado
pelo CEUA-UECE (04009489/2023). Os testes com zebrafish foram realizados baseando-se
em metodologias propostas por Magalhées et al. (2017).

Resultados e Discussao
Sintese do complexo [Fe(ATR)2(H20)4](SO4)2

Durante a sintese do complexo, a solu¢do apresentou trés mudancas de coloracéo:
iniciou em amarelo claro, passou para verde musgo com a adicdo de trietilamina e finalizou em
ambar translicido (Figura 02: Figuras 1-3). Essas alteracBes indicam a ocorréncia da
coordenacao entre o ion metalico e o ligante.

Figura 02: Sintese do complexo [Fe(ATR)2(H20)4](SO4)2 mostrando as trés etapas da reacao.

£

Fonte: Elaborado elos autores.

Espectroscopia Eletrénica na Regido do Ultravioleta e Visivel (UV-Vis)
A Figura 03 apresenta os espectros eletronicos na regido do UV-Vis para 0s precursores
FeS04.7H20 e tartarato de sodio e potassio, ambos em &gua.
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Figura 03: Espectros eletronicos na regido do UV-VIS do FeSO4.7H20 e do tartarato de sodio
e potassio.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

A espectroscopia UV-Vis mostrou que o ligante tartarato de sodio e potassio, convertido
em &cido tartarico em solucéo, apresentou uma banda em 206 nm, atribuida a transicdo n—n*
(Figura 03) (ARAUJO, 2016). O sulfato de ferro (I1) exibiu bandas em 238 e 312 nm,
relacionadas as transi¢@es d-d do sal metalico.

A Figura 04 apresenta 0 espectro eletrénico na regido do UV-Vis do complexo
[Fe(ATR)2(H20)4](SO4)2 em agua.

Figura 04: Espectro eletronico na regido do UV-Vis do [Fe(ATR)2(H20)4](SO4)2 em agua.
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Fonte: Elaborados pelos autores.

O espectro UV-Vis do complexo [Fe(ATR)2(H20)4](SO4)2 apresentou bandas em 207,
306 e 352 nm (Figura 04). A banda em 207 nm ¢é atribuida a transi¢es intraligantes, e as demais
a transferéncia de carga metal-ligante (Fe — ATR) (NASCIMENTO, 2019). Os dados estdo
resumidos na Tabela O1.
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Tabela 01: Dados espectroscopicos de UV-vis dos compostos.

COMPOSTO BANDAS (nm)
Acido tartarico 206
FeS0..7H,0 238, 312
[Fe(ATR)2(H20)4](SOx)2 207, 306, 352

Fonte: Elaborado pelos autores.

Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho (1V)

O espectro 1V do tartarato de sodio e potassio (Figura 05) apresentou os principais
modos vibracionais: C=0 assimétrico em 1610 cm™, bandas intensas de OH em 3271, 2981 e
2935 cm™!, e C-O em 1247 cm'. As bandas em 3470 e 3405 cm™! indicam o &nion carboxilato,
com banda larga caracteristica (SHYJU; ANANDHI; GOPALAKRISHNAN, 2012).
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Figura 05: Espectro vibracional na regido do infravermelho para tartarato de sddio e potassio
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Fonte: Elaborado pelos autores.

A Figura 06 apresenta o espectro vibracional do complexo [Fe(ATR)2(H20)4](SO4)2. No
espectro de IV observou-se um deslocamento da banda referente ao grupamento carbonila de
1610 cm™! (ligante livre) para 1635 cm™, indicando possivel coordenacéo do ligante ao ion
metélico pelo oxigénio carbonilico do tartarato (MATHIVANAN et al., 2014). A banda em
3446 cm™ foi atribuida ao grupamento —OH da agua de coordenagdo (LACHTER, 2009). O
estiramento assimétrico do grupo carboxilato coordenado ao metal apareceu em 1635 cm™,
enquanto o estiramento simétrico foi identificado em 1399 cm™'; tais bandas ndo foram
observadas no ligante livre, reforcando a coordenacdo pelo oxigénio carbonilico.

A andlise da diferenca entre os modos vibracionais do carboxilato [Av = vass(COQO")
vs(COO)] permitiu identificar o tipo de coordenagdo. Como o valor obtido foi Av =236 cm™,
maior que 200 cm™, conclui-se que o grupo carboxilato coordenou-se de forma monodentada
(LACHTER, 2009). Além disso, a banda em 462 cm™' foi atribuida ao estiramento metal
oxigénio (MATHIVANAN et al., 2014; NASCIMENTO, 2019).
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Figura 06: Espectro vibracional na regido do infravermelho para o complexo
[Fe(ATR)2(H20)4](SO4)2.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

Resultados observados no espectro de IV sugerem que a coordenacdo do ligante ao ion
metalico foi feita de forma monodentada e pelo oxigénio carbonilico. Na Figura 07 encontra-
se a representacdo estrutural do complexo [Fe(ATR)2(H20)4](SOa)2.

Figura 07: Estrutura proposta para o complexo [Fe(ATR)2(H20)4](SOa4)2.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

Espectroscopia de Fluorescéncia do complexo [Fe(ATR)2(H20)4](SOa)2

Foi obtida a espectroscopia de fluorescéncia para o metanol (Figura 08), que foi
utilizado como comparativo, e entdo o espectro para o complexo [Fe(ATR)2(H20)4](SO4) em
solucdo metanolica. Na analise dos espectros do complexo, observa-se o surgimento de bandas
ndo encontradas no espectro do metanol.

As bandas em 360 nm e 380 nm, aparecem no espectro do complexo e sdo caracteristicas
do metanol, porém, as bandas em 370 nm, 390 nm, 400 nm e 410 nm, ndo aparecem no espectro
do etanol, portanto podem ser atribuidas ao complexo.
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Figura 08: Espectro de Fluorescéncia do solvente metanol (@) e do complexo
[Fe(ATR)2(H20)4](SO4)2 na concentracédo de 4 mg.mL™* (b).
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Fonte: Elaborado pelos autores.

Além disso, verificou-se que, independentemente do comprimento de onda incidente, o
complexo apresentou emissdo sempre na mesma faixa, variando apenas a intensidade da
fluorescéncia. Esse comportamento demonstra que a emissdo de fluorescéncia é invariavel
quanto a energia de excitagdo, caracteristica relevante para aplicacdes em sensoriamento, uma
vez que possibilita a deteccdo de diferentes substancias.

Avaliacdo da seguranca nao clinica
Toxicidade 96 h

Para todas as concentragcdes dos compostos testados, sugere-se que a CLso pode ser
superior a 1,0 mg/mL (Tabela 02).

Tabela 02. Resultados dos testes de toxicidade aguda da amostra teste frente ao zebrafish
adulto.

Amostra Mortalidades do zebrafish Adulto 96 h de Analise
Teste V] C1 C2 C3 CLso (mg/mL) / IV
Acido Tartarico 0 0 0 0
FeS04.7H20 0 0 0 0 >1,0
[Fe(ATR)2(H20)4](SO4) 0 0 0 0

V - Veiculo — DMSO 3% (Controle; 20 pL; v.0.). C1 - 0,01 mg/mL (20 pL; v.0.); C2 — 0,1 mg/mL (20 pL; v.0.);
C3 - 1,0 mg/mL (20 pL; v.0.). CL50-concentracdo letal para matar 50% dos zebrafish adulto; IV — intervalo de
confianca.

Nesse trabalho, os compostos demostraram ser seguras frente ao ZFa, pois néo
apresentou toxicidade.

Avaliacao da atividade locomotora (Teste de Campo Aberto)

No teste de campo aberto com zebrafish adultos (ZFa), os compostos &cido tartarico,
FeS04.7H20 e o complexo metélico [Fe(ATR)2(H20)4](SO4)2. demonstraram efeito sedativo
em todas as concentraces testadas (0,01; 0,1; 1,0 mg/mL, por via oral), promovendo reducao
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significativa da atividade locomotora. Esse efeito foi semelhante ao observado com o controle
positivo diazepam (DZP, 10 mg/mL), indicando possivel acdo ansiolitica/sedativa dos
compostos. Os dados estatisticos confirmam diferencas significativas em relacdo aos grupos
Naive e Veiculo, refor¢ando a eficicia dos tratamentos testados.

O tratamento do zebrafish com farmacos ansioliticos, como benzodiazepinicos, pode
causar efeito sedativo e diminuir atividade locomotora (Gupta et al., 2014; Benneh et al. 2017,
Chen et. al., 2021). Nesse trabalho, todas as concentracbes dos compostos estudados
diminuiram a atividade locomotora do ZFa, sugerindo-se, assim, um efeito sedativo das
mesmas.

Efeito ansiolitico-simile

O complexo [Fe(ATR)2(H20)4](SO4). demonstrou efeito ansiolitico-simile em
zebrafish adultos no Teste Claro & Escuro. Todos os tratamentos (0,01; 0,1; 1,0 mg/mL; 20 uL;
v.0.) aumentaram significativamente o tempo de permanéncia na zona clara em comparacgao
aos grupos Naive e Veiculo (p<0,0001), com efeito semelhante ao do diazepam (p>0,05). Esses
resultados indicam que o complexo em estudo possui atividade ansiolitica comparavel ao
farmaco de referéncia, sugerindo seu potencial em disturbios de ansiedade (Figura 09).

Figura 09: Efeito ansiolitico-simile do 4acido tartdrico a), FeSO4.7H.O b) e
[Fe(ATR)2(H20)4](SO4)2 c) em zebrafish (Danio rerio) adulto no Teste do Claro & Escuro (0-

5 min).
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Naive - animais ndo tratados. v.0. — administracéo via oral. Veiculo — DMSO 3% (20 pL; v.0.). DZP — diazepam
(Controle ansiolitico; 10 mg/mL; 20 pL; v.0.). Os valores representam a média + erro padrdo da média (E.P.M.)
para 6 animais/grupo. ANOVA seguida de Tukey ("p<0,0001 vs. Naive ou Veiculo).

Fonte: Elaborado pelo autores.

Conclustes

A sintese e caracterizacdo do complexo [Fe(ATR)2(H20)4](SO.). confirmaram sua
formacdo e estabilidade. O composto apresentou fluorescéncia, seguranca toxicologica e
eficacia farmacoldgica no modelo zebrafish. Tanto o complexo quanto seus precursores
exibiram efeito ansiolitico-simile e sedativo, com resposta comparavel ao diazepam, porém sem
sinais de toxicidade significativa.

Esses achados reforcam o potencial do complexo como candidato promissor ao
desenvolvimento de novos farmacos ansioliticos, unindo atividade terapéutica eficaz, perfil de
seguranca favoravel e a possibilidade de monitoramento por fluorescéncia, o que pode
contribuir para abordagens inovadoras no tratamento de transtornos de ansiedade.
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