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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

TRIAZENOS: CLIVAGEM DO DNA, ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E
TOXICIDADE FRENTE A Artemia Salina LEACH.
AUTOR: GUSTAVO LUIZ PARAGINSKI
ORIENTADORA: ROSMARI HORNER
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 13 de Dezembro de 2007.

Neste estudo, seis compostos triazenos sado avaliados quanto a atividade de
clivagem do DNA. Os mesmos seis triazenos e o medicamento Asercit®
(dacarbazina) sao avaliados quanto a atividade antibacteriana e toxicidade frente a
Artemia salina Leach.: 1,3-bis-(fenil)triazeno-1-N-hidroxido (T1), 1-(4-bromofenil)-3-
(4-nitrofenil)triazeno  (T2), 1-(4-azofenil)-3-(4-nitrofenil)triazeno (T3), 1,3-bis-(4-
azofenil)triazeno (T4), 1,3-bis-(2-bromofenil)triazeno (T5), 1-(4-carbdxifenil)-3-(4-
azofenil)triazeno (Te) e 5-(3,3-dimetil-1-triazenil)imidazol-4-carboxamida
(dacarbazina, Asercit®). O triazeno T1 cliva aproximadamente 50 % do DNA
plasmidial (pBSKIlI e pUC18, a 3,75 mM, 50 °C/24 horas, tampao Tris.HCI 200 mM
pH 8,0). Sequiestradores de radicais hidroxil (glicerol 0,1 e 1 %, DMSO 0,04 M e
tiouréia 0,04 M) e atmosfera de argdnio nao interferem na clivagem do DNA por T1.
Os Kp de T1 determinados por titulagdo espectrofotométrica com DNA s&o 4,50 x 10’
M™ (pH 6,5), 1,00 x 102 M (pH 7,0) e 2,33 x 10> M (pH 8,0). T1, T6 e o Asercit®
s&o 0s mais ativos na atividade antibacteriana com CIM/CBM de até 16/64 pug/ml. As
LCso mais baixas determinadas pela toxicidade para A. salina sao para T1 (0,081 £
0,008 pg/ml), T5 (0,076 = 0,011 pg/ml) e T6 (0,077 £ 0,007 pg/ml). Esses estudos
mostram a ampla atividade bioldgica conferida pelos compostos triazenos.

Palavras-chave: triazenos; clivagem do DNA; atividade antibacteriana; Artemia
salina.



viii

ABSTRACT

Master Dissertation
Post-Graduate Course of Pharmaceutical Sciences
Universidade Federal de Santa Maria

TRIAZENES: DNA CLEAVAGE, ANTIBACTERIAL ACTIVITY AND
TOXICITY FRONT TO Artemia Salina
AUTHOR: GUSTAVO LUIZ PARAGINSKI
ADVISER: PROF? DR? ROSMARI HORNER
Place and date of Defense: Santa Maria, December 13", 2007.

In this work, six triazene compounds are assayed to DNA cleavage activity.
The same six triazenes and the drug Asercit® (dacarbazine) are assayed to
antibacterial activity and toxicity to Artemia salina Leach.: 1,3-bis-(phenyl)triazene-1-
N-hidroxide (T1), 1-(4-bromophenyl)-3-(4-nitrophenyl)triazene, (T2), 1-(4-azophenyl)-
3-(4-nitrophenyltriazene (T3) ,1,3-bis-(4-azophenyl-triazene) (T4), 1,3-bis-(2-
bromophenyl)triazene (T5), 1-(4-carboxyphenyl)-3-(4-azophenyl)triazene (T6) and 5-
(3,3-dimethyl-1-triazenyl)imidazol-4-carboxamide (dacarbazine, Asercit®). Triazene
T1 cleaves approximately 50 % of plasmid DNA (pBSKIl and pUC18, 3.75 mM, 50
°C/24 hours, Tris.HCI buffer 200 mM pH 8.0). Hydroxyl radical scavengers (glycerol
0.1 and 1.0 %, DMSO 0.04 M and tiourea 0.04 M) and argon atmosphere not
interfere in DNA cleavage by T1. The K, of T1 determinated by spectrofotometric
titrations with DNA are 4.50 x 10" M (pH 6,5), 1.00 x 10° M (pH 7,0) e 2.33 x 102
M™ (pH 8,0). T1, T6 and Asercit® are the more actives in antibacterial activity with
CIM/CBM of even 16/64 ug/ml. LCso more lower determinated by toxicity to A. salina
are to T1 (0.081 + 0.008 pg/ml), T5 (0.076 £ 0.011 pg/ml) and T6 (0.077 + 0.007
ug/ml). Theses studies show the wide biological activity conferred by triazene
compounds.

Keywords: triazenes; DNA cleavage; antibacterial activity; Artemia salina.



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — Estruturas quimicas dos compostos triazenos testados quanto a

Clivagem dO DINA. et 45
TABELA 2 — Porcentagem de clivagem do DNA apresentada pelos compostos 1,

2 e 3 nas condicoes citadas, €m PH 8,0. .......ueiiiiiiiiiiiii 46
TABELA 3 — Estruturas quimicas dos compostos triazenos utilizados neste estudo

de clivagem do DNA, atividade antibacteriana e toxicidade frente Artemia salina e

SEuUS respectivos NOMES QUIMICOS. ...uuueiiireeiiiiiiiieee e et e e e e e e e e e e s e e e e e e 51
TABELA 4 — Bactérias utilizadas na analise antibacteriana dos compostos

triazenos T1 a T6 e da dacarbazina e seus perfis de resisténcia. .........cccccoeeruunneenn. 55
Tabela 5 — Bactérias gram-negativas utilizadas na andlise antibacteriana dos
compostos triazenos T1 a T6 e da dacarbazina (Asercit®) e suas caracteristicas. .. 56
TABELA 6 — Porcentagem de clivagem do DNA plasmidial pelo triazeno T1 a 3,75

mM, nos diferentes pHs testados a 50 °2C/24 h. ........ooeveiieeieiiiiiiiiee 60
TABELA 7 — Comparagéao da atividade dos triazenos que clivam o DNA. ............... 62
TABELA 8 — Estruturas quimicas dos compostos triazenos aptos a clivar o DNA. .. 65
TABELA 9 — Estruturas quimicas dos triazenos que ndo sao aptos de clivar o
DN A et e e e e ———e e e e e e —————aee e e e ————eeaeeaaanraraaaeeeaannnns 66
TABELA 10 — Constantes de ligacao intrinsecas (K,) compostos-DNA a 25 °C. ..... 72
TABELA 11 — Resultados da atividade antibacteriana para os triazenos avaliados
frente a bactérias gram-pPoSItiVas. .......coooiiiiiiiiiii i 76
TABELA 12 — Resultados da atividade antibacteriana para os triazenos avaliados
frente a bactérias gram-negativas. ... 77
TABELA 13 — Valores de CLsp (ug/ml) para os triazenos T1 a T6 e para a

dacarbazina frente Artemia Salina. ... 80



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 — Estruturas quimicas dos acidos nucléicos (DNA e RNA) mostrando
as ligacoes fosfodiéster entre os agucares, as ligacées de hidrogénio (---) entre
as bases nitrogenadas e as extremidades 5’-Fosfato (5-OPQOs) e 3’-Hidroxila (3’-
OH). Entre Adenina (A) e Timina (T) ou Uracila (U), ha duas ligagdes de
hidrogénio, e entre Guanina (G) e Citosina (C) ha trés. ........ccooveiieciiiiiiiiiieeeeeee.
FIGURA 2 — Estrutura quimica da bleomicina, indicando as diferentes unidades
estruturais. Os nitrogénios destacados podem se ligar a metais formando
complexos. O dominio de ligacdo ao DNA foi constantemente modificado em
busca de atividade mais eficiente. (STUBBE et al., 1996). .....cccvveeeeeiiiiiiiiniiiinnns
FIGURA 3 — a) Eletroforese em gel de agarose mostrando a clivagem do DNA
pela transformacao da forma superenovelada (forma I) nas formas circular
aberta (forma Il) e linear (forma Ill); b) e c) eletroforese em gel de poliacrilamida
mostrando em clivagem néo seletiva e seletiva, respectivamente. * indica o
terminal do polinucleotideo que possui 0 marcador que serve para revelagéao,
asSim COMO UM fIlME. ..o
FIGURA 4 — Estruturas quimicas de alguns compostos capazes de clivar o DNA
por mecanismos oxidativo € hidrolitiCO. ......cueeeveiieiiiiieiie e
FIGURA 5 — Representagéo da intercalagdo do brometo de etidio entre as
bases do DNA fita dupla. A intercalacdo aumenta o espacamento dos pares de
bases sucessivos, distorcendo o esqueleto fosfato e reduzindo a densidade do
DNA. Modificada de CREIGHTON, T. E. Encyclopedia of Molecular Biology,
New York, John Wiley & Sons, Inc., v. 1-4, p. 1517, 1999). .....ccoiiiiiiiiiiireeeeeee,
FIGURA 6 — Estruturas quimicas de alguns compostos classicos que interagem
com o DNA por diferentes mecanismos. a) moléculas que se intercalam no
DNA; b) moléculas que se ligam aos sulcos do DNA. .......cccoeiriiiiiieeee e
FIGURA 7 — Representagdes estruturais de uma secdo do DNA em 3
dimensdes mostrando os sulcos menor e maior do DNA. Modificadas de
http://en.wikipedia.org/wiki/Intercalation_(chemistry) e

http://WWw.SCIENCEPNOTO.COM. ...

21

22

24

28

30

31

32



FIGURA 8 — Representacéo das etapas de reagdo de uma molécula no sulco do
DNA. (a) Primeiramente, a molécula ligante na fenda é transferida do meio para
o sulco menor do DNA. (b) Uma vez no sulco do DNA, o ligante pode formar
uma ampla variedade de interacdes moleculares, como as ligacdes de van der
Waals e de hidrogénio (BAILLY, CHAIRES, 1998). .....cccvviiiiiiiiiiieee e
FIGURA 9 — Estrutura quimica de algumas mostardas nitrogenadas. ..................
FIGURA 10 — Efeitos citotoxicos da mostardas nitrogenadas: representacao das
ligacdes cruzadas (crosslinking) que podem ocorrer com o DNA; ligacao
intrafita, interfitas e inter-hélices. A e B representam dominios eletrofilicos de
um agente alquilante de interesse. Inicialmente, um agente alquilante bifuncional
forma uma ligagdo com DNA (monoaduto), para posteriormente formar a
segunda ligacao, a qual pode ser com 0 mesmo DNA (bisalquilacédo), uma
proteina ou SOfrer NIArOliSE. ........oovi i
FIGURA 11 — Estruturas quimicas dos compostos a) 3,3-dimetil-1-feniltriazeno;
b) 3,3-dimetil-1-p-nitrofeniltriazeno; c) 3,3-dimetil-1-p-toluiltriazeno. .....................
FIGURA 12 — a) Ativagao da dacarbazina pelo citocromo P450 e metilacado do
DNA: a hidroxilacdo da dacarbazina pelo citocromo P450 resulta na formacéo
de 5-(8-hidroximetil-3-metil-1-triazenil)imidazol-4-carboxamida (HMMTIC). 5-(3-
metil-1-triazenil)imidazol-4-carboxamida (MTIC) é gerado nao-enzimaticamente
por perda de formaldeido. MTIC rapidamente se decompde em 5-
aminoimidazol-4-carboxamida (AIC) e CH3-N"=N, o qual alguila o DNA. b)
Fotodecomposicao da dacarbazina gerando dimetilamina e 5-diazoimidazol-4-
carboxamida (DIAZO-IC) o qual cicliza para 2-azahipoxantina (2-AH). .................
FIGURA 13 — Estruturas quimicas da temozolomida (a) e mitozolomida (b) e
suas decomposi¢des quimicas em pH fisiolégico, com a abertura do anel
tetrazinona formando o triazeno aberto 5-(3-metil-1-triazenil)imidazol-4-
carboxamida (MTIC) e 5-(3-cloroetil-1-triazenil)imidazol-4-carboxamida,
FESPECHIVAMENTE. ...eeiiiiiiiiiei et e e e e e e e e e e e e e e enne e
FIGURA 14 — a) Estrutura quimica da molécula do berenil. b) Estrutura quimica
do analogo do berenil, o 3-hidroxipropil-1,3-bis-(4-amidinofenil)triazeno ou N-(3-
hidroxipropril)-berenil que através de uma fotodegradacao gera o composto 4-
amidinobenzenodiazénio, ao qual foi atribuida a atividade de clivagem do DNA

PBR322. hv: luz ultravioleta. ..........cooiiii e

Xi

33
35

36

37

40

41

41



Xii

FIGURA 15 — Estrutura quimica da combilexina acridina-triazeno. ....................... 43
FIGURA 16 — Porcentagem de clivagem do DNA superenovelado (forma |) para
circular aberto (forma Il) pelo composto 1,3-bis-(fenil)triazeno-1-N-hidroxido (T1)

em diferentes condi¢des: a) Tampao Pipes 200 mM pH 6,5, a esquerda, pUC18,

a direita, pBSKII; b) Tampao Tris.HCI 200 mM pH 7,0, a esquerda, pUC18, a

direita, pBSKII; ¢) Tampao Tris.HCI 200 mM pH 7,5, a esquerda, pUC18, a

direita, pBSKII; d) Tampéo Tris.HCI 200 mM pH 8,0, a esquerda, pUC18, a

direita, pBSKII. Em todos: linha 1, somente DNA; linha 2, DNA + 3,75 mM de T1;
linha 3, DNA + 1,88 mM de T1; linha 4, DNA + 1,25 mM de T1; linha 5, DNA +

0,75 mM de T1; linha 6, DNA + 0,375 mM de T1; todas as reacdes foram

realizadas @ 50 2C/24 N. ......ueeeeeiieeeeeeei e 60
FIGURA 17 — Atividade de clivagem do DNA plasmidial pelo composto 1,3-bis-
(fenil)triazeno-1-N-hidroxido (T1) sob diferentes condigdes para verificar o
mecanismo. a) Linha 1, somente plasmidio pUC 18; linha 2, plasmidio pUC18 +

3,75 mM de T1; linhas 3-4, plasmidio pUC18 + glicerol 0,1 e 1,0 %,

respectivamente; linhas 5-6, plasmidio pUC18 + 3,75 mM de T1 + glicerol 0,1 e

1,0 %, respectivamente. b) Linha 1, somente plasmidio pUC18; linha 2,

plasmidio pUC18 + 3,75 mM de T1; linha 3, plasmidio pUC18 + DMSO 40 mM;

linha 4, plasmidio pUC18 + 3,75 mM de T1 + DMSO 40 mM. c) Linha 1,

somente plasmidio pUC18; linha 2, plasmidio pUC18 + 3,75 mM de T1; linha 3,
plasmidio pUC18 + tiouréia 40 mM; linha 4, plasmidio pUC18 + 3,75 mM de T1

+ tiouréia 40 mM. d) Linha 1, plasmidio pUC18 + argbnio; linha 2, plasmidio pUC

18 + argbnio + 3,75 mM de T1. Todas as reac¢des foram incubadas a pH 8,0
(Tris.HCI 200 MM) @ 50 2C/24 N. ..oooeiiieeeeee e 61
FIGURA 18 — Hipercromismo do composto 1,3-bis-(fenil)triazeno-1-N-hidréxido

(T1) sob adicoes de DNA plasmidial fita dupla (pUC18) em pH 6,5 (tampao

Pipes 35 mM). A absorbéancia foi monitorada como uma funcdo do aumento da
concentracao do DNA. 9,38 uM de T1 na presenca de 0 (linha espessa), 24, 48,

96, 144, 240, 336, 480, 720, 960 e 1200 uM de nucleotideos (linhas 2-11)

resultou em um aumento da absorbancia (hipercromismo): Amax de T1 sozinho,

344,9 nm; Amax de T1-ligado ao DNA, 342,4 nm (linha 5); AAmax = 2,5 nm (linha 0-

D) e ettt e e e e e ——eee e e e e ————eeeeeaa————eaaeaaa————eaaeeaaanraraaaas 68



Xiii

FIGURA 19 — Hipercromismo do composto 1,3-bis-(fenil)triazeno-1-N-hidréxido

(T1) com a adicao de Dna plasmidial fita dupla em pH 7,0 (tampé&o Tris.HCI 35

mM). A absorbancia foi monitorada como uma fungé&o do aumento da

concentracao do DNA. 9,38 uM de T1 na presenca de 0 (linha espessa), 24, 48,

96, 144, 240, 336, 480, 720, 960 e 1200 uM de nucleotideos (linhas 2-11)

resultou em um aumento da absorbancia (hipercromismo): Amax de T1 sozinho,

345,2 nm; Amax de T1-ligado ao DNA, 343,0 nm (linha 5); AAmax = 2,2 nm (linha 0-

D) e et e e e e ———e e e e ee————eeeeeaa————eaaeaaaa———reeeeeaaaananaaaas 69
FIGURA 20 — Hipercromismo de 1,3-bis-(fenil)triazeno-1-N-hidréxido (T1) com a
adicao de DNA plasmidial fita dupla (pUC18) em pH 8,0 (tampé&o Tris.HCI 35

mM). A absorbancia foi monitorada como uma fung&o do aumento da

quantidade de DNA. 9,38 uM de T1 na presenca de 0 (linha espessa), 24, 48,

96, 144, 336, 480, 720, 960 e 1200 uM nucleotideos (linhas 2-10) resultou em

um aumento da absorbancia (hipercromismo): Amax de T1 sozinho, 343,4 nm;

Amax de T1-ligado ao DNA, 341,0 nm (linha 5); AAmax = 2,4 nm (linha 0-5). ........... 70
FIGURA 21 — Estruturas quimicas de alguns hidroxitriazenos que apresentam
atividade antibacteriana e/ou antifungica (GOSWAMI, PUROHIT, 2001). ............. 79



2-AH

Abs
AIC
AmpC

ATCC
bp

C

Ca256
Ca755
CBM
Clso
CLSI
CIM
CT-DNA
DIAZO-IC
DMSO
DNA
DTIC
EDTA
ESBL

Fl

Fll

Flll

G
HMMTIC
HUSM
kDa

Xiv

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

2-azahipoxantina

adenina

absorbancia

5-aminoimidazol-4-carboxamida

gene AmpC (o qual medeia a resisténcia bacteriana pela producao de
beta-lactamase)

American Type Culture Collection

pares de bases

citosina

carcinoma 256

adenocarcinoma 755

concentracao bactericida minima

concentracao letal média

Clinical and Laboratory Standards Institute

concentracao inibitéria minima

DNA de timo de bezerro - “Calf Thymus DNA”
5-diazoimidazol-4-carboxamida

dimetilsulféxido

acido desoxirribonucléico

5(ou 4)-(dimetiltriazeno)imidazol-4(ou 5)-carboxamida ou dacarbazina
acido etilenodiaminotetraceético

beta-lactamase de espectro ampliado (do inglés, extended spectrum
beta-lactamase)

forma superenovelada do DNA plasmidial

forma circular aberta do DNA plasmidial

forma linear do DNA plasmidial

guanina

5-(3-hidroximetil-3-metil-1-triazenil)imidazol-4-carboxamida

Hospital Universitario de Santa Maria

quilo Daltons



kpb
MES
MBL
MDR
mi
MTIC
NCCLS
nm
pBSKII

Pipes
S180

T1
T2
T3
T4
T5
T6
TAS
TBE
Tris
UFC
uv
UV-Vis
21¢)

ul

quilobase - 1 Kpb corresponde a 1000 pares de base
acido 2-(N-morfolino)-etanosulfénico
metalo-beta-lactamase

multidroga resisténcia

mililitro
5-(3-metil-1-triazenil)imidazol-4-carboxamida
National Committee for Clinical Laboratory Standards
nanémetro

plasmideo Bluescript SK Il

pares de bases de DNA
piperazina-N,N-bis(acido 2-etano sulfénico)
sarcoma 180

timina

1,3-bis-(fenil)triazeno-1-N-hidréxido
1-(4-bromofenil)-3-(4-nitrofenil)triazeno
1-(4-azofenil)-3-(4-nitrofenil)triazeno
1,3-bis-(4-azofenil)triazeno
1,3-bis-(2-bromofenil)triazeno
1-(4-carbdxifenil)-3-(4-azofenil)-triazeno
toxicidade frente a Artemia salina Leach.
tampao Tris/Borato/EDTA
tris(hidroximetillaminometano

unidade formadora de col6nia

luz ultravioleta

ultravioleta-visivel

micrograma

Microlitro

XV



XVi

SUMARIO

1 INTRODUGAO ...t 18
1.1 ODJELIVOS ... 19
1.1.1 ObJetiVO QEral oo 19
1.1.2 Objetivos eSpecifiCoS ......coooviiiiiceee e 20
2 REVISAO DA LITERATURA ... 21
2.1 Clivagem do DNA ... 21
2.2 Tipos de interacoes com o DNA: intercalacao, alquilacao e ligacao 09

NAS FENAAS ... s
2.2.1 Moléculas intercalantes do DNA ... 30
2.2.2 Moléculas que se ligam aos sulcos do DNA ... 32
2.2.3 Moléculas que alquilam 0 DNA ... 34
2.3 THAZENOS ....coooiiiie et e e e e e e e e e nnees 37
2.3.1 Recente atividade de clivagem do DNA por compostos triazenos ..... 44
2.4 Atividade antibacteriana .............ccccccocoiiiiiiiiiiiiii 46
2.5 Toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina Leach. ............... 48
MATERIAIS E METODOS ..........ccooommimoiiiiireeceoesneeeseesssssneeeeenssssee 49
3.1 Reagentes, equipamentos € aCeSSONOS ...........ccceeveeeeeiiiiiieeeeeeieieenn. 49
3.1.1 Clivagem do DNA, mecanismo de clivagem e titulacéo 49

espectrofotomEtrica UV-VIS ...
3.1.2 Atividade antibacteriana ...........cccuueeeieiiiiiiiiee e 50
3.1.3 Toxicidade frente Artemia salina Leach. ............cccccoviiineeennnnns 50
3.2 Compostos triazenos utilizados ... 50

3.3 Screening de clivagem do DNA plasmidial pelos triazenos T1aT6 ... 52



XVii

3.4 Mecanismo de clivagem do DNA plasmidial pelo triazeno T1 ............. 53
3.5 Titulacao espectrofotométrica UV/Vis DNA-triazeno T1 ....................... 54
3.6 Atividade antibacteriana dos triazenos T1 a T6 e da dacarbazina 54
(ASEICID) ...t ee e en e

3.6.1 Bactérias utilizadas .........cceeoeiiiieiiieiie e 54

3.6.2 MicrodiluiCao em Caldo .........ueiiiieiiiiee e 57
3.7 Toxicidade dos triazenos T1 a T6 e da dacarbazina (Asercit®) frente 5g
ao microcrustaceo Artemia salinaLeach. ..................c.cccccooiiiiiiiiinicenen.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO ......oooooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereene 59
4.1 Screening de clivagem do DNA plasmidial pelos triazenos T1aT6 ... 59
4.2 Mecanismo de clivagem do DNA plasmidial pelo triazeno T1 ............. 61

4.2.1 Analise estrutura-atividade para a clivagem do DNA ..........ccccoennneee. 64
4.3 Titulacao espectrofotométrica UV/Vis DNA-triazeno T1 ....................... 67
4.4 Atividade antibacteriana dos triazenos T1 a T6 e da dacarbazina 24
(ASEICIHD) ...t ee et e e eed
4.4.1 Analise estrutura-atividade antibacteriana ...........cccoccoeeeeiiiiinnn. 78
4.5 Toxicidade dos triazenos T1 a T6 e da dacarbazina (Asercit®) frente 29
ao microcrustaceo Artemia salinalLeach. ......................ccccoiiiiiiii .
5 CONCLUSOES ......cooooiioovooooooeeee oo 81

6 REFERENCIAS ..o, 82



18

1 INTRODUGAO

A descoberta de novos compostos com atividade antitumoral continua sendo
uma das mais importantes metas da quimica medicinal. Além dos agentes
quimioterapicos que atuam por ligacdo aos sulcos, alquilacdo ou intercalacao no
DNA, existem moléculas que possuem atividade antitumoral por clivarem o DNA e
levarem as células a apoptose. Por isso, ha grande interesse no desenvolvimento de
moléculas desse tipo. Aléem da atividade antitumoral, moléculas que clivam o DNA
podem ser uteis em diversas outras aplicacées, como na biotecnologia ou na
engenharia genética, na biologia molecular, como sondas estruturais quando
especificas para certas seqiéncias de pares de bases do DNA, e serem utilizadas
em outras areas da medicina.

Moléculas sintéticas que clivam o DNA sdo chamadas de nucleases
sintéticas, artificiais, quimicas ou quimioenzimas, por imitarem as enzimas naturais
(nucleases naturais). A busca por nucleases quimicas menores também ocorre
devido as nucleases naturais serem moléculas grandes e de alto custo para
obtencdo. Nucleases sintéticas que, igualmente as nucleases naturais possuem
mecanismo hidrolitico sdo altamente desejaveis, uma vez que permitem, posterior ao
seu corte (ou sua atuacao), a religacao do DNA. As primeiras nucleases quimicas
obtidas foram agentes com mecanismo oxidativo, sendo que o complexo 1,10-
fenantrolina-cobre ((OP).Cu®) foi o primeiro complexo e coordenagao sintético com
atividade de nuclease reportado. Os fragmentos produzidos através da clivagem
oxidativa produzem fragmentos que ndo podem ser enzimaticamente religados e
esta é a razao pela qual o mecanismo hidrolitico € preferido. Na busca de moléculas
mais eficientes na clivagem do DNA, tem-se utilizado metais ligados a estas, pois
eles neutralizariam a carga negativa do esqueleto polianidbnico do DNA
(grupamentos fosfato; 5-OPO3). Dessa forma fica mais facil a aproximagcdo de
qualquer nucledfilo (molécula carregada negativamente) ao DNA. Além do mais, a
maioria das moléculas ja estudas possuem um tamanho relativamente grande,
justificando com isso, a busca de moléculas de tamanho pequeno.

Os triazenos ou diazoaminas (—N=N-N(H)-) sdo compostos que tém sido alvo

de constante pesquisa na busca de novos compostos biologicamente ativos. A
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dacarbazina e o berenil sdo compostos triazenos classicos: o primeiro € um farmaco
antitumoral adotado como droga de referéncia no tratamento do melanoma maligno
metastatico e o segundo € um antiprotozoarico utilizado no tratamento infeccioso por
Trypanosoma rhodesiense. Moléculas que possuem o grupo fundamental
diazoamina conferem diversas atividades biologicas: antibacteriana, antifungica,
antitumoral, repelente, herbicida, tricomonicida, inseticida, mutagénica,
carcinogénica e teratogénica, e mais recentemente, atividade de clivagem do DNA
plasmidial in vitro.

Em vista da diversificada atividade biolégica desses compostos, aliado ao
rapido aumento da resisténcia bacteriana, tanto de cepas hospitalares e
comunitérias, a pesquisa desta classe de compostos com atividade bacteriostatica
e/ou bactericida representa pesquisa importante na atualidade. Em paralelo a essa
busca da atividade antibacteriana, ocorre a busca pela atividade de clivagem do
DNA por esses compostos, com potencial aplicagéo nas diversas areas ja citadas.

Ainda, é desejavel que compostos antineoplasicos ou antibacterianos efetuem
sua atividade especificamente nas células cancerigenas ou microrganismos, nao
apresentando toxicidade para outras células do organismo humano. Por isso, efeitos
teratogénicos ou carcinogénicos, apresentados por grande parte dos compostos que
apresentam estes tipos de acdes, sao indesejaveis. Assim, para verificar a
toxicidade dos compostos envolvidos neste estudo utilizou-se o teste de toxicidade
frente ao microcrustaceo de agua salgada Artemia salina Leach. Os resultados com
este teste podem, inclusive serem correlacionados com a atividade citotdxica frente

a células tumorais.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Estudar, in vitro, as atividades de clivagem do DNA plasmidial, antibacteriana

e de toxicidade frente a Artemia salina Leach. de 6 compostos triazenos inéditos.
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1.1.2 Objetivos especificos

e Determinar a atividade de clivagem dos DNAs plasmidiais pUC18 e pBSKII
por 6 compostos triazenos inéditos em diferentes concentragées, a diferentes
pHs (6,5; 7,0; 7,5; 8,0) e temperaturas (37 e 50 °C).

e Procurar indicios sobre os possiveis mecanismos envolvidos nas reacdes de
clivagem do DNA efetuada pelos compostos identificados como ativos.

e Verificar a capacidade de intercalagdo com o DNA plasmidial dos compostos
identificados, utilizando a técnica de titulacao espectrofotométrica ultravioleta-
visivel com adigbes de quantidades de DNA plasmidial a uma solugédo
contendo o composto triazeno em estudo sob diferentes pHs (6,5; 7,0 e 8,0).
Através disto, calcular as constantes de ligacdo (Kp) do(s) composto(s)
triazeno(s) em estudo e comparar com a de intercalantes classicos do DNA
como o brometo de etidio.

e Determinar a atividade antibacteriana dos 6 compostos triazenos e da
dacarbazina (Asercit®) frente a bactérias padrdes American Type Culture
Collection (ATCC) e bactérias isoladas no Hospital Universitario de Santa
Maria (HUSM) incluindo as multirresistentes.

e Determinar a toxicidade dos 6 compostos triazenos e do farmaco dacarbazina
(Asercit®) frente ao microcrustaceo Artemia salina Leach.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Clivagem do DNA

A descoberta de novos compostos com atividade antitumoral continua sendo
uma das mais importantes metas da quimica medicinal (STARCEVIC et al., 2006).
Uma classe de agentes quimioterapicos freqlientemente empregada na terapia
anticancer inclui moléculas que interagem com o DNA (Figura 1), como os ligantes
dos sulcos, os agentes alquilantes e os intercalantes do DNA (STARCEVIC et al.,
2006). Além disso, moléculas aptas a clivar o DNA podem exibir efeitos antitumorais

Sulco maior

Sulco menor =OH, RNA
3'-OH

Figura 1 — Estruturas quimicas dos acidos nucléicos (DNA e RNA) mostrando as
ligagdes fosfodiéster entre os acgucares, as ligagdes de hidrogénio (---) entre as
bases nitrogenadas e as extremidades 5’-Fosfato (5-OPQOs) e 3’-Hidroxila (3’-OH).
Entre Adenina (A) e Timina (T) ou Uracila (U), ha duas ligac6es de hidrogénio, e
entre Guanina (G) e Citosina (C) ha trés.

ao induzirem as células a apoptose (GONZALEZ et al., 2001; MIZUTANI et al.,
2002). A habilidade de clivar eficientemente os acidos nucléicos, de uma maneira
nao degradativa, e com alta seletividade de sitios ou estruturas oferecem muitas
aplicacbes para a manipulagdo de genes, o design de sondas estruturais e o
desenvolvimento de novos farmacos (COWAN, 2001), entre outras. Assim, ha um

grande interesse no desenvolvimento de moléculas capazes de efetuar a clivagem
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do DNA fita dupla, sendo que a maioria das moléculas descobertas até agora
utilizam ions metalicos como catalisadores (COWAN, 2001). Moléculas capazes de
clivar o DNA, como o antibiético antitumoral bleomicina (Figura 2) e seus analogos,
como a bleomicina A2, a bleomicina A5, bleomicina B2, Fe-bleomicina, constituindo
a familia das bleomicinas, exibem atividade antitumoral (STUBBE et al., 1996; SUH,
POVIRK, 1997; CHARLES, POVIRK, 1998; HASHIMOTO et al., 2001; PEISACH,
2002).

dominio de ligacédo ao metal
O+_NH, /j/ B-aminoalanina

AH, treonina dominio de ligacdo ao DNA
H\ .CHs \O ‘ O
A - X N
HaN h NH S N NH HN
CH ol =
pirimidil- | ¢ NH:"CHHO ™ HSK/kN S L NH
propionamida | S |
\?D_H/L N unidade bitiazol

H .

B-hidroxihistidina OH metilvalerato
OH

unidade carboidrato
o-L- gulose O

H2 ]

a-D-manose

Figura 2 — Estrutura quimica da bleomicina, indicando as diferentes unidades
estruturais. Os nitrogénios destacados podem se ligar a metais formando complexos.
O dominio de ligagdo ao DNA foi constantemente modificado em busca de atividade
mais eficiente. (STUBBE et al., 1996)

A clivagem do DNA fita dupla reportada até o ano 2001 por pequenas
moléculas acontecia por um mecanismo oxidativo (BRANUM et al., 2001). Em vista
disso, consideravel esforco tem sido feito no desenvolvimento de pequenas
moléculas que utilizam mecanismo hidrolitico para clivagem do DNA (HEGG,
BURSTYN, 1998; BRANUM et al., 2001), a fim de desenvolver agentes hidroliticos,
que possuem mais aplicacdes e vantagens em relagao aos oxidativos, com potencial
aplicacao na biologia molecular e na terapia anticancer (PAN, LAZARUS, 1997).
Porém, a estabilidade hidrolitica do DNA ¢ alta, de modo que muitos reagentes
capazes de clivar hidroliticamente o RNA, ndo apresentam sucesso frente ao DNA
(WESTHEIMER, 1987). Esta estabilidade é o resultado da repulsdo entre as cargas
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negativas do esqueleto fosfodiéster que inibe o ataque dos nucledfilos (cargas
negativas) ao DNA (WESTHEIMER, 1987; HEGG, BURSTYN, 1996; REN et al.,
2000; SREEDHARA, COWAN, 2001). Segundo Cowan (2001), a meia-vida para a
hidrélise das ligagcdes fosfodiéster, quando extrapoladas para as condicoes
fisiolégicas, sdao estimadas serem de 1.000.000 anos para o DNA e 1.000 para o
RNA. Esta excepcional estabilidade dos diésteres fosfato € sugerida como um
motivo pelo qual os &acidos nucléicos foram escolhidos como material genético
(WESTHEIMER, 1987).

A clivagem do DNA pode ser verificada por diferentes técnicas, sendo mais
comumente usadas a eletroforese em gel de agarose e a eletroforese em gel de
poliacrilamida. Na primeira, a clivagem é observada pela migragdo das diferentes
formas do DNA no gel de agarose. Sendo assim, a efetivacdo da clivagem é
visualizada pela diminuicdo da banda referente a forma | do DNA (superenovelada
ou FI) e conseqlente aumento da forma Il (circular aberta ou Fll) e, as vezes, com
formacao da forma Il (linear ou Flll). Esta segunda clivagem, quando ocorre € mais
especifica, pois é efetuada cerca de 12 pares de base da primeira (Figura 3a)
(NEVES et al., 2001). Para visualizar as diferentes formas do DNA no gel, utiliza-se
um corante fluorescente, geralmente brometo de etidio, que se intercala no DNA
(AUSUBEL et al., 1995; HEGG, BURSTYN, 1996). Na segunda técnica, utiliza-se um
fragmento de DNA, com sequiéncias de bases nucleotidicas conhecidas ou nao,
possuindo um marcador radioativo, fluorescente ou quimioluminescente em um dos
terminais (ARMITAGE, 1998). A clivagem gera fragmentos menores que migram
diferentemente no gel de poliacrilamida, separando-se. Esta técnica permite verificar
se a clivagem possui seletividade para sequiéncias de pares de bases ou nao
(ARMITAGE, 1998). Quando nao ha seletividade, o DNA é clivado em diversos
sitios, gerando muitas bandas separadas apds a eletroforese (Figura 3b). Quando
ha seletividade, o DNA é clivado somente na seqUéncia de pares de bases de
reconhecimento do agente clivador, produzindo somente alguns fragmentos que
aparecem como poucas bandas apos a revelacao do gel (Figura 3c) (ARMITAGE,
1998). Portanto, quando se conhece a sequéncia polinucleotidica usada, pode-se
saber quais os sitios ou pares de bases preferidos para a clivagem.
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Figura 3 — a) Eletroforese em gel de agarose mostrando a clivagem do DNA pela
transformacao da forma superenovelada (forma I) nas formas circular aberta (forma
II) e linear (forma lll); b) e c) eletroforese em gel de poliacrilamida mostrando em
clivagem nao seletiva e seletiva, respectivamente. * indica o terminal do
polinucleotideo que possui o marcador que serve para revelagdo, assim como um
filme.

A habilidade de clivar o DNA constitui um interesse predominante nos campos
da medicina (quimioterapia) e biotecnologia (ou engenharia genética). E uma das
areas na qual a sintese quimica tem feito substanciais contribuicbes para o
desenvolvimento de agentes que clivam os acidos nucléicos com potencial utilizacao
como sondas estruturais e agentes terapéuticos (ARMITAGE, 1998). Enquanto as

enzimas de restricdo naturais tém sido extremamente Uteis em muitas aplicagdes,
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seu grande tamanho e/ou limitada sequéncia de reconhecimento de cerca de 4-8
pares de bases (bp) e o requisito de serem palindrédmicas (isto €, mesma sequéncia
de pares de bases nas duas fitas do DNA lidas em sentido antiparalelo) diminui seu
uso (ARMITAGE, 1998). Aplicacdes que requerem clivagem com alto nivel de
seletividade ou nao-palindrbmicas necessitam de um agente de clivagem com estas
caracteristicas (ARMITAGE, 1998). Assim, recentemente, tem havido grande
interesse dos quimicos inorganicos e organicos na modelagem molecular de
pequenas moléculas, contendo ou ndo metais, incluindo complexos metalicos de
compostos extraidos de plantas, as quais sdo capazes de hidrolisar cataliticamente o
DNA, RNA e proteinas (SCHNAITH et al., 1994; HEGG, BURSTYN, 1998; LIU et al.,
1999; REN et al., 2000; NEVES et al., 2001; LIU et al., 2002; ROSSI et al., 2002;
BATISTA et al., 2003; HORN JR. et al., 2005; JUN et al., 2007a; JUN et al., 2007b).
Recentemente, Jun et al. (2007a e 2007b) publicaram dois trabalhos sobre
complexos de manganés(ll) e zinco(ll) com a quercetina (extraida de plantas)
capazes de clivar o DNA plasmidial por mecanismo hidrolitico.

De acordo com Blackburn & Gait (1996), os compostos metalicos podem
interagir reversivelmente através de seus ions metélicos carregados positivamente
neutralizando essa carga negativa do esqueleto do DNA, constituindo desta forma,
através da interacao eletrostatica, uma maneira facil de aproximacao da molécula ao
DNA, para que posteriormente seja efetuada a clivagem hidrolitica no atomo de
fésforo. Dessa, maneira, os complexos metalicos que catalisam a clivagem
hidrolitca do DNA poderdo ser uteis para manipulagdo dos genes, e também
mimetizando e elucidando o importante papel dos ions metélicos na catalise das
metaloenzimas (LIU et al., 2002) e no desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos (LALEZARI, AFGHAHI, 1975).

Na clivagem do DNA, como ja citado, existem basicamente dois mecanismos,
o oxidativo e o hidrolitico. No entanto, o passo inicial da interagdo de um composto
no local de clivagem ocorre igualmente como fazem os intercalantes ou os ligantes
das fendas, porém, ao invés de estabilizarem o DNA, as moléculas enfraquecem as
ligacGes de hidrogénio entre as bases, ligando-se a uma das fitas ou deslizando
entre as bases (BISCHOFF, HOFFMANN, 2002), para posteriormente clivar o DNA.

Armitage (1998), em sua revisdo sobre alguns tipos de agentes oxidativos, os
“fotoclivadores” ou “agentes de fotoclivagem” (ROS et al., 2001), cita que estes sao

compostos que em seus estados excitados podem iniciar uma série de reacdes
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quimicas que levam a clivagem dos &acidos nucléicos. Esses agentes de
fotoclivagem tém uma caracteristica em comum, ou seja, o fato de que todos os
componentes de um sistema podem ser misturados juntos sem iniciar a reacao
quimica, até que a amostra seja irradiada. Ao contrario da clivagem hidrolitica que
inicia no grupamento fosfato, a clivagem oxidativa envolve, tipicamente, uma reagao
oxidativa inicial na base nitrogenada ou no residuo agucar do DNA (ARMITAGE,
1998). O dano ao nucleotideo pode degradar o acido nucléico espontaneamente ou
necessitar de incubacdo com piperidina quente (no caso do DNA) ou anilina (no
caso do RNA) para revelacao. Ja os agentes que clivam no residuo acucar nao sao
seletivos quanto a sequéncia de clivagem, sendo que o0 mesmo se encontra em
todos os nucleotideos ao longo do DNA. Agentes de fotoclivagem que agem nas
bases nitrogenadas atuam por trés processos distintos: (a) transferéncia direta de
elétrons da base nitrogenada para o estado excitado do fotoclivador; (b)
transferéncia de energia triplet do fotoclivador excitado para o Op, produzindo o
oxigénio singlet, o qual reage com a base; e (c) formacao de um aduto com a base
(ARMITAGE, 1998) (alquilagdo). Além do mais, devido aos clivadores oxidativos
requererem adicao de agentes externos e os produtos ndo serem avaliaveis para
futura manipulacao enzimatica pela perda dos terminais 3’-OH e 5°-OPOs, suas
aplicacbes sdo remarcadamente limitadas nos campos da biologia molecular e
biotecnologia (LIU et al., 2002). Entre os motivos disso estdo: a) muitos clivadores
oxidativos e fotoclivadores (FU et al., 2001) requerem a adicdo de um agente
externo como perdxido de hidrogénio ou luz para iniciar a clivagem (REN et al.,
2000); b) freqlentemente, geram radicais livres os quais sdo indesejaveis ao
organismo, pois apresentam um papel critico em varios processos biologicos,
incluindo mutagénese, carcinogénese e envelhecimento (PEISACH, 2002) e eles
ainda c) ndo geram fragmentos com finais 3-OH e 5-OPO3; como 0s que sao
produzidos pelas nucleases naturais, e dessa maneira, os acidos nucléicos clivados
por esses agentes oxidativos ndo podem ser religados enzimaticamente (SIGMAN,
1990; FREY et al., 1996; REN et al., 2000; LIU et al., 2002). Contudo, muitos
clivadores oxidativos e fotoclivadores tém sido utilizados com grande sucesso para o
“footprinting” do DNA, determinar o posicionamento, protuberancias e giros de
bases, e determinar a variacdo conformacional do DNA e como agentes
quimioterapicos (LIU et al., 2002). Exemplos de fotoclivadores (ARMITAGE, 1998)
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séo: cobalto-bleomicina e analogos, antraquinonas, geradores de radical hidroxil,
enediinas, porfirinas, compostos diazo, azido e azidas etc.

Ja a hidrélise do DNA é uma importante reacdo enzimatica, mas uma das
mais dificeis de imitar no laboratério devido a estabilidade do DNA a hidrélise
(HEGG, BURSTYN, 1998). A hidrdlise dos fosfodiésteres é dificultada principalmente
pela carga negativa do esqueleto polianiénico que inibe o ataque de nucledfilos,
sendo por isso, que enzimas nucleases naturais utilizam ions metélicos como
cofatores para neutralizar essa carga e interagir com o DNA. O mecanismo
hidrolitico de clivagem do DNA fita dupla produz terminais 5-OPO3; e 3"-OH, sendo
uma meta desejavel em quimica, pois imita a agcdo de enzimas de restricdo naturais.
Além disso, esses terminais 5-OPO3 e 3"-OH podem ser eficientemente ligados pela
T4-DNA ligase e ATP (SCHNAITH et al., 1994; BLACKBURN, GAIT, 1996; LIU et al.,
2002; ROSSI et al., 2002; SCARPELLINI et al., 2003), ou serem marcados
enzimaticamente (LIU et al., 2002). Para efetuar a clivagem fita dupla, um produto
quimico deve promover a clivagem das duas fitas do DNA nas proximidades uma da
outra sem que haja liberagcao da ligagdo com o DNA (COWAN, 2001). Um conjugado
nitrobenzamida-acridina (considerado uma excecéao) é capaz de clivar o DNA apés a
irradiacao (fotoclivagem), porém, apesar de se supor um mecanismo oxidativo, seus
produtos de clivagem podem ser parcialmente religados com a T4-DNA ligase,
indicando a presenca de 3’-OH nos terminais dos produtos gerados pela clivagem
(ARMITAGE, 1998).

Para verificar se 0 mecanismo de clivagem € oxidativo ou hidrolitico, além da
técnica de religacao, também podem ser utilizados sequiestradores de radicais livres,
como glicerol, dimetilsulféxido, tiouréia e D-manitol que seqlestram radicais hidroxil
(OH") da solucado (SCHNAITH et al., 1994; FREY et al., 1996; HEGG, BURSTYN,
1996; REN et al., 2000; ROSSI et al., 2002; HORNER, 2003; SCARPELLINI et al.,
2003; DAS et al., 2005). Se utilizando estes, a clivagem continua a ocorrer, significa
que a presenca dessas espécies reativas nao sao essenciais para que a clivagem
ocorra e 0o mecanismo envolvido possa ser o hidrolitico, ja que o oxidativo,
geralmente, depende destes radicais livres. Além do mais, muitas reac¢des de
clivagem por mecanismo oxidativo dependem da presenca de O,, sendo por isto,
realizadas reacbes de clivagem em atmosfera de argbnio (THOMAS et al., 2004;
HORN JR. et al., 2005) ou em anaerobiose (HEGG, BURSTYN, 1996; REN et al.,
2000; DECK et al., 2002; SCARPELLINI et al., 2003).



28
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Figura 4 — Estruturas quimicas de alguns compostos capazes de clivar o DNA por
mecanismos oxidativo e hidrolitico.

Inicialmente, as primeiras nucleases quimicas ou nucleases sintéticas foram
conhecidas como agentes oxidativos, pois elas cortavam os acidos nucléicos, sob
condicoes fisiologicas, através de seu ataque oxidativo na ribose ou desoxirribose.
1,10-cobre-fenantrolina (Figura 4) foi o primeiro complexo de coordenacao sintético a
ter esta eficiente atividade nucleolitica, em 1979 (SIGMAN, 1986). Outros exemplos
de nucleases quimicas que foram descobertos constituiram Fe-EDTA e seus
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derivados, algumas metaloporfirinas, complexos octaédricos do 4,7-difenil-1,10-
fenantrolina e bleomicina (Figuras 2 e 4) (SIGMAN, 1990; SCHNAITH et al., 1994;
SREEDHARA, COWAN, 2001). Varios destes agentes de clivagem oxidativa tém no
footprinting do DNA sua maior utilizacdo, apesar de ainda serem empregados na
localizacdo de bases, determinagao das variagdes conformacionais do DNA e como
agentes quimioterapéuticos (REN et al., 2000; LIU et al., 2002). A maioria das
enzimas naturais que medeiam as reacbGes de hidrélise do DNA utilizam ions
metalicos como cofatores. Os ions metdlicos apresentam um papel importante em
muitas enzimas, e seu papel preciso no mecanismo de clivagem ainda nao esta
claro. Por isso, tem havido um interesse especial em obter esses complexos de
metais que catalisam a clivagem hidrolitica do DNA. Existem na literatura exemplos
destes compostos capazes de clivar hidroliticamente o DNA (SCHNAITH et al., 1994;
REN et al., 2000; COWAN, 2001; NEVES et al., 2001; LIU et al., 2002; ROSSI et al.,
2002; SCARPELLINI et al., 2003), inclusive alguns triazenos (HORNER, 2003;
PARAGINSKI et al., 2006).

2.2 Tipos de interacoes com o DNA: intercalacao, alquilacao e ligacao nas
fendas

Varios sao os tipos de interacbes que as moléculas quimicas apresentam
frente ao DNA (STARCEVIC et al., 2006), o que possibilita sua diversificada
utilizacdo. Os estudos que envolvem este tipo de interacdo sdao essenciais para a
elucidacao do mecanismo de acao desses agentes, que causam danos ao DNA, e
para o desenvolvimento de novas ferramentas na medicina, no tratamento as
doencas e como ferramentas em toda a Biologia Molecular, pois se objetiva sempre
maior especificidade e menor toxicidade (DAI et al.,, 1999). Assim, convém-nos
relatar uma breve revisdo sobre os tipos de interacdes e algumas das principais
drogas. Constantemente estdo surgindo novas drogas que atuam no DNA pelos
mecanismos de ligacdo abaixo citados. Moléculas que se ligam ao DNA séo
chamadas ligantes ao DNA, e incluem os ligantes de fendas, os intercalantes, os

alquilantes, os agentes clivadores e aquelas com interacdes mistas.
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2.2.1 Moléculas intercalantes do DNA

Existem diferentes técnicas para se verificar o tipo de interacdo que ocorre
desses agentes clivadores com o DNA: interacdo por intercalacdo, alquilacao,
ligacdo eletrostatica externa nas fendas maior e/ou menor do DNA ou mais de uma
dessas ao mesmo tempo. Um modo de se verificar a intercalagdo com o DNA é pela
titulagcdo espectrofotométrica ultravioleta-visivel de uma solu¢do com o determinado
composto quimico na qual se adicionam quantidades crescentes de DNA, fazendo-
se a leitura espectrofotométrica (PYLE et al.,, 1989). A partir dai podem ser
calculados os valores das constantes de ligacdo (K,) e fazer a comparacdo com

intercalantes classicos, como o brometo de etidio (Figura 5).

DNA de
Densidade DN‘”} de
Normal Baixa
Densidade

Nucleotideo

Brometo de Etidio
Intercalade

Esqueleto Fosfato

Figura 5 — Representacao da intercalagdo do brometo de etidio entre as bases do
DNA fita dupla. A intercalagdo aumenta o espacamento dos pares de bases
sucessivos, distorcendo o esqueleto fosfato e reduzindo a densidade do DNA.
Modificada de CREIGHTON, T. E. Encyclopedia of Molecular Biology, New York,
John Wiley & Sons, Inc., v. 1-4, p. 1517, 1999.
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Além do mais, a ligagdo de moléculas intercalativas ao DNA pode ser
observada por um hipocromismo (diminuicdo do coeficiente de extingdo molar) e um
desvio para o vermelho (batocromismo) (MAHADEVAN, PALANIANDAVAR, 1998;
MUDASIR et al., 2007). Por outro lado, a observacao de hipercromismo (aumento na
absortividade molar) e hipsocromismo (desvio para o azul), como ocorre com outros
triazenos citados na literatura (HORNER, 2003), indica que a interagdo com o DNA
possa ser por interacao eletrostatica de repulsdo de anions. O calculo do K, € muito
importante, pois valores altos predizem a intercalacdo do DNA assim como brometo
de etidio. Moléculas intercalantes do DNA sdo moléculas croméforas aromaticas
planares, geralmente tri ou tetraciclicas (ANTONINI et al.,, 1997), como os
compostos brometo de etidio (brometo de 2,7-diamino-10-etil-9-fenilfenantridinio),
laranja de acridina (cloreto de 3,6-bis-(dimetil)acridinio) e azul de metileno (cloreto
de 3,7-bis-(dimetilamino)fenotrazin-5-i0) (Figura 6a) que se ligam ao DNA e RNA de
modo intercalativo deslizando entre as bases adjacentes e causando um
alongamento da estrutura dupla hélice (DOUTHART et al., 1973).

a)
N
L 900
(CHg),N s N(H3C)2 N
Azul de metileno Brometo de etidio Acridina
” ;\
m( \/\{NH CH3 Uﬁ( W
Netropsma Distamicina A CHS Ha
|
A Sepacy
H H2N NH2
HyC” N )\©\ Berenil
Hoeschst 33258 OH NH erent NH

Figura 6 — Estruturas quimicas de alguns compostos classicos que interagem com o
DNA por diferentes mecanismos. a) moléculas que se intercalam no DNA; b)
moléculas que se ligam aos sulcos do DNA.
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2.2.2 Moléculas que se ligam aos sulcos do DNA

Existem moléculas, como os antibiéticos antitumorais classicos netropsina e
distamicina A, Hoeschst 33258 e o berenil (1,3-bis-(4-amidinofenil)triazeno) (Figura
6b), que se ligam ao sulco menor do DNA (Figura 7) (KOPKA et al., 1985a; KOPKA
et al., 1985b; CALDWELL, KOLLMAN, 1986; MARKY, BRESLAUER, 1987;
PORTUGAL, WARING, 1987; DEMEUNYNCK et al., 2003).

Sulco menor

=3,4nm

Sulco menor

1 volta da hélice

Sulco maior

Figura 7 — Representacoes estruturais de uma secdao do DNA em 3 dimensdes
mostrando o0s sulcos menor e maior do DNA. Modificadas de
http://en.wikipedia.org/wiki/Intercalation_(chemistry) e http://www.sciencephoto.com.
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O mecanismo geral de ligacdo a fenda do DNA (Figura 8) inicia pela
transferéncia do ligante da solugcdo para o DNA (BAILLY, CHAIRES, 1998). Se o
ligante € carregado positivamente, este evento é acompanhado pela liberacdo de
contra-ions carregados que cercam o DNA (BAILLY, CHAIRES, 1998). Uma vez no
sulco menor, interagcbes moleculares especificas podem entdo ser formadas,
incluindo as ligac6es de van der Waals e de hidrogénio (BAILLY, CHAIRES, 1998). A
ligacdo na fenda maior do DNA ¢é freqlentemente realizada por um padrdo de
reconhecimento altamente especifico, enquanto a ligacao na fenda menor pode ser
realizada de modo inespecifico, sendo por isso, mais usada na descoberta de
drogas (BISCHOFF, HOFFMANN, 2002).

Figura 8 — Representacao das etapas de reacdo de uma molécula no sulco do DNA.
(a) Primeiramente, a molécula ligante na fenda é transferida do meio para o sulco
menor do DNA. (b) Uma vez no sulco do DNA, o ligante pode formar uma ampla
variedade de interagcbes moleculares, como as ligacées de van der Waals e de
hidrogénio (BAILLY, CHAIRES, 1998).

Pequenas moléculas que se ligam as fendas do DNA tém mostrado uma
ampla variedade de atividades biol6gicas como antitumoral, antiviral, antifingica e
antibacteriana (GEIERSTANGER, WEMMER, 1995). Seus modos de acao, em todos
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0s casos, envolvem ligagéo inicial a fenda, seguida por interferéncia nas fungdes de
regulacdo do DNA, como replicagdo e transcricido (ZIMMER, WAHNERT, 1986;
SAPSE, LOWN, 1998). A netropsina exibe ampla faixa de atividade antibiética contra
bactérias, fungos e virus (HAHN, 1975). A distamicina é conhecida por inibir a
multiplicagdo de virus como vaccinia, herpes simples e virus do sarcoma Rous, por
ligar-se preferencialmente nas fendas menores do DNA ricas em seqiéncias de
bases A-T (LOMBARDI, CRISANTI, 1997), sendo capaz de reconhecer sequiéncias
contendo ao menos 4 pares de bases A-T e liga-se reversivelmente (BARALDI et al.,
2002). A distamicina possui atividade malaricida, porém com alta toxicidade, e por
isso, alguns derivados seus foram testados e provaram ser altamente ativos contra o
Plasmodium falciparum, porém com baixa toxicidade in vitro (LOMBARDI,
CRISANTI, 1997). O berenil possui uma atividade biolégica reconhecida, sendo que
seus derivados sao antiprotozoaricos para leishmaniose (MUKHOPADYAY,
MADHUBALA, 1995), babesiose (ARIYIBI et al., 2001; BARCELO et al., 2001),
criptosporidiose (REDDY et al., 1999), e também antitumorais (REDDY et al., 1999).
Sua atividade € melhor discutida adiante, quando citamos os compostos triazenos. O
berenil também pode se intercalar ao DNA dependendo da seqliéncia de bases
nucleotidicas do DNA (REDDY et al., 1999).

2.2.3 Moléculas que alquilam o DNA

Moléculas alquilantes do DNA sao compostos capazes de transferir grupos
alquil aos sitios nucledfilos do DNA, sob condicoes fisiologicas. Eles sdo capazes de
reagir com uma variedade de O, N e S que constituem os sitios nucletfilos dos
compostos celulares. Exemplos de agentes alquilantes citotéxicos usados como
terapéuticos incluem as mostardas nitrogenadas, etileniminas e metilmelaninas,
alquil-sulfonatos, nitrosuréias e os triazenos (SANDERSON, SHIELD, 1996). A
alquilagéo das bases do DNA constitui um dos modos comuns de causar danos ao
DNA pelos agentes anticancerigenos organicos (DAl et al., 1999). A reacdo desses
compostos com o DNA, RNA e proteinas pode causar a morte celular (PICCIONI et
al., 1995). Seqliéncias com guaninas repetidas tém o menor potencial eletrostatico
molecular, e entdo, sdo mais vulneraveis ao ataque nucleofilico (BACHERIKOV et
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al., 2005). A guanina sofre oxidagdo mais facilmente devido ao baixo potencial de
reducédo e a sua habilidade para se ligar a ions metalicos de transicdo capazes de
catalisarem processos oxidativos (MORENO et al., 2006). O sitio primario para a
alquilacado do DNA por agentes bioldgicos é considerado o atomo N7 da guanina
(BACHERIKOV et al., 2005). A alquilagao do DNA é descrita como uma anomalia
que também pode aumentar a curvatura do polinucleotidio (NINABER,
GOODFELLOW, 1999). A curvatura natural do DNA é importante para a interacao
proteina-DNA (HAGERMAN, 1984).

A dacarbazina é uma pré-droga que precisa ser ativada in vivo para formar
um agente alquilante, o diazometano que ao reagir, causa metilacdo do DNA
inativando-o  (CHABNER, CALABRESI, 1995), como veremos. As mostardas

nitrogenadas (Figura 9) exercem efeitos citotoxicos ao fazerem liga¢des cruzadas
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Figura 9 — Estrutura quimica de algumas mostardas nitrogenadas.

(crosslinking) entre as fitas do DNA (BACHERIKQOV et al., 2005), como mostrado na
Figura 10. A uracil mostarda (uramustina) € um barato agente alquilante oral que tem
sido efetivo para o tratamento de pacientes com linfosarcoma, leucemia linfatica

cronica e trombocitopenia (BARALDI et al., 2002). Uramustina interage com sitios do
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DNA ricos em pares de bases G-C (BARALDI et al., 2002). Mostardas nitrogenadas
ligadas a intercalantes como 9-aminoacridina, 9-anilinoacridina, antraquinonas entre
outros, possuem maior atividade (efeito sinérgico). Mostardas nitrogenadas contendo
unidades acridina ou antraquinonas mostraram de 10 a 100 vezes maior atividade
antileucémica quando comparada com suas mostardas nitrogenadas sem essas
unidades (GOURDIE et al., 1990; BACHERIKOV et al., 2005). Além disso,
mostardas nitrogenadas contendo o ligante da fenda menor do DNA distamicina A
(Figura 9) mostram alta seletividade para se ligar ao DNA (BACHERIKQOV et al.,
2005). Agentes alquilantes sdo agora usados clinicamente principalmente para o
tratamento de doencas neoplasicas, embora eles tenham sido usados como agentes
imunossupressores no tratamento de doengas inflamatérias do tecido conectivo e
em terapias experimentais para esclerose multipla (SANDERSON, SHIELD, 1996).

+ A8

Agente alquilante
bifuncional

5 Ligagéo Ligacéo Ligagéo cruzada
DNA Fita Dupla cruzada cruzada inter-hélices
intrafita interfitas

Adutos
DNA-bisalquilagao

Proteina

Monoaduto Ligag&o cruzada
hidrolizado DNA-proteina

Figura 10 — Efeitos citotéxicos da mostardas nitrogenadas: representacdo das
ligagbes cruzadas (crosslinking) que podem ocorrer com o DNA; ligacao intrafita,
interfitas e inter-hélices. A e B representam dominios eletrofilicos de um agente
alquilante de interesse. Inicialmente, um agente alquilante bifuncional forma uma
ligacdo com DNA (monoaduto), para posteriormente formar a segunda ligagcao, a
qual pode ser com 0 mesmo DNA (bisalquilagdo), uma proteina ou sofrer hidrélise.



37

2.3 Triazenos

Triazenos (TZC) ou diazoaminas constituem uma classe de compostos de
cadeia aberta que contém 3 atomos de nitrogénio interligados em sequéncia (-N=N-
N(H)-). Os TZC tém constituido alvo de constante pesquisa na busca de novos
compostos biologicamente ativos, e elucidagdo do provavel mecanismo de acao
(NIFONTQOV et al.,, 1994). Os compostos triazenos apresentam um histérico de
pesquisa muito interessante quanto as suas atividades bioldgicas. A dacarbazina e o
berenil constituem exemplos de compostos triazenos classicos. A dacarbazina é o
farmaco de referéncia para o tratamento do melanoma metastasico (TENTORI et al.,
1995) e o berenil € um antiprotozoarico (FARRELL et al., 1987). Variacdes
estruturais nas moléculas dos compostos triazenos lhes conferem diferentes
atividades: repelente, antifungica, antibacteriana, herbicida, tricomonicida, inseticida,
antitumoral, mutagénica, carcinogénica e teratogénica (NIFONTOV et al., 1994) e
atividade de clivagem do DNA (BURR et al., 2003; HORNER, 2003; PARAGINSKI et
al., 2006). Assim, esta ampla gama de atividade bioldgica estimula a sintese de
compostos triazenos inéditos em busca de novos agentes farmacoldgicos. As
evidéncias de que diferentes moléculas possuem diferentes formas de atuar na ciséo
do DNA fita dupla e fita simples, dano as bases nitrogenadas e dano oxidativo
(ELMROTH et al., 2003), estimulam as pesquisas sobre drogas conhecidas para
novos mecanismos de acdo, como a clivagem do DNA, pois esta € um mecanismo
recente de atividade antitumoral e muitas moléculas ainda ndo possuem um
mecanismo totalmente conhecido.

O primeiro relato de um composto triazeno com atividade antitumoral foi
reportado por Clarke et al., em 1955. Naquela pesquisa, o composto 3,3-dimetil-1-
feniltriazeno (Figura 11) inibiu o crescimento tumoral do sarcoma 180 (S-180) in vivo,
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Figura 11 — Estruturas quimicas dos compostos a) 3,3-dimetil-1-feniltriazeno; b) 3,3-
dimetil-1-p-nitrofeniltriazeno; ¢) 3,3-dimetil-1-p-toluiltriazeno.
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em ratos. Esse composto foi chamado de “o triazeno”. No mesmo ano, dois outros
compostos foram apresentados por inibirem o crescimento tumoral foram: 3,3-
dimetil-1-p-nitrofeniltriazeno; 3,3-dimetil-1-p-toluiltriazeno (Figura 11). Dagg et al.
(1955), publicaram na mesma data que o 3,3-dimetil-1-feniltriazeno possuia, além da
atividade antitumoral, atividade teratogénica no embrido de galinha. A partir destes
dois trabalhos, iniciou-se a investigacdo da atividade antitumoral dos triazenos. Um
outro trabalho (RONDESTVEDT JR., DAVIS, 1957) mostrou que a atividade
antitumoral de uma série de triazenos andalogos estruturais do 3,3-dimetil-1-
feniltriazeno dependia da presenca de pelo menos um grupo metil ligado ao N3 do
triazeno e que os analogos 1-fenil-3,3-dialquiltriazenos foram os mais ativos em
comparacao com aqueles que apresentavam 1-p-nitrofenil, 1-p-metoxifenil, 1-o-toluil
ou 1-m-trifluorometiltriazeno no lugar da fenila.

Shealy et al. (1962) publicaram a atividade antitumoral in vivo do composto
5(ou 4)-(dimetiltriazeno)imidazol-4(ou 5)-carboxamida (DTIC) contra o sarcoma 180
(S180), o adenocarcinoma 755 (Ca775) e a leucemia linféide L1210 em ratos. Este
foi o primeiro relato do que seria depois o farmaco dacarbazina. Apds, Shealy &
O'Dell, em 1966, sintetizaram e avaliaram a atividade antitumoral de varios
compostos 5-(X, X-triazeno)-v-triazol-4-carboxamida (onde os X representam grupos
alquil), e observaram que o dimetiltriazeno mostrou atividade contra L1210, além do
isopropilmetiltriazeno, que mostrou baixa atividade. No mesmo ano, Shealy & Krauth
(1966) publicaram que o composto 5(ou 4)-[3,3-bis(2-cloroetil)-I-triazenolimidazol-
4(ou 5)-carboxamida mostrara atividade contra S180 e Ca755 em camundongos e
contra carcinoma 256 em ratos. A partir dai, surgiram varios estudos com respeito a
essa atividade antitumoral in vivo (SHEALY et al., 1968a; SHEALY et al., 1968b;
SHEALY, O'DELL, 1970; SHEALY, O'DELL, 1971; LIN et al., 1972; LALEZARI,
AFGHAHI, 1975; ATWELL et al., 1977; GIRALDI et al., 1977; HANSCH et al., 1978;
HATHEWAY et al., 1978; LIN, LOO, 1978; EARL, TOWNSEND, 1979; WILMAN,
GODDARD, 1980; VAUGHAN et al., 1984; WILMAN et al., 1984), da mutagenicidade
(VENGER et al., 1979; HANSCH et al., 1980) e carcinogenicidade (PREUSSMANN
et al.,, 1969; KOLAR, 1986) de diversos triazenos substituidos, além de estudos
clinicos sobre a dacarbazina (LUCE et al., 1970), seu metabolismo (SKIBBA et al.,
1970) e sua farmacocinética (BREIHAUPT et al., 1982). Também sao encontrados
artigos de revisao sobre os triazenos (SHEALY, 1970; JULLIARD, VERNIN, 1981),
artigos sobre agentes quimioterapéuticos que citam os triazenos (MONTGOMERY,
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1986) e outros sobre estudos da relagdo quantitativa estrutura-atividade (GUPTA,
1994). Em 1989 foi realizada a “International Conference on Triazenes: Chemical,
Biological and Clinical Aspects” em Trieste, na ltadlia. Em 1990 foi editado o livro
“Triazenes — Chemical, Biological and Clinical Aspects” (GIRALDI et al., 1990).

A dacarbazina é, atualmente, usada em um regime de dosagem juntamente
com adriamicina, bleomicina e vincristina (ABVD) para doenga de Hodgkin, porém, é
mais ativa sozinha para o tratamento de melanoma avangado e sarcoma de tecidos
moles (LEGHA, 1989). Na clinica, a dacarbazina foi o primeiro composto triazeno
utilizado no tratamento de pacientes com cancer, e € considerada na atualidade
como a droga de referéncia no tratamento do melanoma maligno metastasico
(TENTORI et al., 1995). A dacarbazina constitui um composto triazeno antitumoral, e
suas propriedades citotéxicas haviam sido atribuidas, principalmente, a sua
habilidade de formar adutos principalmente com a posicdo O° da guanina
(DOLLERY, 1991; PICCIONI et al., 1995). No entanto, apesar da formacdo da O°-
metilguanina ser a principal responsavel pela atividade antineoplasica (e também
mutagénica) devido determinar pareamento de bases incorreto, as bases mais
comumente metiladas in vivo sdo: N’-metilguanina (70 %), N'-metiladenina (15 %),
N®-metiladenina (10 %), O°-metilguanina (6-8 %) (MARCHESI et al., 2007).

A dacarbazina foi originalmente considerada uma inibidora da sintese das
purinas (KOLAR, 1986). Porém, a dacarbazina € uma pro-droga sendo hidroxilada
por oxidacdo pelo sistema citocromo P450 para produzir 5-(3-hidroximetil-3-metil-1-
triazenil)imidazol-4-carboxamida (HMMTIC) que por eliminacdo ndo enziméatica de
formaldeido, resulta em 5-(3-metil-1-triazenil)imidazol-4-carboxamida (MTIC), o qual
rapidamente se decompde para 5-aminoimidazol-4-carboxamida (AIC) e
diazometano (CH3;-N*=N), sendo este o alquilante do DNA (GERULATH, LOO, 1972;
CARVALHO et al.,, 2000; ROOSEBOOM et al.,, 2004; MARCHESI et al., 2007)
(Figura 12a). Esse processo é chamado de N-demetilagdo. Entretanto, a oxidagao
metabdlica diminui o nivel desta “droga” no plasma, e conseqlentemente diminui a
atividade (JEAN-CLAUDE et al., 1999). Além do mais, a molécula 5-aminoimidazol-
4-carboxamida quando administrada em animais causa uma variedade de tumores
(timo, estdmago, bexiga e mama), apesar de que em humanos isto nao foi relatado
(KOLAR, 1986). Além do mais, a dacarbazina pode sofrer fotodecomposi¢cao sob luz
ultravioleta gerando dimetilamina e 5-diazoimidazol-4-carboxamida (DIAZO-IC) o
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qual cicliza para 2-azahipoxantina (2-AH) (Figura 12b) (GERULATH, LOO, 1972;
SAUNDERS, CHAOQO, 1974; KOLAR, 1986; MARCHESI et al., 2007).
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Figura 12 — a) Ativacédo da dacarbazina pelo citocromo P450 e metilagdo do DNA: a
hidroxilacdo da dacarbazina pelo citocromo P450 resulta na formacao de 5-(3-
hidroximetil-3-metil-1-triazenil)imidazol-4-carboxamida  (HMMTIC).  5-(3-metil-1-
triazenil)imidazol-4-carboxamida (MTIC) é gerado ndao-enzimaticamente por perda de
formaldeido. MTIC rapidamente se decompde em 5-aminoimidazol-4-carboxamida
(AIC) e CH3-N"=N, o qual alquila o DNA. b) Fotodecomposicdo da dacarbazina
gerando dimetilamina e 5-diazoimidazol-4-carboxamida (DIAZO-IC) o qual cicliza
para 2-azahipoxantina (2-AH).

Na bula do medicamento referéncia da dacarbazina no Brasil, o Dacarb®, da
Eurofarma, encontra-se que o seu mecanismo exato de acao ainda € desconhecido,
porém existem trés hip6teses provaveis: a) inibicado da sintese de DNA pela acao
como um analogo de purina, b) agdo como um agente alquilante, e c) interagdo com
grupos SH. Porém, ndo se encontrou referéncias sobre a interagdo da dacarbazina
com grupos SH.

Lénn & Lohn (1987) publicaram que a dacarbazina causou a quebra do DNA
gerando sequéncias curtas de DNA em células de melanoma e adenocarcinoma de
célon. A analise eletroforética permitiu a visualizagdo DNA com alto (mais de 10
kilobases) e baixo (2 a 10 kilobases) peso molecular para as células tratadas com
dacarbazina e somente DNA de alto peso molecular nas nao tratadas. Além do mais,

os fragmentos pequenos de DNA ndo sdo formados nas células tratadas com



41

afidicolina antes da adicdo da dacarbazina. A afidicolina € uma inibidora da DNA
polimerase o, enzima responsavel pela replicacdo do DNA. Sendo assim, esses
pesquisadores concluiram que a dacarbazina causa dano ao DNA nas células que
estao sintetizando novo DNA.

Assim, na busca de compostos mais ativos e menos citotdxicos surgiram na
década de 80 a temozolomida (8-carbamoil-3-metil-imidazo[5,1-d]-1,2,3,5-tetrazin-
4(3H)-ona e a mitozolomida (3-(2-cloroetil)-imidazo[5,1-d]-1,2,3,5-tetrazin-4(3H)-ona)
(Figura 13).

a) o b) 9 NH,
NH o
p 0 -l 2
< \ NH 4 -CO. N
NN -co, M ? L\L ':, — 4 N N cl
Oﬁk /N o < \ N /CH3 07N~ N NZ \Nl—f\/
N N N/ \NH H
CH H
3 ol 5-(3-cloroetil-1-triazenil)imidazol-4-carboxamida
Temozolomida MTIC Mitozolomida

Figura 13 — Estruturas quimicas da temozolomida (a) e mitozolomida (b) e suas
decomposicées quimicas em pH fisiolégico, com a abertura do anel tetrazinona
formando o triazeno aberto 5-(3-metil-1-triazenil)imidazol-4-carboxamida (MTIC) e 5-
(8-cloroetil-1-triazenil)imidazol-4-carboxamida, respectivamente.

Temozolomida e mitozolomida sdo pré-drogas que geram os triazenos de
cadeia aberta sem a necessidade de metabolismo hepéatico para ativacao e sim por
decomposicao quimica no pH fisiolégico (TSANG et al., 1991; JEAN-CLAUDE et al.,
1998; ARROWSMITH et al., 2002). A temozolomida parece possuir menos
toxicidade e espectro de acdo antitumoral mais amplo que a mitozolomida
(FRIEDMAN et al., 2000). A mitozolomida alquila o DNA por uma cloroetilagéo
(MIDDLETON, MARGISON, 2003) e ndao metilagao como faz a MTIC.

O berenil (Figura 14a) constitui um triazeno que apresenta ampla atividade

a) b) NH l\:H
NH NH HoN NH
2 2 hv (350 nm) HN
2N NH, N’N\N - > N2+
Ny HoN
l}l N
H OH 4-aminobenzenediazénio
Berenil N-(3-hidroxipropil)-berenil

Figura 14 — a) Estrutura quimica da molécula do berenil. b) Estrutura quimica do
analogo do berenil, o 3-hidroxipropil-1,3-bis-(4-amidinofenil)triazeno ou N-(3-
hidroxipropril)-berenil que através de uma fotodegradacdo gera o composto 4-
amidinobenzenodiazénio, ao qual foi atribuida a atividade de clivagem do DNA
pBR322. hv: luz ultravioleta.
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biologica. Essa molécula € usada para babesiose canina, sendo ativa contra o
parasita Babesia canis rossi por interferir na glicélise aerdbica e também na sua
sintese do DNA (ARIYIBI et al., 2001; BARCELO et al., 2001). Ele € capaz de inibir
uma enzima isolada de figado de ratos, leveduras e Escherichia coli, considerada
alvo primario de agentes quimioterapicos, a S-adenosil-L-metionina (AdoMet)
descarboxilase, sendo portanto, utii em desordens proliferativas como o céancer
(MUKHOPADYAY, MADHUBALA, 1995).

O berenil também possui atividade contra Leshmania donovani ao inibir essa
mesma enzima (MUKHOPADYAY, MADHUBALA, 1995), e por inibir a sintese do
DNA, possui atividade contra o protozoario Trypanosoma rhodesiense (FARRELL et
al., 1987). Analogos do berenil contendo furanos possuem atividades contra
infeccdes in vivo de Pneumocystis carinii e Cryptosporidium parvum (REDDY et al.,
1999). O conjugado platina(ll)-berenil possui boa atividade contra células leucémicas
humanas HL60 e U-937 (REDDY et al.,, 1999). Um andlogo do berenil, o N-(3-
hidroxipropril)-berenil (Figura 14b e Tabela 1), recentemente apresentou a
propriedade de clivagem do DNA plasmidial na presenca de luz (BURR et al., 2003).

O mecanismo de acao do berenil foi, recentemente, melhor elucidado (PILCH
et al., 1995) e sua acdo como agente antitripanossémico tem sido atribuida pela
ligacdo nas regides ricas em pares de bases A-T dos acidos nucléicos. Essa ligacao
ocorre via complexacao no sulco menor dos dominios A-T do DNA fita dupla. Ele
pode se ligar ao DNA e ao RNA duplex, exibindo propriedades caracteristicas de
intercalacdo e ligagdo no sulco menor do DNA. Esta ligagdo desenrola a
superenovelacdo negativa do DNA plasmidial e também interfere na atividade de
enzimas topoisomerases tipo Il de eucariéticos (PORTUGAL, 1994). Também foi
reportada a inibicdo da atividade da enzima Ca*-ATPase da membrana,
dependente da concentracdo do berenil, assim como a sua ligagdo secundaria
dentro do DNA nos sitios ricos em bases G+C (ARIYIBI et al., 2001).

Shealy et al. (1966) também relataram a atividade antimicrobiana in vitro dos
compostos triazenos, contra fungos como Candida albicans e Aspergillus flavus e
bactérias como Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Mycobacterium
phlei. A atividade antimicrobiana in vitro e in vivo de triazenoimidazéis também foi
demonstrada e é citada em uma revisdao (SHEALY, 1970). Mais recentemente, uma
nova classe de triazenos, os hidroxitriazenos, mostraram possuir atividade

antimicrobiana contra bactérias gram-positivas, como Streptococcus faecalis e
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Staphylococcus aureus, e contra fungos como Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, “Sporotrichum schenckii’ (hoje Sporothrix schenckii), Tricophyton
mentagrophytes e Aspergillus fumigatus (GOSWAMI, PUROHIT, 2001). Além
dessas, diariltriazenos substituidos mostraram atividade antibacteriana para
bactérias gram-positivas e gram-negativas (MICHELQOT et al., 2006). Os compostos
1-(4-etbxifenil)-3-(4-carbdxifenil)triazeno e 1,3-bis-(4-acetiloximafenil)triazeno
inibiram a multiplicacdo de Oerskovia sp. e Staphylococcus aureus ATCC25923,
respectivamente, enquanto que o composto 1,3-bis-(trifluorometilfenil)triazeno inibiu
as bactérias Enterobacter cloacae, Staphylococcus saprophyticus, Rhodococcus sp.,
Shigella sonnei, Shigella flexneri, Oerskovia sp. (MICHELQOT et al., 2006).

Existem ainda as combilexinas, isto €, moléculas que exibem modos de
ligacdo ao DNA distintos, pois combinam diferentes subunidades ligadas e que
podem ser estudadas para adaptar propriedades farmacolégicas de suas
subunidades, podendo mostrar atividade como inibidoras de topoisomerases e
potenciais novas e melhores drogas anticancerigenas (BAILLY, CHAIRES, 1998).
Uma combilexina constituida de acridina-triazeno (Figura 15) exibe uma preferéncia
maior para sitios ricos em bases AT do que para bases CG, sendo cerca de 40
vezes mais citotdéxica que as subunidades triazeno ou acridina sozinhas contra
leucemia L1210 em ratos e contra uma linhagem celular de cancer de colo uterino
tipo A2780 (MCCAUNAUGHIE, JENKINS, 1995).
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Figura 15 — Estrutura quimica da combilexina acridina-triazeno.
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2.3.1 Recente atividade de clivagem do DNA por compostos triazenos

Como ja citado anteriormente, uma grande quantidade de drogas exibem
efeitos antitumorais por efetivarem a clivagem do DNA levando a apoptose celular
(GONZALEZ et al., 2001; MIZUTANI et al., 2002). Recentemente, esta propriedade
de clivagem do DNA por compostos triazenos foi relatada (BURR et al., 2003;
HORNER, 2003; PARAGINSKI et al., 2006). Na Tabela 1 estao listados alguns
triazenos avaliados quanto a capacidade de clivar o DNA plasmidial fita dupla.
Hérner (HORNER, 2003), no Brasil, foi quem primeiro avaliou a atividade de
clivagem por sete compostos triazenos em sua tese de doutorado, sendo que trés
deles apresentaram esta atividade: 1,3-bis-(4-carbéxifenil)-triazeno (1); 1-(4-
carbéxifenil)-3-(4-amidofenil)-triazeno  (2); 3-(4-carboxifenil)-1-feniltriazeno-1-6xido
(3) (Tabela 1).

O composto 1,3-bis-(4-azofenil)triazeno (13) (PARAGINSKI et al., 2006) da
Tabela 1 é o mesmo T4 do estudo em questao, assim como o 1-(4-bromofenil)-3-(4-
nitrofenil) (14) (HORNER et al., 2005) é o mesmo T2, e suas atividades haviam sido
publicados, juntamente com outros triazenos, pelo nosso grupo de pesquisa. A
porcentagem total de clivagem do DNA efetuada pelos compostos 1, 2 e 3 em pH
8,0 é apresentada na Tabela 2. Os compostos 8 (BURR et al., 2003) e 9
(PARAGINSKI et al., 2006), que também foram aptos de clivar o DNA plasmidial,
nao possuem % de clivagem relatada, por isso, ndo estao incluidos na Tabela 2.

Os compostos triazenos 1, 2, 3 e 9 parecem clivar o DNA por um mecanismo
hidrolitico, a presenca de sequestradores de radicais livres (glicerol, DMSO e
tiouréia) nao afetou a clivagem do DNA plasmidial. Porém, o composto 8 possui um
mecanismo oxidativo, pois necessita de luz ultravioleta, durante a incubagdo com o
DNA, para que ocorra a clivagem.

Titulagdo espectrofotométrica foi realizada com os compostos 1 e 2
(HORNER, 2003), permitindo o calculo da constante de ligacéo intrinseca (K) e
indicando um possivel mecanismo de interacdo com o DNA. A interacdo destes com
o DNA é do tipo eletrostatica de repulsdo de éanions através do grupamento
carboxilico (COOH) do 4-carbéxifenil ligado ao triazeno.
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Tabela 1 — Estruturas quimicas dos compostos triazenos testados quanto a clivagem

do DNA.
R1
_N_ _R»s
\N/ ITI/
R
Nome Quimico R Ri R Cli.2|Referéncia
1 [1,3-bis-(4- ¢} 0
T H \>—©7 \>—©7 Sim | (HORNER, 2003)
carbéxifenil)triazeno HO HO
2 |1-(4-carboxifenil)-3-(4- @) O
idofenil)tri H » \/\ < > Sim | (HORNER, 2003)
amidofenil)triazeno HO O HoN
3 |3-(4-carboxifenil)-1- o)
. L <0 »-@7 @ Sim | (HORNER, 2003)
feniltriazeno-1-6xido HO
4 (1,3-bis-(4- 0 o
etiloxicarbanilfenil)triazeno H /—O: ::: /—O: ::: oP (HORNER, 2003)
H3C H3C
5 |1-(4-etiloxicarbanilfenil)-3- o
(4-nitrofenil)triazeno H /—O: C OzN@ & | (HORNER, 2003)
HsC
6 |1-(4-amidofenil)-3-(4- o]
nitrofenil)triazeno H " N>\ < > OZN@— D | HORNER, 2003)
2
7 |1,3-bis-(4- [9) 0
idofenil)tri H >\ < > D | (HORNER, 2003)
amidofenil)triazeno HzN: C HoN
8 [3-hidroxipropil-1,3-bis-(4- HN HN
PORT] . . Ho i etal
amidinofenil)-triazeno N H2N: O H2N> O Sim | euse etar, 2009
9 |1-(4-etoxifenil)-3-(4- 0
L. - H /_O @ Sim [ (PARAGINSKI et al., 2006)
carboxifenil)triazeno HsC HO
10 (1,3-bis-(2-
trifluorometilfenil)triazeno H D | (PARAGINSKI et al, 2006)
CF4 CF3
11 [1,3-bis-(4- HO—I\{ HO—I\{
acetiloxima)triazeno H H30>_©7 H30>_©7 D | earnainsital 2006
12 [1-(4-nitrofenil)-3-(4- 0
carboxifenil)triazeno H 2 Q HO> O D |wore z003
13 |1,3-bis-(4-azofenil)triazeno N=N
H @N=N@ - & | (PaRAGINSKI et al., 2006)
14 |1-(4-bromofenil)-3-(4-
H Br O,.N & | (HORNER et al., 2005)

nitrofenil)triazeno

3 Cli. = Clivagem do DNA fita dupla; ® @ = néo cliva o DNA.
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Tabela 2 — Porcentagem de clivagem do DNA apresentada pelos compostos 1,2 e 3
nas condicdes citadas, em pH 8,0.

Composto e condicoes (concentracao, tipo Clivagem total do
de DNA plasmidial, temperatura e tempo de DNA (pH 8,0)
incubacao)

1, 1,88 mM, DNA pBEND, 50 °C, 24 horas 90 %

2, 1,88 mM, DNA pBSKII, 50 °C, 24 horas?® 70 %

3, 3,75 mM, DNA pBSKIl, 50 °C, 24 horas® 65,7 %

2 diluido com agua, pois quando diluido com etanol, ndo houve clivagem; °

concentracao maior que de 1 e 2. Composto 1: 1,3-bis-(4-carbdxifenil)-triazeno;
Composto  2: 1-(4-carbdxifenil)-3-(4-amidofenil)-triazeno; Composto  3:  3-(4-
carboxifenil)-1-feniltriazeno-1-6xido.

2.4 Atividade Antibacteriana

Um dos maiores problemas de Saude Publica, enfrentados nas ultimas
décadas foi o agravamento da resisténcia a antimicrobianos em populacdes
bacterianas, principalmente de origem hospitalar devido ao maior uso dos
antibacterianos. Muitas cepas bacterianas, principalmente hospitalares, que antes
eram sensiveis a maioria dos farmacos rotineiramente utilizados na clinica,
atualmente possuem resisténcia a todos ou quase todos os farmacos disponiveis no
mercado (resisténcia adquirida). Isto € a chamada resisténcia a multiplas drogas
(MDR, do inglés Multidrug Resistance). Atualmente, cepas com diferenciados fatores
de viruléncia e promovendo infecgdes com alta mortalidade sdo isoladas de
infeccdes comunitarias, constituindo assim, um novo e preocupante perfil.

Essa resisténcia exacerbada pode ter ocorrido devido a uso indiscriminado de
farmacos antimicrobianos durante a década passada (LEVY, MARSHALL, 2004).
Coincidindo com esse aumento da MDR, as industrias tém diminuido cada vez mais
as pesquisas em busca de novos agentes antibacterianos, devido a diversos fatores:
perda de produtividade industrial, competicdo com o mercado de medicamentos
genéricos e outras pressdes sobre os precos dos farmacos, mercado abarrotado e
confuso e consolidacao industrial (PROJAN, SHLAES, 2004).

Esta multirresisténcia tem ocorrido, sobretudo, com bactérias gram-negativas.
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Nestas bactérias gram-negativas, a MDR deve-se, principalmente, a trés
mecanismos conhecidos: cepas produtoras da enzima beta-lactamase de espectro
ampliado (do inglés ESBL, extended-spectrum beta-lactamase) (PATERSON,
BONOMO, 2005), cepas produtoras da enzima Metalo-beta-lactamase (do inglés
MBL, Metallo-beta-lactamase) (WALSH et al., 2005) e as cepas que possuem o0 gene
AmpC (HANSON, 2003) o qual confere a produgcao de uma beta-lactamase diferente
das outras duas.

Em sintese, as beta-lactamases de espectro ampliado (ESBL) (PATERSON,
BONOMO, 2005) sao enzimas capazes de degradar antibacteriamos que possuem o
anel beta-lactdmico, como ceftazidina, cefepima. As metalo-beta-lactamases (MBL)
sdo enzimas as quais a atividade depende de ions divalentes (usualmente zinco)
como co-fator, e que degradam todos os antibacterianos beta-lactamicos
comercialmente disponiveis, com exce¢dao do aztreonam, um monobactamico
(BUSH, 1998; WALSH et al, 2005). Ja a resisténcia mediada pelo gene
cromossémico AmpC confere a producao de outra beta-lactamase, a qual degrada
antibacterianos beta-lactamicos, com excecdo de cefepima, cefpirona e o0s
carbapenémicos (meropenem, imipenem e ertapenem) (HANSON, 2003; REISBIG
et al., 2003).

A atividade antibacteriana para farmacos, produtos naturais e sintéticos pode
ser avaliada por diferentes metodologias. A metodologia mais empregada é a de
Microdiluicaio em Caldo, recomendada pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI/), antigo National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS), para determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) para os
antimicrobianos disponiveis comercialmente (CLS/, 2003), a qual é adaptada para o
tipo de produto o qual se quer avaliar. A CIM é definida como a menor concentragao
do produto capaz de inibir a multiplicacdo bacteriana (agdo bacteriostatica). A partir
da CIM, pode-se determinar a Concentragdo Bactericida Minima (CBM), que é a
menor concentragdo capaz de matar a bactéria (acao bactericida). Geralmente, as
concentracoes testadas para produtos sintéticos puros ou farmacos variam em uma
faixa de 0,25 a 512 ug/ml (CLSI, 2003).
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2.5 Toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina Leach. (TAS)

Artemia salina L. (Artemiidae) é um camarao invertebrado que vive em habitat
aquatico de ecossistemas de agua salgada ou marinha. Ele pode ser usado no
bioensaio laboratorial para determinar a toxicidade pela estimacédo da Concentracao
Letal Média (LCso) (LEWAN et al.,, 1992), a qual tem sido usada para avaliar a
toxicidade de toxinas, extratos de plantas, efluentes industriais e domésticos, toxinas
fungicas e substancias quimicas (HARWIG, SCOTT, 1971; VANHAECKE et al.,
1981; MEYER et al., 1982; HARTL, HUMPF, 2000; GUERRA, 2001). Existe uma
correlagéo entre a toxicidade geral da Artemia salina e a citotoxicidade frente a
linhagens de células humanas tumorais (MACLAUGHLIN, 1991). A avaliacdo da
toxicidade dos triazenos pela metodologia que utiliza Artemia salina ndo tem sido
reportada.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes, equipamentos e acessorios

Todos os reagentes e solventes utilizados nesta pesquisa foram de grau

analitico e usados sem purificacdo prévia, e sdo comercialmente disponiveis.

3.1.1 Clivagem do DNA, mecanismo de clivagem e titulacdo espectrofotométrica UV-
Vis

Reagentes: Ampicilina, brometo de etidio, caldo Luria Bertani (LB), agar Luria
Bertani (LB), piperazine acido N,N™-bis(2-etanosulfénico) (Pipes), tris(hidroximetil)-
aminometano.HCI (Tris.HCI), sal sédico de bromofenol, RNase, acido bdrico, glicerol,
lisozima, metileno-bis-acrilamida, SDS foram obtidas do USB. Agarose foi obtida da
Invitrogen. Cloreto de calcio e &cido acético glacial foram obtidos da Chemco.
Hidroxido de sédio, hidroxido de potassio, uréia, metanol, etanol, isopropanol,
isopentanol, D-glicose, acetato de sédio trihidratado, acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) e dimetilsulfoxido (DMSO) foram obtidos da Vetec. Sulfato de magnésio foi
obtido da Nuclear. Tiouréia foi obtida da Merck. Agua destilada foi purificada pela
passagem através de um sistema de purificacdo Millipore e esterilizada por
autoclavacao. Reagentes para a analise de clivagem do DNA preparadas de acordo
com técnicas de esterilidade padrdes.

Equipamentos e acessorios: centrifuga Excelsior, centrifuga para microtubos
eppendorff, pHmetro, estufas bacteriolégicas, pipetas automaticas (0,1-10; 5-40; 40-
200; 200-1000 pl), espectrofotometro Shimadzu UV-Visivel UV-1650PC, forno
microondas, autoclave, balanca analitica, capela de fluxo laminar Labconco Class
2B, freezer -20 °C, geladeira, Shaker de incubacao, pipetas, falcons, erlenmeyes,
béquers, baldes volumétricos, tubos de ensaio, microtubos eppendorffs, placas de

Petri, provetas.
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3.1.2 Atividade antibacteriana

Reagentes: caldo Mueller-Hinton, &agar Mueller-Hinton, NaCl, agar
MacConkey, glicerol, caldo triptico de soja (TSB), NaCl, a4gua destilada e agua Milli-
Q, &cido citrico.

Equipamentos e acessorios: estufas bacteriolégicas, pipetas automaticas de
volume variavel (0,1-10; 5-40; 40-200; 200-1000 pl), espectrofotdbmetro Baush &
Lomb, autoclave, balanga analitica, forno microondas, capela de fluxo laminar
Labconco Class 2B, freezer -20 °C, geladeira, pipetas, erlenmeyes, béquers, balées
volumétricos, tubos de ensaio, microtubos eppendorffs, alca de platina, fio de platina,
tubos de ensaio, algodao.

3.1.4 Toxicidade frente a Artemia salina Leach.

Reagentes: bicarbonato de sédio, azida de sdodio, cloreto de sdédio, acido
citrico, agua destilada.

Instrumentacédo: incubador de cistos de Artemia salina, aerador de aquario,
balanca analitica, tubos de ensaio, pipeta de Pasteur, placas de Petri, pipetas

automaticas, pipetas volumétricas, provetas.

3.2 Compostos triazenos utilizados

Foram testados para atividades de clivagem do DNA, antibacteriana e
toxicidade frente Artemia salina 6 compostos triazenos sintetizados no laboratério de
Quimica Inorganica pelos mestrandos e doutorandos orientados pelo Professor
Doutor Manfredo Hoérner do Programa de Po6s Graduacdo em Quimica. Esses
compostos foram caracterizados previamente aos estudos efetuados nesta
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dissertacdo. Além desses, foi testado o medicamento antitumoral dacarbazina
(Asercit®), por este ser um composto triazeno e ndo ter um mecanismo ainda
totalmente esclarecido (DACARB, 2007). Este medicamento, testado para a
atividade antibacteriana e toxicidade frente Artemia salina, foi industrializado pelo
Laboratério Filaxis (Argentina), importado e distribuido no Brasil pelo Laboratério
ftaca. A Tabela 3 mostra as estruturas quimicas dos compostos sintetizados e da
dacarbazina.

Tabela 3 — Estruturas quimicas dos compostos triazenos utilizados neste estudo de
clivagem do DNA, atividade antibacteriana e toxicidade frente Artemia salina e seus
respectivos nomes quimicos.

Nome Quimico R

T1 | 1,3-bis-(fenil)triazeno-1-N-hidrdxido

@

T2 | 1-(4-bromofenil)-3-(4-nitrofenil)triazeno

T3 | 1-(4-azofenil)-3-(4-nitrofenil)triazeno

O O
T4 | 1,3-bis-(4-azofenil)triazeno @ C

T6 | 1-(4-carboxifenil)-(3-azofenil)-triazeno

O-
O~
T5 | 1,3-bis-(2-bromofenil)triazeno Q Q
Br
O | OO~

Dacarbazina — Asercit® (DTIC, 5-(3,3-
dimetil-1-triazenil)imidazol-4-carboxamida) | cH,

CH,

O
-0 |0
ILNHz

A partir daqui, os compostos triazenos sintetizados sao referidos como T1, T2,
T3, T4, T5 e T6 devido a mais facil designacdo do que seus nomes quimicos
completos. O medicamento Asercit® é comercializado na forma de pé (200 mg de
dacarbazina) em frasco-ampola contendo os excipientes &cido citrico (200 mg) e
manitol (100 mg).
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3.3 Screening de clivagem do DNA plasmidial pelos triazenos T1 a T6

O ensaio screening para verificar a clivagem dos acidos nucléicos foi
desenvolvido com plasmidios pBSKIl e pUC18. Primeiramente, foi feita a
transformacado das bactérias (insercao do plasmidio) para posterior extracdo desse
DNA. Esses plasmidios foram inseridos nas células bacterianas de E. coli cepa
DH5a pelo método de cloreto de célcio gelado. Apds a transformacéao, a bactéria foi
cultivada em agar Luria Bertani (LB) contendo ampicilina (100 pg/ml). Sendo que os
plasmidios conferem resisténcia a ampicilina, somente as bactérias contendo o
plasmidio crescem neste meio.

Para extracdo do DNA, as bactérias foram cultivadas em caldo Luria Bertani
(LB) contendo ampicilina (100 pg/ml). O DNA superenovelado (pBSKII e pUC18) foi
extraido de acordo com procedimentos padrdes (AUSUBEL et al., 1995), pela
técnica de lise alcalina. O DNA extraido foi analisado quanto a pureza através de
leituras espectrofotométricas UV-Vis a 260 e 280 nm, sendo que uma razdo de
absorbancia entre esses comprimentos de onda de 1,9 a 2,0 indica que o DNA esta
suficientemente livre de proteinas (AUSUBEL et al., 1995). A concentracdo do DNA
foi determinada espectrofotometricamente usando o coeficiente de extingdo molar de
50 pg/ml (1 Azs0) (AUSUBEL et al., 1995).

Para o ensaio screening de clivagem, em um volume final de 20 pl, os
seguintes reagentes foram adicionados em microtubos eppendorffs: 1 ug de DNA
plasmidial (pBSKIl ou pUC18), e diferentes concentragbes finais dos compostos
testados T1 ao T6 (3,75; 1,875; 1,25; 0,75 and 0,375 mM), a pH 6,0 (200 mM
tampao Pipes), 7,0, 7,5 ou 8,0 (200 mM tampéo Tris.HCI). As solucdes foram
incubadas nas estufas a 37 e 50 °C por 24 horas, e, se necessario, 0s microtubos
foram armazenados a -20 °C até a andlise por eletroforese em gel de agarose. Os
triazenos foram dissolvidos em etanol:agua 1:1.

As amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agarose a 0,8 %,
com aplicacdo de uma voltagem de 50-70 V por 2-3 horas, utilizando tampao de
corrida TBE 0,5X (TBE 10X: 0,89 M Tris.HCI pH 8,0, 0,89 M &cido bérico, 0,02 M
EDTA) (AUSUBEL et al., 1995). 4 pul de solugao loading buffer (tampao de leitura),
composto de Tris.HCI 50 mM, glicerol 50 % e azul de bromofenol 0,01 %, foram
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adicionados a cada microtubo previamente a eletroforese. Neste tampao, o Tris.HCI
tem a funcdo de tamponamento, o glicerol ajuda a dar a densidade para que a
amostra seja aplicada ao gel e o azul de bromofenol permite a visualizagdo da
corrida a olho nu pela cor azul. O DNA foi visualizado por adicdo de brometo de
etidio (10 mg/ml) ao gel de agarose (2 pg/ml) (AUSUBEL et al., 1995). As bandas de
DNA foram visualizadas em um transiluminador UV a 312 nm, fotografadas usando
uma maquina fotografica digital e quantificadas usando o programa de computador
Scion Image Beta 4.03 (Scion Corp.).

A clivagem do DNA ¢ verificada por relaxamento do DNA superenovelado
(forma ) dos plasmidios para as formas circular aberta (forma Il) e linear (forma lll).
Quando o plasmidio circular aberto é submetido a eletroforese, a migracdo mais
rapida pode ser observada da forma superenovelada. Se uma fita do DNA fita dupla
é clivada, o superenovelamento se desfaz relaxando para a forma circular aberta, de
mobilidade eletroforética mais lenta. Se ambas as fitas sdo clivadas, a forma linear é
gerada, e esta, tem migracao eletroforética intermediaria, ou seja, entre as formas
superenovelada e circular aberta (Figura 3, na revisao bibliografica) (MACIAS et al.,
2005). Para reacgbes envolvendo o DNA superenovelado, foi usado um fator de
correcdo de 1,42 para calcular a quantidade total, devido a capacidade de
intercalacdo do brometo de etidio ser menor nesta forma de plasmidio (HEGG,
BURSTYN, 1996). As quantidades relativas das diversas formas de DNA (I, Il e Ill)
foram determinadas por divisdo da intensidade fluorescente de uma banda em
particular pela soma total das intensidades das bandas de cada linha. A
porcentagem total de clivagem foi calculada com sendo [% de aumento forma Il + 2
(% de aumento da forma 1ll)] sabendo-se que ha ao menos dois eventos de clivagem
para passar da forma | para a forma Ill do DNA plasmidial (SCHNAITH et al., 1994;
BLACKBURN, GAIT, 1996; HEGG, BURSTYN, 1996), quando esta forma aparece.

Todas as reacdes foram realizadas em triplicata.

3.4 Mecanismo de clivagem do DNA plasmidial pelo triazeno T1

Para verificar o mecanismo de clivagem pelo triazeno T1, foram usados
sequestradores de radicais livres (SCHNAITH et al., 1994; FREY et al., 1996; HEGG,
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BURSTYN, 1996; REN et al, 2000; ROSSI et al, 2002; HORNER, 2003;
SCARPELLINI et al., 2003; DAS et al., 2005) (tiouréia 40 mM, glicerol 0,1 e 1 % e
dimetilsulféxido 40 mM) na condicdo do ensaio screening a qual houve maior
clivagem (Tris.HCI pH 8,0, 50 °C), no entanto, ndo foram utilizados os dois
plasmidios, mas somente pUC18. Além do mais, somente a maior concentracao do
triazeno T1 (3,75 mM) foi usada, devido a reacdo de clivagem ser mais eficiente e
permitir melhor visualizacdo da interferéncia dos sequestradores de radicais livres.
Reacbes em atmosfera de argbnio também foram realizadas com o propdésito de
verificar a clivagem na auséncia de oxigénio atmosférico. Para este ensaio,
brevemente apds a adicdo de T1, argbnio foi instilado aos microtubos eppendorffs,
os quais foram selados e incubados a 50 °C, de acordo com metodologia descrita
(HORN JR. et al., 2005).

Todas as reacgdes foram realizadas em triplicata.

3.5 Titulacao espectrofotométrica UV/Vis DNA-triazeno T1

As medidas espectrofotométricas foram realizadas a temperatura ambiente
(22 £ 1 °C) em 30 mM tampéo Pipes (pH 6,5) e 30 mM tampao Tris.HCI (pH 7,0 e
8,0). Os espectros UV-Vis foram medidos em um espectrofotbmetro UV-Vis
Shimadzu UV-1650PC na faixa de comprimento de onda 190-590 nm.

3.6 Atividade antibacteriana dos triazenos T1 a T6 e da dacarbazina (Asercit®)

3.6.1 Bactérias utilizadas

As bactérias utilizadas foram cepas American Type Culture Collection (ATCC)
e cepas provenientes de isolados clinicos do Hospital Universitario de Santa Maria
(HUSM). Entre as bactérias provenientes do HUSM, estdo aquelas com mecanismos

de resisténcia diversos, incluindo as multirresistentes sem um determinado



55

mecanismo. Esses mecanismos de resisténcia sao:
e bactérias que possuem ESBL
e bactérias que possuem MpBL
e bactérias que possuem resisténcia mediada pelo gene cromossémico
AmpC,
As bactérias usadas para analise antibacteriana dos triazenos T1 a T6 e da
dacarbazina estao listadas nas Tabela 4 e 5. O perfil de resisténcia foi determinado

pela mestranda Claudia de Mello Bertoncheli em sua pesquisa de mestrado.

Tabela 4 — Bactérias gram-positivas utilizadas na analise antibacteriana dos
compostos triazenos T1 a T6 e da dacarbazina (Asercit®) e suas caracteristicas.

Bactérias Gram-Positivas Caracteristica
Staphylococcus epidermidis Isolado clinico
Streptococcus agalactiae Isolado de hemocultura
Staphylococcus aureus Isolado de hemocultura
Staphylococcus hominis subsp. hominis Isolado clinico
Micrococcus sp. Isolado clinico
Staphylococcus saprophyticus Isolado clinico
Staphylococcus aureus (B-hemolitico) Isolado clinico
Oerskovia sp. Isolado clinico
Streptococcus agalactiae Isolado clinico
Rhodococcus sp. Isolado clinico
Bacillus cereus Isolado de endocardite
Staphylococcus haemolyticus Isolado clinico
Listeria monocytogenes Isolado clinico
Corynebacterium sp. Isolado clinico

ATCC
Bacillus cereus ATCC 14579
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Listeria monocytogenes ATCC 15313
Micrococcus luteus ATCC 7468
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
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Tabela 5 — Bactérias gram-negativas utilizadas na andlise antibacteriana dos
compostos triazenos T1 a T6 e da dacarbazina (Asercit®) e suas caracteristicas.

Bactérias Gram-Negativas

Caracteristica

Enterobacter cloacae

Isolado clinico

Shigella flexneri

Isolado clinico

Salmonella sp.

Isolado clinico

Serratia marcescens

Isolado clinico

Escherichia coli (EPEC)

Isolado clinico

Klebsiella pneumoniae

Isolado clinico

Salmonella typhi

Isolado clinico

Enterobacter cloacae M-R sensivel somente ao Imipenem
Raulstonia pickettii Isolado clinico
Acinetobacter baumannii Isolado clinico

Salmonella typhimurium

Isolado clinico

Acinetobacter Iwoffii

Isolado clinico

Enterobacter aerogenes

M-R sensivel somente ao Imipenem (cepa 84)

Klebsiella pneumoniae

ESBL (cepa 23

Escherichia coli

ESBL (cepa 32

Klebsiella oxytoca

Enterobacter cloacae

)

( )
ESBL (cepa 14)
ESBL (cepa 75)

Proteus mirabilis

ESBL (cepa 8

Pseudomonas aeruginosa

MBL (cepa 13

)

)
Pseudomonas sp. MBL (cepa 15)
Acinetobacter baumannii MBL (cepa 21)
Pseudomonas aeruginosa MBL (cepa 11)
Pseudomonas aeruginosa MBL (cepa 14)
Serratia marcescens AmpC

Citrobacter freundii AmpC (cepa 7)
Enterobacter cloacae AmpC (cepa 8)
ATCC
Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Salmonella choleraesuis ATCC 10708

M-R: multirresistente. EPEC: E. coli enteropatogénica classica.
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3.6.2 Microdiluicdo em Caldo

Para avaliacdo da atividade antibacteriana, foi empregada a técnica de
microdiluicdo em caldo com determinacdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)
descrita pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLS/) (2003), antigo
National Committee for Clinical, Laboratory Standards (NCCLS).

Os ensaios foram realizados em triplicata com séries de diluicbes de cada
composto em placas estéreis com 96 pocos. Foi empregado controle positivo de
crescimento para cada bactéria (inéculo, caldo Mueller-Hinton), controle negativo
(caldo Mueller-Hinton, composto) para descartar alguma possivel contaminagdao nos
compostos e controle do solvente, para avaliar a atividade do etanol sobre as
bactérias.

Os triazenos T1 a T6 foram inicialmente solubilizados em etanol, e
adicionadas aos pogos de modo que ficassem diluidas a dez diferentes
concentracdes na razédo de 2 (128 a 0,25 pug/ml). A dacarbazina foi dissolvida em
agua estéril de modo que as concentracOes testadas fossem as mesmas dos
triazenos T1 a T6. Essas concentragbes sdo igualmente as preconizadas pelo CLSI
para alguns medicamentos antibacterianos.

O inéculo bacteriano foi preparado a partir de bactérias ativadas, as quais
foram repicadas em agar Mueller-Hinton com 18-24 horas de antecedéncia, em
solucdo salina e ajustado com uso de espectrofotbmetro para a escala 0,5 de
MacFarland, a qual corresponde a 1 x 108 UFC/ml (a leitura do indculo foi ajustada
para 0,08 a 0,1 de absorbancia no comprimento de onda 625 nm contra o branco).
Apo6s a aplicacao do composto, a suspensao bacteriana foi inoculada nas nos pogos
da placa de modo que a concentragdo bacteriana final fosse de 5 x 10° UFC/ml,
como preconiza o CLSI (2003).

As placas foram incubadas a 35 + 2 °C por 18-24 horas. Apds este periodo, a
leitura das CIMs foi feita utilizando-se como revelador o corante enzimatico cloreto
de 2,3,5-trifenil-tetrazolio diluido a 2 % em agua e autoclavado. Este corante é
incolor e se torna avermelhado em meios reduzidos, como aqueles em que houve a
multiplicacdo bacteriana, ou seja, a CIM foi visualizada como sendo inibigdo do
crescimento em 80 % ou mais (CLSI, 2003), comparado visualmente com a cor
avermelhada do controle positivo.
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A Concentragdo Bactericida Minima (CBM) foi determinada a partir da CIM.
Para isto foram realizados repiques a partir dos pog¢os onde houve inibicdo para
placas de Petri contendo o meio agar Mueller-Hinton. A auséncia de crescimento
bacteriano indicou que o composto foi bactericida na concentragao testada.

3.7 Toxicidade dos triazenos T1 a T6 e da dacarbazina frente ao
microcrustaceo Artemia salina Leach. (TAS)

A metodologia empregada foi uma adaptacdo da metodologia de Vanhaecke
et al. (1981), a qual serve para avaliar a toxicidade de extratos de plantas,
substancias quimicas e efluentes. Para determinar a toxicidade dos compostos
triazenos T1 a T6 e da dacarbazina frente ao microcrustaceo Artemia salina Leach.,
50 mg de cistos de A. salina foram incubados em uma camara de incubagdo com
agua contendo NaCl (60 g/l), a temperaturas entre 24 e 30 °C (MEYER et al., 1982).
O pH foi ajustado para aproximadamente 9 pela adicdo de bicarbonato de sddio
(NaHCOs3, 1,0 g/l), para evitar morte das larvas de A. salina por decréscimo no pH
durante a incubacdo (LEWAN et al., 1992). Ap6s 24 horas, as larvas fototropicas
foram separadas e contadas usando uma pipeta de Pasteur. Para os compostos
testados, foram usadas cinco concentracdes (em triplicata) para determinar a
relacdo dose-resposta, e grupos controles foram ajustados com os solventes usados
para as diluicoes. As concentracbes finais testadas foram 50, 5, 0,5, 0,05, 0,005
ug/ml. Solucbes dos triazenos T1 a T6 e da dacarbazina foram preparadas em
etanol e agua, respectivamente. Além disso, foram realizados controles com &cido
citrico e manitol, excipientes da dacarbazina. Todos os tubos com amostras
contiveram 10 larvas, incluindo os dos grupos controle, e foram ajustados para o
volume total de 5 ml com a mesma solugao de incubacgéao. Ap6s 24 horas, as larvas
vivas e mortas foram contadas e a concentracao letal média (CLsg) foi estimada
usando o método estatistico dos Probitos (FINNEY, 1971) utilizando um programa
de computador.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Screening de clivagem do DNA plasmidial pelos triazenos T1 a T6

A atividade de clivagem pelos compostos 1,3-bis-(fenil)triazeno-1-N-hidroxido
(T1), 1-(4-bromofenil)-3-(4-nitrofenil)triazeno (T2), 1-(4-azofenil)-3-(4-
nitrofenil)triazeno (T3), 1,3-bis-(4-azofenil)triazeno (T4), 1,3-bis-(2-bromofenil) (T5) e
1-(4-carbéxifenil)-3-(4-azofenil)triazeno (T6) sobre os DNAs pUC18 e pBSKII foi
estudada em diferentes condicdes: diferentes concentracbes finais (3,75, 1,875,
1,25, 0,75 e 0,375 mM), diferentes pHs (6,5, 200 mM tampé&o PIPES; 7,0, 7,5 e 8,0,
200 mM tampéao Tris.HCI), nas temperaturas de 37 e 50 °C por 24 horas de
incubacao.

Os compostos triazenos T2 a T6, nao apresentaram atividade de clivagem
nas condigdes testadas. O triazeno T1 foi o Unico capaz de clivar o DNA plasmidial.
A Figura 16 mostra os resultados para clivagem nas diferentes condi¢ées. T1 clivou
eficientemente o DNA superenovelado (forma |) para o DNA circular aberto (forma Il)
a 50 °C, a pH 8,0 (Tris.HCI) com cerca de 50 %, como quantificado por densitometria
das bandas apoés a eletroforese em gel de agarose. Assim, as reacdes para verificar
o mecanismo foram desenvolvidas neste pH e temperatura. A passagem da forma |l
para a forma Ill ndo ocorreu significativamente. A reacao de clivagem dos DNAs pelo
triazeno T1 na concentragéo de 3,75 mM foi de 23 e 24 % para pUC18 e pBSKII +
Pipes pH 6,5, respectivamente, 31 e 30 % para pUC18 e pBSKIl + Tris.HCI pH 7,0,
respectivamente, 36 e 37 % para pUC18 e pBSKIl + Tris.HCI pH 7,5,
respectivamente, 50 e 46 % para pUC18 e pBSKIl + Tris.HCI pH 8,0,
respectivamente.

Um resumo da clivagem total na maior concentracdo testada (3,75 mM) é
apresentado na Tabela 6. A porcentagem total de clivagem do DNA foi calculada
apdés quantificacdo das bandas do DNA com a ajuda do programa Scion Image
(Scion Corp.). Para o calculo da porcentagem total de clivagem foi usada a equacéao
[(% de aumento da forma Il) + 2 (% de aumento da forma Ill)] (SHNAITH et al., 1994;
BLACKBURN, GAIT, 1996; HEGG, BURSTYN, 1996).
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Figura 16 — Porcentagem de clivagem do DNA superenovelado (forma |) para
circular aberto (forma Il) pelo composto 1,3-bis-(fenil)triazeno-1-N-hidréxido (T1) em
diferentes condi¢des: a) Tampao Pipes 200 mM pH 6,5, a esquerda, pUC18, a
direita, pBSKII; b) Tampao Tris.HCI 200 mM pH 7,0, a esquerda, pUC18, a direita,
pBSKIl; ¢) Tampao Tris.HCI 200 mM pH 7,5, a esquerda, pUC18, a direita, pBSKII;
d) Tampéao Tris.HCI 200 mM pH 8,0, a esquerda, pUC18, a direita, pBSKIIl. Em
todos: linha 1, somente DNA; linha 2, DNA + 3,75 mM de T1; linha 3, DNA + 1,88
mM de T1; linha 4, DNA + 1,25 mM de T1; linha 5, DNA + 0,75 mM de T1; linha 6,

DNA + 0,375 mM de T1; todas as reagdes foram realizadas a 50 °C/24 h.

Tabela 6 — Porcentagem de clivagem do DNA plasmidial pelo triazeno T1 a 3,75 mM,
nos diferentes pHs testados a 50 °C/24 h.

Tampao Plasmidio pUC18 | Plasmidio pBSKII
Pipes pH 6,5 23 % 24 %
Tris.HCI pH 7,0 31 % 30 %
Tris.HCI pH 7,5 36 % 37 %
Tris.HCI pH 8,0 50 % 46 %




61

4.2 Mecanismo de clivagem do DNA plasmidial pelo triazeno T1

Alguns exemplos (BURR et al., 2003; HORNER, 2003; PARAGINSKI et al.,
2006) de triazenos que possuem atividade de nuclease artificial através de
mecanismos oxidativo ou hidrolitico sdo descritos na literatura. Em vista disso, para
revelar a natureza das espécies reativas envolvidas na clivagem do DNA, as reacbes
de clivagem foram realizadas na presenca de conhecidos sequestradores de radicais
hidroxil (HO") glicerol, dimetilsulféxido (DMSO) e tiouréia (Figura 17).

Plasmidio pUC18/50 °C
2 1 2 ,‘3 5 6
Forma Il | “

Glicerol

Forma |
Clivagem total (%)

b)
Forma Il
: DMSO
Forma | P e g
Clivagem total (%) 50 0 50
c) 1 2 3 4
Forma Il PR e —
Tiouréia
Forma | - P
Clivagem total (%) 50 0 49
d) 1 2
Forma ll ot o
Argbnio
Forma | g -
Clivagem total (%) 49

Figura 17 — Atividade de clivagem do DNA plasmidial pelo composto 1,3-bis-
(fenil)triazeno-1-N-hidroxido (T1) sob diferentes condicbes para verificar o
mecanismo. a) Linha 1, somente plasmidio pUC 18; linha 2, plasmidio pUC18 + 3,75
mM de T1; linhas 3-4, plasmidio pUC18 + glicerol 0,1 e 1,0 %, respectivamente;
linhas 5-6, plasmidio pUC18 + 3,75 mM de T1 + glicerol 0,1 e 1,0 %,
respectivamente. b) Linha 1, somente plasmidio pUC18; linha 2, plasmidio pUC18 +
3,75 mM de T1; linha 3, plasmidio pUC18 + DMSO 40 mM; linha 4, plasmidio
pUC18 + 3,75 mM de T1 + DMSO 40 mM. c) Linha 1, somente plasmidio pUC18;
linha 2, plasmidio pUC18 + 3,75 mM de T1; linha 3, plasmidio pUC18 + tiouréia 40
mM; linha 4, plasmidio pUC18 + 3,75 mM de T1 + tiouréia 40 mM. d) Linha 1,
plasmidio pUC18 + argbnio; linha 2, plasmidio pUC 18 + argbnio + 3,75 mM de T1.
Todas as reacdes foram incubadas a pH 8,0 (Tris.HCI 200 mM) a 50 °C/24 h.
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Como pode-se observar, os sequestradores nao inibiram as reagbes de
clivagem. Isto sugere que radicais HO' difusiveis ndo estdo envolvidos nesta reagao.
Também foram desenvolvidas reacdes de clivagem em atmosfera de argbnio para
eliminar a presenca de ar atmosférico. A clivagem do DNA pUC18 pelo composto T1
em atmosfera de argdnio n&o foi diminuida indicando que o ar atmosférico ndo € um
fator essencial para a clivagem do DNA por este composto. Em conclusédo, os
resultados apresentados indicam que a reacdo ocorre provavelmente por um
mecanismo hidrolitico, assim como outros compostos triazenos citados na literatura
(HORNER, 2003).

Outros triazenos citados também foram capazes de clivar eficientemente o
DNA: 1,3-bis-(4-carboxifenil)-triazeno (1) (HORNER, 2003); 1-(4-carbdxifenil)-3-(4-
amidofenil)-triazeno (2) (HORNER, 2003); 3-(4-carbdxifenil)-1-feniltriazeno-1-6xido
(3) (HORNER, 2003); 1-(4-etoxifenil)-3-(4-carboxifenil)triazeno (9) (PARAGINSKI et
al., 2006). Na Tabela 7 pode-se visualizar uma comparacao entre os triazenos T1, 1,
2 e 3 que foram analisados de forma semelhante.

Tabela 7 — Comparacao da atividade dos triazenos que clivam o DNA.

% de clivagem Inibicao da clivagem Religacao com

Composto )
apH 8,0 Glicerol | DMSO | Tiouréia | Argénio | Ts-DNA ligase

T1 50 (3,75 mM) - - - - NE

1 90 (1,88 mM) - - 10 % - NR

2 70 (1,88 mM) - - - - NR

3 65,7 (3,75 mM) - - - - NR

T1: 1,3-bis-(fenil)triazeno-1-N-hidréxido; 1: 1,3-bis-(4-carbéxifenil)-triazeno; 2: 1-(4-carboxifenil)-3-(4-
amidofenil)-triazeno; 3: 3-(4-carbdxifenil)-1-feniltriazeno-1-6xido. NE: ensaio ndo efetuado. NR: néo
houve religacdo. Observacdo: O composto (2) foi dissolvido em &gua e etanol, sendo que a clivagem
ocorreu somente com o composto dissolvido em agua.

Na Tabela 7 podemos verificar que o composto 1, entre os quatro citados, foi
0 que apresentou maior % de clivagem (90 %). Além disso, todos foram mais ativos
em pH 8,0 (tampéo Tris.HCI/50 °C/24 h), e os seqlestradores de radicais livres
testados (glicerol, DMSO e tiouréia) nao inibiram a clivagem com excecao da
inibicao de 10 % pela tiouréia, efetuada pelo composto 2. A utilizacao da atmosfera
de argbnio (anaerobiose) nao inibiu a clivagem em nenhum dos compostos,

indicando que a presenga de oxigénio ndo € necessaria. Teste de religacdo dos
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DNAs clivados pelos compostos 1, 2 e 3 com a enzima T4-DNA ligase foram
efetuados e mostraram que os fragmentos nado foram religados, indicando
provavelmente que eles ndo sao capazes de regeneracao catalitica, possivelmente
permanecendo covalentemente ligados aos terminais 5-OPO3; ou 3-OH do DNA
(HORNER, 2003).

Outro composto triazeno publicado em 2003, analogo ao berenil constitui o N-
(3-hidroxipropil)-1,3-bis-(4-amidinofenil)triazeno (8), ja citado na revisdo. Ele foi
capaz de clivar o DNA plasmidial pBR322 na presenca de luz por 5 minutos a 4 °C
(mecanismo oxidativo). A clivagem foi atribuida a um subproduto da fotélise de 8, o
4-amidinobenzenodiazbénio 8a (Figura 14). O composto 8, em estudos de footprinting
e de ligacao, mostrou forte preferéncia por sitios ricos em bases A-T, assim como o
berenil.

Outros compostos triazenos encontrados na literatura que nao foram aptos de
clivar o DNA (Tabela 1, na introdugcdo) sdo representados por: 1,3-bis-(4-
etiloxicarbanilfenil)triazeno  (4) (HORNER, 2003); 1-(4-etiloxicarbanilfenil)-3-(4-
nitrofenil)triazeno (5) (HORNER, 2003); 1-(4-amidofenil)-3-(4-nitrofenil)triazeno (6)
(HORNER, 2003); 1,3-bis-(4-amidofenil)triazeno (7) (HORNER, 2003); 1,3-bis-(2-
trifluorometilfenil)triazeno  (10) (PARAGINSKI et al., 2006); 1,3-bis-(4-
acetiloxima)triazeno (11) (PARAGINSKI et al, 2006); 1-(4-nitrofenil)-3-(4-
carbéxifenil)triazeno (12) (PARAGINSKI et al., 2006); 1-(4-bromofenil)-3-(4-
nitrofenil)triazeno (14) (HORNER et al., 2005). Apesar destes compostos nio

(
(

apresentarem atividade de nuclease, esses resultados sdo importantes, pois nos
permitem fazer uma comparagdo estrutural com aqueles que clivaram o DNA. O
composto 1,3-bis-(4-azofenil)triazeno (13) (PARAGINSKI et al., 2006) da Tabela 1
(na revisdo bibliografica) € o mesmo T4 desse estudo, assim como o 1-(4-
bromofenil)-3-(4-nitrofenil) (14) (HORNER et al., 2005) é o mesmo T2, e haviam sido
publicados, juntamente com outros triazenos, pelo nosso grupo de pesquisa.
Sreedhara & Cowan (2001) afirmam que a conversdo do DNA
superenovelado para forma linear € usualmente atribuida a clivagens fita dupla
especificas, que ndo ocorrem ao acaso. Assim, esta eficiente clivagem ocorre entre
12 a 16 pares de base do segmento do DNA fita dupla. Portanto, uma molécula que
cliva a fita dupla do DNA deve corta-lo pelo menos duas vezes para transformacéao
da FI em FIll. Os compostos 1, 3, 8 e 9 constituem exemplos de clivadores
especificos que foram aptos de formar a Flll. Esta clivagem do DNA fita dupla é
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consideravelmente importante, uma vez que s&o mais significantes para a morte
celular do que as quebras de fitas simples (DETMER Il et al., 1996; DETMER III et
al., 1997), devido a dificuldade de reparo desse DNA. Por isso, aqueles compostos
que clivam a fita dupla possuem maior importancia do que aqueles que clivam a fita
simples, seja para sua utilizagdo como nucleases sintéticas, como uma droga ou

para estudos de mecanismos de reparo do DNA.

4.2.1 Analise estrutura-atividade para a clivagem do DNA

O triazeno 1 foi mais ativo que o 2 quanto a clivagem dos DNAs testados (90
e 70 %, respectivamente, de clivagem a 1,88 mM). Isto nos permite supor,
analisando a relacédo estrutura-atividade, que a presenca de um grupamento 4-
carboxifenil, ligado ao nucleo fundamental triazeno é responsavel pela atividade de
clivagem do DNA enquanto o 4-amidofenil ndo possui atividade. Isto € visualizado,
sabendo-se que o 1 possui dois grupamentos 4-carboxifenil e 0 2 possui apenas um,
além do grupamento 4-amidofenil. Isto € melhor comprovado pelo fato do composto
7 nao apresentar clivagem do DNA, sendo que este possui dois grupamentos 4-
amidofenil nas extremidades do triazeno. O composto 3 que apresenta um
grupamento 4-carboxifenil, uma fenila e um 6xido (o qual reverte para hidroxila em
solucdo aquosa), foi menos ativo (65,7 % de clivagem a 3,75 mM), que os
compostos 1 e 2. Portanto, a presenca da fenila e do 6xido, no N3 do triazeno
diminuem a atividade de clivagem. O composto 9 foi outro composto que apresentou
atividade de clivagem, sendo que este apresenta, além do grupamento 4-
carbéxifenil, um grupamento 4-etéxifenil. Na Tabela 8 pode-se visualizar as
estruturas desses compostos. Esses quatro compostos parecem ter um mecanismo
hidrolitico para a clivagem do DNA (HORNER, 2003; PARAGINSKI et al., 2006), j4 o
composto 8 parece ter um mecanismo oxidativo, devido possuir pouca atividade
quando as reacOes sao realizadas na auséncia de luz. Porém, quando este sofre
fotdlise, gerando o fotoproduto 8a, a clivagem do DNA é muito bem evidenciada,
gerando inclusive a Flll do DNA (BURR et al., 2003). Alem do mais, a reacao de
clivagem do DNA feita por 8a é aumentada quando o ensaio é realizado na presenca
de luz, diferentemente de quando é realizado na auséncia dela (BURR et al., 2003).
Além do mais, pode-se concluir que somente a presenca da hidroxila, além de dois



65

grupamentos fenila ligados ao triazeno, € suficiente para que ocorra a clivagem do

DNA plasmidial como o acontece com o T1.

Tabela 8 — Estruturas quimicas dos compostos triazenos aptos a clivar o DNA.

R1
\N/ \ITI/ 2
R
Nome Quimico R Ry R Referéncia
T1 |1,3-bis-(fenil)-triazeno-1-N- o C C
hidréxido
1 (1,3-bis-(4- 0 0
( . . H \)_@ \)_@ (HORNER, 2003)
carbéxifenil)triazeno HO HO
2 |1-(4-carboxifenil)-3-(4- 0 o)
. . . H »-@7 \>_©7 (HORNER, 2003)
amidofenil)triazeno HO HoN
3 |3-(4-carboxifenil)-1- o
el . <0 \>—©7 @ (HORNER, 2003)
feniltriazeno-1-6xido HO
8 |3-hidroxipropil-1,3-bis-(4- o HN HN
H etal.,
amidinofenil)-triazeno N HoN C HoN C (EURR etal, 2009
9 |1-(4-etéxifenil)-3-(4- C o)
L. . H /—O @ (PARAGINSKI et al., 2006)
carboxifenil)triazeno HsC HO

Duas outras evidéncias importantes da andlise de relagédo estrutura-atividade
€ que os triazenos que apresentam em suas extremidades um grupamento 4-
nitrofenil ou 4-azofenil e um grupamento 4-carbdxifenil ndo mostram atividade de
clivagem do DNA, como é o caso do composto 12 e do T6, respectivamente (Tabela
9). Ja que compostos triazenos que apresentam o grupamento 4-carbodxifenil tiveram
sucesso na clivagem de DNA, pode-se inferir que a presenca de um grupamento 4-
nitrofenil possa inibir a ligacdo inicial do composto triazeno ao DNA,
consequentemente inibindo a clivagem.

Enfim, os grupamentos que parecem néao ter importancia para a clivagem do
DNA fita dupla quando juntos, de acordo com as evidéncias dos testes ja realizados,
sdo o0s seguintes (Tabela 9): 4-bromofenil e 4-nitrofenil (T2 e 14), 4-azofenil e 4-
nitrofenil (T3), 4-azofenil (T4 e 13), 2-bromofenil (T5), 4-carboxifenil e 4-azofenil (T6),
4-etiloxicarbanilfenil (4), 4-etiloxicarbanilfenil e 4-nitrofenil (5), 4-amidofenil e 4-
nitrofenil (6), 4-amidofenil (7), 2-trifluorometilfenil (10), 4-acetiloxima (11), 4-nitrofenil

e 4-carbéxifenil (12).
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Tabela 9 — Estruturas quimicas dos triazenos que ndo sao aptos de clivar o DNA.

Ri_

_R
A N7 2
R
Nome Quimico R Ro Referéncia
T2 |1-(4-bromofenil)-3-(4-
o =0 |
nitrofenil)triazeno
T3 |1-(4-azofenil)-3-(4-nitrofenil)triazeno | |, OZN@ i

T4

1,3-bis-(azofenil)triazeno

OO
OO~

?
0

T5 |1,3-bis-(2-bromofenil)triazeno
H -
Br
T6 |1-(4-carboxifenil)-3-(4-azofenil)- y \\ C @N:N@ ]
triazeno
4 |1,3-bis-(4-etiloxicarbanilfenil)triazeno 0
H @ FO@ (HORNER, 2003)
H3C
5 |1-(4-etiloxicarbanilfenil)-3-(4-
nitrofenil)triazeno H > O OQN@ (HORNER, 2009)
6 |1-(4-amidofenil)-3-(4-nitrofenil)triazeno
H @ OZN@ (HORNER, 2003)
7 |1,3-bis-(4-amidofenil)triazeno [e)
H >—< : — >—<: :>_ (HORNER, 2003)
HoN
10 [1,3-bis-(2-trifluorometilfenil)triazeno
H (PARAGINSKI et al.,
2006)
CFq
11 |1,3-bis-(4-acetiloxima)triazeno HO-N
H > <: :>_ \> <: > (PARAGINSKI et al.,
H3C 2006)
12 [1-(4-nitrofenil)-3-(4-carboxifenil)triazeno : 0] :
H (HORNER, 2003)
HO
13 |1,3-bis-(4-azofenil)triazeno @ B @
H N=N (PARAGINSKI et al.,
OO
14 |1-(4-bromofenil)-3-(4-nitrofenil)triazeno

H

O

(HORNER et al., 2005)

Observacgao: os compostos T2 e 14, assim como o0 T4 e 0 13, sd0 0s mesmos.

Como podemos constatar, o composto 8, publicado por Burr et al. (2003),

induziu a modificagdo e a clivagem do DNA por uma mecanismo oxidativo

(fotoclivagem). Assim, ndo se pode descartar a possibilidade de clivagem do DNA
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por compostos triazenos por esse mecanismo. Além do mais, esses compostos sdo
relativamente sensiveis a degradacao fotolitica e catidnica H" (relativa a pH acido)
(NIFONTQV et al., 1994). Porém, a clivagem por mecanismo oxidativo ndo é

atualmente de grande interesse dos pesquisadores.
4.3 Titulacao espectrofotométrica UV/Visivel DNA-triazeno T1

Espectrofotometria de absorcao eletrdnica € universalmente empregada para
determinar as caracteristicas de ligacdo de compostos com o DNA. Por isso, foi
realizada a titulacdo espectrofotométrica do composto T1 com quantidades
crescentes de DNA plasmidial. O triazeno T1 (9,38 puM) foi titulado com solucéo de
DNA plasmidial fita dupla pUC18 a pHs 6,5 (35 mM tampéo Pipes) 7,0 e 8,0 (35 mM
tampdes Tris.HCI). Os dados espectrais foram analisados dentro de uma faixa de

comprimento de onda de 190 a 590 nm (Figuras 18 a 20).

2,0
I
‘1 U

Absorbancia
[S)
——

0,5

0,0 -

190 290 390 490 590
Comprimento de onda, nm

Figura 18 — Hipercromismo do composto 1,3-bis-(fenil)triazeno-1-N-hidréxido (T1)
sob adi¢cdes de DNA plasmidial fita dupla (pUC18) em pH 6,5 (tampao Pipes 35 mM).
A absorbancia foi monitorada como uma funcdo do aumento da concentracédo do
DNA. 9,38 uM de T1 na presenca de 0 (linha espessa), 24, 48, 96, 144, 240, 336,
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480, 720, 960 e 1200 uM de nucleotideos (linhas 2-11) resultou em um aumento da
absorbancia (hipercromismo): Anax de T1 sozinho, 344,9 nm; Amax de T1-ligado ao

DNA, 342,4 nm (linha 5); AAmax = 2,5 nm (linha 0-5).
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Figura 19 — Hipercromismo do composto 1,3-bis-(fenil)triazeno-1-N-hidréxido (T1)
com a adicdo de Dna plasmidial fita dupla em pH 7,0 (tampé&o Tris.HCI 35 mM). A
absorbancia foi monitorada como uma fungédo do aumento da concentragdo do DNA.
9,38 UM de T1 na presenca de 0 (linha espessa), 24, 48, 96, 144, 240, 336, 480,
720, 960 e 1200 uM de nucleotideos (linhas 2-11) resultou em um aumento da
absorbancia (hipercromismo): Anax de T1 sozinho, 345,2 nm; Amax de T1-ligado ao
DNA, 343,0 nm (linha 5); AAmax = 2,2 nm (linha 0-5).
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Figura 20 — Hipercromismo de 1,3-bis-(fenil)triazeno-1-N-hidréxido (T1) com a adicéo
de DNA plasmidial fita dupla (pUC18) em pH 8,0 (tamp&o Tris.HCI 35 mM). A
absorbancia foi monitorada como uma fungdo do aumento da quantidade de DNA.
9,38 uM de T1 na presenca de 0 (linha espessa), 24, 48, 96, 144, 336, 480, 720, 960
e 1200 puM nucleotideos (linhas 2-10) resultou em um aumento da absorbéancia
(hipercromismo): Amax de T1 sozinho, 343,4 nm; Amax de T1-ligado ao DNA, 341,0 nm
(linha 5); AAmax = 2,4 nm (linha 0-5).

A ligacdo de moléculas que se intercalam ao DNA ¢é classicamente
caracterizada através de titulacoes espectrofotométricas de absorcédo no ultravioleta-
visivel, utilizando-se uma solugdo do composto e quantidades crescentes de DNA
nesta solugdo. Para essas moléculas intercalantes, ocorre hipocromismo (diminuicéo
do coeficiente de extingcdo molar do composto) e um batocromismo (desvio para o
vermelho) (MAHADEVAN, PALANIANDAVAR, 1998; MUDASIR et al., 2007). A
intercalacdo (LIU et al.,, 1999; LIU et al., 1999; ZHEN et al., 2000) causa esse
hipocromismo devido a uma forte interacdo de empilhamento entre o grupo
cromoéforo aromatico e os pares de bases do DNA. A magnitude deste hipocromismo
e desvio para o vermelho depende comumente da for¢ca de interacao intercalativa
(LIU et al.,, 1999). Por outro lado, um hipercromismo (aumento da absortividade
molar) e um hipsocromismo (desvio para o azul) pode indicar que o tipo de interagéo
nao seja por intercalacdo, mas por interacao eletrostatica de repulsdo de anions
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(HORNER, 2003), assim como acontece com outros triazenos capazes de clivar o
DNA plasmidial.

Os espectros (Figuras 18 a 20) mostram claramente que a adicdo de DNA
pUC18 resultou em hipercromismo e pequeno desvio para o azul da banda do
triazeno T1. Essas caracteristicas espectrais sdo atribuidas ao modo de ligacao que
pode ser por interacédo eletrostatica de repulsdo de anions e ligacées de hidrogénio
com o DNA, assim como os triazenos 1,3-bis-(4-carboxifenil)-triazeno (2); 1-(4-
carbéxifenil)-3-(4-amidofenil)-triazeno  (3); 3-(4-carboxifenil)-1-feniltriazeno-1-6xido
(4) (HORNER, 2003). O hipercromismo pode ocorrer devido a interacdo de
acoplamento dipolo-dipolo entre os anéis aromaticos fenil do triazeno T1 e os sulcos
do DNA, assim como ocorrem com outras moléculas que possuem anéis aromaticos,
como a benzidina (NH>—Ar—Ar—NH,, onde Ar representa os anéis aromaticos
serapados) (AMUTHA et al., 2001). Além do mais, o hipercromismo aumenta com a
elevacao do pH, o que pode ser verificado pelo aumento do valor da constante de
ligacéo (Kp) (abaixo).

A constante de ligacao intrinseca, Ky, pode ser determinada pelos dados das

titulagdes espectrais e a seguinte equacéao (PYLE et al., 1989)
[DNA]/(CA - Cf) = [DNA]/(CB - Cf) + 1/Kb(€|3 - Cf)

onde €4, €, € €g correspondem a Agpservada/[T1], @0 coeficiente de extincao
molar do triazeno livre e ao coeficiente de extingdo molar do triazeno na forma
completamente ligada, respectivamente. Plotanto [DNA]J/(ea - €7 versus [DNA], Ky, €
dado pela raz&o da inclinagao pelo coeficiente linear (interseccao com y).

Os valores de K, (Tabela 10) sdo menores que aqueles observados para
tipicos intercalantes (brometo de etidio-DNA, 7 x 10’ M em tamp&o Tris.HCI 40 mM,
pH 7.9, e 1.4 x 10° M em tampdo NaCl-25 mM Tris-HCI 40 mM; proflavina com
DNA de Escherichia coli, 50% GC, 4.1 x 10° M em Tris.HCI 0,1 M) com um modo
de ligacdo ao DNA comprovado pela completa insercdo das moléculas planares
entre os pares de bases. Isto indica que a ligacdo da molécula de T1 com o DNA

possui uma afinidade menor que dos intercalantes classicos.
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Tabela 10 — Constantes de ligacao intrinsecas (K,) compostos-DNA a 25 °C.

Composto (condicdes) Ko (M)
Brometo de Etidio (pH 7,9, Tris.HCI 40 mM) 7 x10’
Brometo de Etidio (NaCl 40 mM-Tris-HCI 25 mM) | 1,4 x 10°
1 (pH 5,5, MES) 1,7x10*
1 (pH 6,7, Pipes) 9,1x 10°
1 (pH 8,0, Tris. HCI 5,5x 10°
T1 (pH 6,5, Pipes 35 mM) 4,50 x 10
T1 (pH 7,0, Tris.HCI 35 mM) 1,00 x 107
T1 18 (pH 8,0, Tris.HCI 35 mM) 2,33 x 10°

1: 1,3-bis-(4-carbdxifenil)triazeno; T1: 1,3-bis-(fenil)triazeno-1-N-hidréxido.

A intercalacado € um importante modo de interagcdo com o DNA, pois causa um
alongamento da estrutura dupla hélice (DOUTHART et al., 1973) e, também, pode
torcer ou dobrar o DNA, desempilhando um ou mais pares de bases adjacentes
juntamente com o alongamento e desenrolamento local do DNA (BISCHOFF,
HOFFMANN, 2002). Essa ligagdo ao DNA fita dupla é capaz de inibir varios
processos biologicamente importantes, como a sintese de DNA e a transcricdo e
traducdo génicas (BUGS, CORNELIO, 2001; BISCHOFF, HOFFMANN, 2002). A
intercalacdo de moléculas aromaticas planares no DNA e a inibicdo das DNA
polimerases | e/ou |l sdo consideradas importantes para a acdo terapéutica de
muitos agentes antitumorais (BAILLY, 2000; DEMEUNYNCK et al., 2002). A inibi¢cdo
da regulacdo do DNA representa uma importante conseqiéncia da modificacdo da
estrutura do DNA devido a intercalagdo (BISCHOFF, HOFFMANN, 2002). Apesar
das drogas intercalantes possuirem potencial atividades farmacol6gicas como
antiviral, antibiética e imunomodulatéria (MARX, 1987; WERNER et al., 1996;
(SNYDER, 1998), apenas um numero limitado de intercalantes (tipo acridinas) séo
usadas como drogas antitumorais (DENNY, 1989; BAGULEY, 1991; MULLER et al.,
1998).

Como pode ser observado, apesar dos valores de K, serem baixos, eles
aumentam com a elevacao do pH. Valores altos de K, estdo associados a interacao
hidrofébica de anéis aromaticos com as bases do DNA (intercalacao)
(MAHADEVAN, PALANIANDAVAR, 1998). Quando esses valores sao baixos, isto
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pode indicar que a interacdo de T1 com o DNA possa ser por interagdo eletrostatica
de repulsdo de anios nos sulcos do DNA (MA et al., 2007) levando posteriormente a
clivagem do DNA. Isto é suportado pelo fato de que T1 pode formar ligacdes de
hidrogénio através dos grupamentos NNN(OH). A pH 6,5 (Pipes 35 mM), o valor de
K, foi o mais baixo (4,50 x 10" M), exatamente quando a clivagem do DNA foi
menor. Assim, acredita-se que os ions H* presentes no meio permitam que os
grupamentos NNN(OH) do triazeno T1 permanegam. Porém, quando se aumenta o
pH do meio contendo o composto e o0 DNA, o valor da K, também aumenta (1,00 x
102 M a Tris.HCI 35 mM pH 7,0 e 2,33 x 10° M" a Tris.HCI 35 mM pH 8,0),
indicando que a interacdo também aumenta, embora pouco, ao mesmo tempo em
que a clivagem do DNA também aumenta. A pH 8,0, quando o0 meio contém OH em
excesso, os grupamentos NNN(O") do triazeno T1 fazem interacdo com 0s grupos
OPOs; do DNA efetuando a repulsdo eletrostatica favorecendo o mecanismo
hidrolitico.

Ndo podemos descartar que a interagdo dos anéis aromaticos seja
importante, pois a maioria dos intercalantes do DNA sdo moléculas cromoforas
aromaticas planares, geralmente tri ou tetraciclicas (ANTONINI et al., 1997), como
0s compostos brometo de etidio (brometo de 2,7-diamino-10-etil-9-fenilfenantridinio),
laranja de acridina (cloreto de 3,6-bis-(dimetil)acridinio) e azul de metileno (cloreto
de 3,7-bis-(dimetilamino)fenotrazin-5-io) que se ligam ao DNA e RNA de modo
intercalativo deslizando entre as bases adjacentes e causando um alongamento da
estrutura dupla hélice (DOUTHART et al., 1973).

O valor do K, a pH 8,0 é cerca de 5 vezes maior que a pH 6,5, e ainda assim,
cerca de 300.000 vezes menor que o do intercalante classico brometo de etidio.
Outra observacao importante é que esses valores de K, foram obtidos a partir da
titulacdo espectrofotométrica a temperatura ambiente (22 + 1 °C), ou seja, em uma
temperatura na qual ndo ocorre clivagem do DNA pelo triazeno T1. Assim, os
valores de K, devem ser maiores a temperatura na qual ocorre a clivagem o DNA
plasmidial (50 °C).

O hipsocromismo (desvio para o azul) foi de 2,5, 2,2 € 2,4 nm a pH 6,5, 7,0 e
8,0, respectivamente, quando comparado Amnax do triazeno T1 na presenca de 0 e
144 UM de pares de bases de DNA.

Estudos de titulagcdo espectrofotométrica também foram realizados com os
compostos 1 e 2 (HORNER, 2003). Os estudos com o composto 1 foram realizados
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em pHs 5,5, 6,7 e 8,0 a fim de se verificar que tipo de interagcdo com o DNA. Isso
também permitiu calcular a K para 1, nos pHs citados, as quais foram 5543 M (pH
8,0), 9068 M' (pH 6,7) e 17204 M"' (pH 5,5). Os estudos de titulagdo
espectrofotométrica mostraram predominio de hipercromismo com posterior
hipsocromismo, concluindo que ha interacdo com o DNA. Valores altos de Ky
indicam que a interagdo do composto com o DNA seja por intercalagdo. No entanto,
as K, calculadas indicam que o triazeno 1 ndo interage com o DNA por intercalacao,
porém, os tipos de interagdo sdo: interagcdes hidrofobicas entre os anéis aromaticos
do triazeno com as bases do DNA e a interacao eletrostatica de repulsdo entre os
grupos carboxilato (—COQO’) e os grupos OPOs; do esqueleto do DNA. Podemos
concluir que o valor de K, varia inversamente proporcional ao pH para essa
molécula, ou seja, ha diminuicdo de K, com o aumento do pH, indicando aumento
das cargas negativas, diminuicdo da interagao hidrofébica com o DNA e aumento da
interacdo eletrostatica de repulsdo entre os ions carboxilato e os grupos fosfato do
DNA, coerente com a maior clivagem no pH ajustado para 8,0. A titulacéo
espectrofotométrica do triazeno 2 com sucessivas adicbes de pBSKIl, mostrou
hipercromismo e sua K calculada foi de 17047 M,

Assim, pode-se afirmar que os triazenos, de modo geral, possuem um
mecanismo de interacdo com o DNA diferente da intercalagdo, pois assim como o
triazeno T1 do estudo em questdo, os triazenos 1 e 2 também elevam o seu
coeficiente de extingdo molar quando se adiciona DNA a solugao (hipercromismo). O
local de interagcéo dos triazenos pode ser do lado externo dos sulcos do DNA, assim
como o berenil atua. A interacédo eletrostatica e/ou pontes de hidrogénio é sugerida
como modo de ligagdo do berenil ao DNA, através de seus grupamentos amidino
carregados positivamente (PORTUGAL, WARING, 1987). Porém, estudos
posteriores sdo necessarios para confirmar tipo de interagéo do triazeno T1.
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4.4 Atividade antibacteriana dos triazenos T1 a T6 e da dacarbazina (Asercit®)

A atividade antibacteriana dos triazenos T1 a T6 foi avaliada pela
metodologia de microdiluicdo em caldo com determinacao da Concentracao Inibitéria
Minima (CIM) e Concentracao Bactericida Minima (CBM). Os resultados desta
atividade antibacteriana frente a bactérias gram-positivas e gram-negativas,
incluindo as cepas padrdes American Type Culture Collection (ATCC), séao
mostrados nas Tabelas 11 e 12, respectivamente. Os resultados obtidos para o
triazeno T3 ndo sao apresentados devido ao encaminhamento dos mesmos para o
processo de patente da sua atividade antibacteriana.

Em geral, as triazenos possuem amplo espectro, ou seja, foram ativos tanto
para bactérias gram-positivas como para bactérias gram-negativas. Os compostos
mais ativos, de um modo geral, foram o 1,3-bis-(fenil)triazeno-1-N-hidréxido (T1), o
1-(4-carbéxifenil)-(3-azofenil)-triazeno (T6) e a dacarbazina (DTIC), sendo que o T1
foi ativo igualmente para bactérias gram-positivas e gram-negativas, os compostos
T6 e DTIC foram ativos para todas as bactérias gram-positivas mas menos ativos
para gram-negativas. Porém, clinicamente, a DTIC ndo € usada como medicamento
antibacteriano. O composto 1,3-bis-(2-bromofenil)triazeno (T5) teve a atividade
menos ampla para bactérias gram-positivas e gram-negativas.

Controle com excipiente acido citrico da dacarbazina (Asercit®) foi feito para
verificacdo se este possui atividade frente as seguintes bactérias: Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli ESBL 32, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 e Salmonella choleraeruis ATCC 10708. No entanto, verificou-se que o
acido citrico ndo possui atividade nas concentracoes testadas para nenhuma das
bactérias, ou seja, sua CIM é maior que 128 pg/ml.
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Tabela 11 — Resultados da atividade antibacteriana para os triazenos avaliados
frente a bactérias gram-positivas.

- - IM/CBM ml
Bactérias Gram-Positivas = T2 'I% /fr: 2 “.:.95/ ) Te DTIC
Staphylococcus epidermidis 32/128 | 64/- 128/-| -/- 16/- | 16/128
Streptococcus agalactiae (hemocultura) 64/- -/- -/- -/- 32/- NT
Staphylococcus aureus 64/- -/- 128/-| -/- 16/- | 64/128
Staphylococcus hominis subsp. hominis 64/- -/ -/- -/- 32/- | 64/128
Micrococcus sp. 64/- |128/- 64/- | -/- 32/- |128/128
Staphylococcus saprophyticus 32/128| -/- 128/-| -/- 64/- 64/64
Staphylococcus aureus (-hemolitico) -/- -/- -/- -/- 32/- | 64/128
Oerskovia sp. 64/- |128/- -/- |128/-| 16/- NT
Streptococcus agalactiae -/ -/- -/- -/- 32/- NT
Rhodococcus sp. 128/- | -/- -/- -/- 32/- 64/-
Bacillus cereus (endocardite) -/- -/- -/- -/- [16/128| 16/-
Staphylococcus haemolyticus 32/64 | -/- -/- -/- 64/- | 64/128
Listeria monocytogenes 64/- -/- 128/-| -/- 64/- NT
Corynebacterium sp. 32/- [128/- 64/- | 128/-| 64/- NT
ATCC
Bacillus cereus ATCC 14579 -/- | 128/- 128/-| -/~ [16/128| NT
Staphylococcus aureus ATCC 25923 128/- | -/- -/- -/- 64/- | 64/128
Listeria monocytogenes ATCC 15313 32/64 | -/- -/- -/- 64/- NT
Micrococcus luteus ATCC 7468 64/- -/- -/- | 64/- | 64/- |[128/128
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 | 16/- | 64/- 128/-| -/- 16/- | 16/128
T1: 1,3-bis-(fenil)triazeno-1-N-hidréxido; T2: 1-(4-bromofenil)-3-(4-nitrofenil)triazeno; T3: 1-(4-

azofenil)-3-(4-nitrofenil)triazeno; T4: 1,3-bis-(4-azofenil)triazeno; T5: 1,3-bis-(2-bromofenil)triazeno;
T6: 1-(4-carboxifenil)-(3-azofenil)-triazeno; DTIC: Dacarbazina. -: > 128 ug/ml. NT: nao testado. Entre
parénteses: ndmero ou caracteristica da cepa, local de isolamento ou tipo de resisténcia. Os
resultados obtidos para o triazeno T3 nao séo apresentados devido ao encaminhamento dos mesmos
para a obtengao de patente sobre a sua atividade antibacteriana.
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Tabela 12 — Resultados da atividade antibacteriana para os triazenos avaliados
frente a bactérias gram-negativas.

Bactérias Gram-Negativas T T2 %M/C;M ug/Trgl) Te DTIC
Enterobacter cloacae 32/- -/- -/ -/ -/- NT
Shigella flexneri 64/64 -/- -/ -/- -/- NT
Salmonella sp. -/- -/- -/- -/- -/- NT
Serratia marcescens ~/- 64/- 64/- | 64/- -/- -/-
Escherichia coli ~/- 128/- -/ -/ -/- NT
Klebsiella pneumoniae 128/- -/- 128/- -/ -/- 32/128
Salmonella typhi 128/- -/- -/ -/- -/- NT
Enterobacter cloacae (M-R) 128/- -/- -/- -/- -/- NT
Raulstonia pickettii 32/- -/- -/ -/ -/- 64/-
Acinetobacter baumannii 128/128 -/- -/- -/- -/- NT
Salmonella typhimurium 128/- -/- -/ -/- 128/- NT
Acinetobacter Iwoffii 128/128 -/- -/ 128/- | 16/- 16/-
Enterobacter aerogenes (M-R 84) 128/128 -/- 128/- -/- -/- 128/-
Klebsiella pneumoniae (ESBL 23) -/- -/- -/- -/- -/- NT
Escherichia coli (ESBL 32) -/- -/- -/- -/- -/- 32/-
Klebsiella oxytoca (ESBL 14) -/- -/- -/- -/- -/- -/-
Enterobacter cloacae (ESBL 75) 128/- 128/- -/- -/- -/- NT
Proteus mirabilis (ESBL) 128/- -/- -/- -/- 64/- NT
Pseudomonas aeruginosa (MBL 13) 128/- 128/- 128/- -/- -/- -/-
Pseudomonas sp. (MBL 15) 64/- 128/- 64/- | 32/64 -/- NT
Acinetobacter baumannii (MBL 21) 32/64 64/- 64/- | 128/- | 64/- | 128/128
Pseudomonas aeruginosa (MBL 11) -/- -/- -/- -/- -/- NT
Pseudomonas aeruginosa (MBL 14) 64/- -/- 128/- | 128/- -/- NT
Serratia marcescens (AmpC) 128/- 128/- 128/- -/- -/- -/-
Citrobacter freundii (AmpC 7) 128/- -/- -/- -/- -/- -/-
Enterobacter cloacae (AmpC 8) -/- -/- -/- -/- -/- NT

ATCC
Escherichia coli ATCC 25922 ~/- 128/- -/ -/ -/- -/
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 128/- -/- -/- -/- -/- 64/128
Salmonella choleraesuis ATCC 10708 ~/- -/- -/ -/- 128/- 32/-

T1: 1,3-bis-(fenil)triazeno-1-N-hidréxido; T2: 1-(4-bromofenil)-3-(4-nitrofenil)triazeno; T3: 1-(4-
azofenil)-3-(4-nitrofenil)triazeno; T4: 1,3-bis-(4-azofenil)triazeno; T5: 1,3-bis-(2-bromofenil)triazeno;
T6: 1-(4-carboxifenil)-(3-azofenil)-triazeno; DTIC: Dacarbazina. -: > 128 pug/ml. NT: nao testado. Entre
parénteses: nimero ou caracteristica da cepa, local de isolamento ou tipo de resisténcia. M-R:
multiresistente (no caso, sensivel somente ao Imipenem); ESBL: cepa produtora de Beta-lactamase
de espectro ampliado; MBL: cepa produtora de Metalo-beta-lactamase; AmpC: cepa com resisténcia
mediada pelo gene AmpC. Os resultados obtidos para o triazeno T3 ndo sao apresentados devido ao
encaminhamento dos mesmos para a obtengédo de patente sobre a sua atividade antibacteriana.
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As melhores CIM para o composto T6 frente a bactérias gram-positivas
foram de 16 pg/ml para as seguintes bactérias: Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, Oerskovia sp. € Staphylococcus epidermidis ATCC12228. A
dacarbazina (DTIC) também teve CIM de 16 ug/ml para as seguintes bactérias:
Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus (isolado de uma endocardite) e
Staphylococcus epidermidis ATCC12228. A atividade bacteriostatica e/ou bactericida
do composto T6 (16/128 ug/ml) e da DTIC (16/128 ug/ml) sobre o B. cereus é
importante devido a esta bactéria gram-positiva formar esporos que sao muito
resistentes a acao de agentes bactericidas. O composto T1 também teve CIM de 16
ug/ml para o Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.

Para bactérias gram-negativas os compostos que tiveram atividade mais
ampla foram o T1 e a DTIC (a qual nao foi testada para todas as bactérias). Apesar
disso, a melhor CIM (16u/ml) foi evidenciada pelo composto T6 e pela DTIC para a
bactéria Acinetobacter Iwoffii.

A atividade bactericida, quando evidenciada para os triazenos testados, foi
de 1 a 4 concentragao(6es) maior(es) que as CIM. As melhores CBM foram de 64
ug/ml para os compostos T1 (frente Staphylococcus haemolyticus e Listeria
monocytogenes ATCC 15313, Shigella flexneri e Acinetobacter baumannii MBL21) e
T5 (frente a Pseudomonas sp. MBL15) e para a DTIC (frente a Staphylococcus
saprophyticus). A dacarbazina foi bactericida para 10 das 12 cepas gram-positivas
testadas e para 3 das 8 cepas gram-negativas das quais teve atividade
bacteriostatica. O composto T1 foi bactericida para 4 das 15 cepas gram-positivas
das quais teve atividade bacteriostatica e 5 das 19 cepas gram-negativas das quais
teve atividade bacteriostatica. A atividade bactericida em medicamentos
antibacterianos é de suma importancia para aqueles pacientes que estdo infectados
e possuem uma imunidade deficiente, e também para alguns tipos de infec¢des
graves (MURRAY et al., 2003).

Atividade antibacteriana de triazenos é relatada desde 1966 por Shealy et al..
Estes pesquisadores publicaram a atividade antimicrobiana in vitro de triazenos
contra fungos como Candida albicans e Aspergillus flavus e bactérias como
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Mycobacterium phlei. A
atividade antimicrobiana in vitro e in vivo de triazenoimidazbis também foi
demonstrada e é citada em uma revisdo (SHEALY, 1970). Mais recentemente, uma

nova classe de triazenos, os hidroxitriazenos, mostraram possuir atividade
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antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, como Streptococcus faecalis e
Staphylococcus aureus, e contra fungos como Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, “Sporotrichum schenckii’ (hoje Sporothrix schenckii), Tricophyton
mentagrophytes e Aspergillus fumigatus (GOSWAMI, PUROHIT, 2001). Além
dessas, diariltriazenos substituidos, como os utilizados neste estudo, mostraram
atividade antibacteriana para bactérias gram-positivas e gram-negativas (MICHELOT
et al., 2006). Os compostos 1-(4-etdxifenil)-3-(4-carbdxifenil)triazeno e 1,3-bis-(4-
acetiloximafenil)triazeno inibiram a multiplicacdo de Oerskovia sp. € Staphylococcus
aureus ATCC25923, respectivamente, enquanto que o composto 1,3-bis-
(trifluorometilfenil)triazeno inibiu as bactérias Enterobacter cloacae, Staphylococcus
saprophyticus, Rhodococcus sp., Shigella sonnei, Shigella flexneri, Oerskovia sp.
(MICHELOT et al., 2006).

4.4.1. Relacgéo estrutura-atividade antibacteriana

A partir dos resultados acima, podemos fazer uma comparagao estrutural
dos compostos indicando quais grupamentos podem aumentar ou inibir a esta
atividade antibacteriana in vitro. O composto T1 que possui um grupamento OH e
duas fenilas foi um dos mais ativos. Na literatura, encontra-se que compostos
triazenos que possuem a hidroxila (hidroxitriazenos) possuem atividade
antibacteriana (GOSWAMI, PUROHIT, 2001). Entre estes compostos, os mais ativos
sao aqueles que possuem hidroxila, 2-carbéxifenil e 2-toluil (2-metilfenil) ou 4-toluil

(4-metilfenil) para bactérias, e 3-metil e 2,4,6-tribromofenil para fungos (Figura 21).

|
CHs oH  HO™SO HoCo Moy Br
|

N
3-hidréxi-3-(4-toluil)-1-(2-carbéxifenil)triazeno
3-hidroxi-3-(2-toluil)-1-(2-carboxifenil)triazeno OH Br

3-hidréxi-3-metil-1-(2,4,6-tribromofenil)triazeno

Figura 21: Estruturas quimicas de alguns hidroxitriazenos que apresentam atividade
antibacteriana e/ou antifungica (GOSWAMI, PUROHIT, 2001).
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Goswami & Purohit (2001) propuseram que a atividade desta classe de
compostos possa ser atribuida a propriedade quelante destes com ingredientes da
parede celular e impedir a sua sintese. Além do mais, estes autores encontraram
atividade somente para bactérias gram-positivas, mas nao para gram-negativas.

Além do grupamento hidroxila, outros grupamentos ligados ao triazeno
parecem propiciar atividade antibacteriana: 4-carbéxifenil (composto T6), metil e
imidazol-4-carboxamida (da DTIC). O grupamento 2-bromofenil ndo parece ser

muito promissor em relacao a atividade antibacteriana.

4.5 Toxicidade dos triazenos T1 a T6 e da dacarbazina (Asercit®) frente ao
microcrustaceo Artemia salina Leach. (TAS)

Os resultados da toxicidade dos triazenos T1 a T6 e da dacarbazina (Asercit®)

frente a Artemia salina sdo mostrados na Tabela 13.

Tabela 13 — Valores de CLsp (ug/ml) para os triazenos T1 a T6 e para a dacarbazina
frente Artemia salina.

Triazeno | CLso (pg/ml) | LI (ug/ml) | LS (pg/ml)
T1 0,081 0,073 0,089
T2 5,935 3,912 9,741
T3 3,431 2,308 5,630
T4 0,216 0,191 0,245
T5 0,076 0,065 0,087
T6 0,077 0,070 0,084
DTIC 0,715 0,597 0,857

CLso: concentracao letal média; LI: limite inferior; LS: limite superior; T1: 1,3-bis-(fenil)triazeno-1-N-
hidroxido; T2: 1-(4-bromofenil)-3-(4-nitrofenil)triazeno; T3: 1-(4-azofenil)-3-(4-nitrofenil)triazeno; T4:
1,3-bis-(4-azofenil)triazeno; T5: 1,3-bis-(2-bromofenil)triazeno; T6: 1-(4-carboxifenil)-(3-azofenil)-
triazeno; DTIC: Dacarbazina. (p < 0.05)

A Concentracao Letal média (CLso) variou entre 0,076 e 5,935 pug/ml para os
triazenos testados. Os valores calculados sdao extremamente baixos, portanto, os

triazenos sdo considerados muito téxicos. Os triazenos mais toxicos para Artemia
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salina foram T1, T5 e T6 com uma ClLs, cerca de 10 vezes menor que a
dacarbazina, sendo por isso, considerados cerca de 10 vezes mais téxicos que a
dacarbazina. Dados experimentais mostram que existe uma correlacdo entre a Clsg
para Artemia salina e a Dose Efetiva média (DEsp) obtida para linhagens de células
tumorais (MACLAUGHLIN, 1991). A CLso para A. salina é cerca de é cerca de 10
vezes maior que sua DEsy para células tumorais. Assim, pode-se supor que a
dosagem dos triazenos mais toxicos (T1, TS5 e T6) para a citotoxicidade é cerca de
10 vezes maior que a citotoxicidade da dacarbazina para linhagens de células
tumorais.

Por essa atividade, pode-se também observar que os grupamentos mais
téxicos quando ligados ao nucleo triazeno séo: hidroxila (T1), 2-bromofenil (T5) e 4-
carboxifenil (T6). O grupamento azofenil € menos toéxico, devido T4 apresentar uma

CLsp cerca de 3 vezes maior que do T6.
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5 CONCLUSOES

Os resultados mostram a ampla atividade biolégica dos compostos triazenos
avaliados.

O triazeno T1 apresenta clivagem em torno de 50 % do DNA plasmidial
(pBSKII e pUC18) na concentragéo de 3,75 mM, a 50 °C em pH 8,0.

O mecanismo de clivagem do DNA por T1 parece ser hidrolitico, j& que a
presenca de seqlestradores de radicais hidroxil (glicerol, DMSO e tiouréia) e
atmosfera de argdnio nao interferiram na clivagem, indicando que a presenca dos
radicais hidroxil e do oxigénio atmosférico ndo sdo essenciais para a clivagem do
DNA.

Os valores de K, determinados para o triazeno T1 sédo baixos indicando que
a intercalacdo do composto T1 ao DNA n&o ocorre. A interagcdo pode ser do tipo
eletrostatica de repulsdo de anions favorecida a pH 8,0.

Os grupamentos que conferem melhor atividade de clivagem do DNA quando
ligados ao triazeno sao 4-carboOxifenil e a hidroxila (ou 1-6xido). E ainda, os
grupamentos 4-nitrofenil e 4-azofenil parecem ser inibidores da clivagem do DNA.

A atividade antibacteriana mostra que todos os compostos s&o ativos. Os
mais ativos sao T1, T6 e a dacarbazina. Os menores valores de CIM/CBM sao 16/64
ug/ml. O composto T1 e a dacarbazina sdo bastante ativos para bactérias gram-
positivas e gram-negativas. J& o composto T6 é visivelmente mais ativo para
bactérias gram-positivas.

Os grupamentos quimicos que conferem melhor atividade antibacteriana sédo
4-carbdxifenil e 2-metilfenil ou 4-carbdxifenil e 4-metilfenil, e a hidroxila ligado ao
triazeno, além dos grupamentos presentes na dacarbazina.

A atividade dos triazenos para Artemia salina mostra que todos eles sdo muito
toxicos, sendo de maior atividade os triazenos T1, T5 e T6, ou seja, aqueles que
possuem os grupamentos hidroxil, 4-carbéxifenil e 2-bromofenil ligados ao triazeno.

De modo geral, os grupamentos 4-carbéxifenil e hidroxil permitem maior
atividade dos triazenos tanto para clivagem, atividade antibacteriana e toxica para

Artemia salina.
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